UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
FACULDADE DE VETERINARIA-FAVET
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TESE DE DOUTORADO

ESTUDO DE GASTROPATIAS NATURAIS E UMA ANALISE
CLINICO-LABORATORIAL, HISTOPATOLOGICA E IDENTIFICACAO
DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EXTRATO ETANOLICO
DE Momordica charantia EM GASTROPATIAS EXPERIMENTAIS
INDUZIDAS POR ANTIINFLAMATORIO,

EM CAES.

Marilac Maria Arnaldo Alencar

Fortaleza- Ceara
2006



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ESTUDO DE GASTROPATIAS NATURAIS E UMA ANALISE
CLINICO-LABORATORIAL, HISTOPATOLOGICA E IDENTIFICAGAO
DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EXTRATO ETANOLICO
DE Momordica charantia EM GASTROPATIAS EXPERIMENTAIS
INDUZIDAS POR ANTIINFLAMATORIO,

EM CAES.

Marilac Maria Arnaldo Alencar

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
Faculdade de Veterinaria da Universidade
Estadual do Ceara como requisito parcial para
a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Veterinarias.

Area de concentracdo: Reproducdo e
Sanidade de Carnivoros

Orientador: Dra. Diana Célia Sousa Nunes

Pinheiro

Fortaleza - Ceara
2006



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ESTUDO DE GASTROPATIAS NATURAIS E UMA ANALISE
CLiNICO-LABORATORIAL, HISTOPATOLOGICA E IDENTIFICAGAO
DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EXTRATO ETANOLICO
DE Momordica charantia EM GASTROPATIAS EXPERIMENTAIS
INDUZIDAS POR ANTIINFLAMATORIO, EM CAES.

Marilac Maria Arnaldo Alencar

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Diana Célia Sousa Nunes Pinheiro
Orientadora

Prof. Dr. Marcos Fabio G. Rocha Profa. Dra Selene Maia de Morais
Co-Orientador/Examinador Examinadora
Profa. Dra. Adriana da Rocha Tomé Profa. Dra. Adriana Wanderley P. Pessoa
Examinadora Examinadora

Prof. Dr. Raymundo Rizaldo Pinheiro
Examinador



A minha filha Alba Raquel Alencar Fernandes e a minha orientadora
Diana Célia Sousa Nunes Pinheiro

Dedico



E repito: “Eu apenas queria que vocés soubessem que aquela alegria ainda
esta comigo e que a minha ternura néo ficou na estrada, ndo ficou no tempo,
presa na poeira...”

(Gonzaguinha)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pois sem Ele, nada sou e nada posso.

Aos meus pais, Leonardo Arnaldo Alencar e Maria Alba de Alencar (in
memorian), pelo entusiasmo, orgulho e dedicagdo que tiveram aos seus filhos,

agradeco-os do fundo do meu coracéao, cheio de saudades.

A minha amada filha, Alba Raquel Alencar Fernandes. Obrigada pela
paciéncia e preocupagao comigo nos dias de maior tensdo. Esta caminhada foi, em

parte, por voceé.

Aos meus familiares pelo afeto e apoio. Sdo muito fortes os lagos que
nos unem. Agradecgo, em especial, ao meu sobrinho Francisco Mamoré Arnaldo
Alencar Filho, que esteve sempre presente quando solicitado para ajudar na

organizacao desta Tese.

A minha orientadora Dra Diana Célia Sousa Nunes pinheiro, por me ter
acolhido num momento tao dificil, sem restricdes e sem medo. Vocé é a responsavel
direta por eu ter cumprido esta etapa na minha vida. Tenho que dividir meu titulo de
Doutora com vocé. Agradecer o que vocé fez por mim é impossivel. Vocé é muito

especial. Obrigada pela sua coragem.

Ao meu Co-orientador, professor Marcos Fabio Gadelha Rocha, uma
criatura maravilhosa. Muito obrigada pelas orientagbes neste trabalho. Tenho

certeza que posso sempre contar com voceé.

A minha amiguinha professora Claudia Maria Leal Bevilaqua, pra vocé
eu digo: hoje eu compreendo que “amigo ndo € so o que aplaude” Agradego a Deus

por nossa amizade.

A professora. Selene Maia de Morais, por me ter permitido usar e abusar
do seu laboratério e ter colocado a minha disposicdo seus alunos que muito
colaboraram nesta tese. O que mais tenho que agradecer a vocé é que em todas as
vezes que eu fui procura-la, vocé sempre me recebeu com um sorriso, embora nao
permitisse que eu falasse “aquela” palavra. E tdo boa a sensacdo de ser bem
acolhida. Obrigada.



A minha grande amiga, Médica Veterinaria, lvanilde Andrade Candido,
pela colaboragcdo neste trabalho, pela paciéncia e por nossa longa e inabalavel
amizade. Vocé é amiga de verdade. E tdo amiga que se eu disser vamos, vocé nem

pergunta para onde.

A médica veterinaria Marilia Dutra Girdo, pela colaboracdo na parte

experimental inicial desta tese.

A académica de Medicina Isabelle Jatai, pela colaboracdo e pelo

convivio neste periodo. Valeu mesmo. Divertimos-nos bastante.

A ex-professora do PPGCV Francisca S6nia Martins Criséstomo, que
quebrou a barreira da distancia e foi sempre disponivel em ajudar. Obrigada, minha

amiga.

A todos os professores do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias

Veterinarias, pela disponibilidade e ensinamentos. Vocés sao herdis.

As secretarias do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias,
Alzenira de Andrade Ferreira e Adriana Maria Sales Albuquerque, que embora
nao tenham idade pra isto, se preocupam comigo e “puxam minhas orelhas”, como

se minhas maes fossem. Acho isto espetacular.

As professoras e amigas Adriana Wanderley de Pinho Pessoa e
Adriana Tomé, pelas analises histopataldgicas. Compreendo que foi um trabalho

arduo e que a amizade contou muito neste momento.

Ao professor David Rondina, pela elaboracdo das analises estatisticas e

pela amizade.

A professora Ana Paula Ribeiro Rodrigues, de quem gosto
imensamente. Obrigada pelos momentos de descontracdo que tivemos extra-
Universidade. Eles foram de fundamental importancia para realizacdo desta tese,

pois nem s6 de trabalho vive o pesquisador.

Ao professor Vicente José de Figueiredo Freitas por nunca ter negado
nada que eu o pedisse e pela sua preciosa colaboragdo no sentido de viabilizar a

realizagao da analise histologica em seu laboratério.

A funcionaria Maria Rocilda, pelo esmero na confeccdo das laminas para

analise histopatologica. Vocé é super.



Ao professor Ricardo Toniolli, por ter liberado a funcionaria Maria

Rocilda para colaborar com este trabalho, Obrigada de coracgao.

Ao professor Claudio Cabral pelas fotografias das laminas incluidas

nesta tese.

A todos os alunos do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias, pelo companheirismo e amizade que marcaram NOSSOS

relacionamentos.

A Dra Evanisa Leite, diretora do Canil da Prefeitura Municipal de
Fortaleza e a todos os funcionarios, pelo apoio incondicional e pela liberacdo dos

animais utilizados neste experimento.

A Secretaria de Saude do Estado do Ceara, pela doacdo do

medicamento misoprostol, importantissimo para a realizacao deste trabalho.
A empresa QellQuimica pela doagdo do hexano utilizado no experimento.

A Fundacgdo Cearense de Amparo a Pesquisa, pelo incentivo dado aos

profissionais que se dedicam a capacitacéo profissional.

A Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara, por

toda minha formacéo académica.

A todos, que direta ou indiretamente apoiaram este trabalho, meu muito

obrigada.

E mais uma vez a Deus, por ter permitido que pessoas tido especiais
participem da minha vida. Agradeco—-O por estd presente em minha vida, nas
minhas atitudes, nos momentos de angustia, tristezas, decepg¢des, ndo permitindo
gue eu desaniime. Nesses momentos, procurei sempre manter minha alegria, pois o
que deixa um pai feliz € ver seus filhos alegres, otimistas e realizados. Isto eu sou.
Muito obrigada, meu Deus, por tantos momentos felizes. Sei que nada me separa de

Vocé.

Agradeco ao Professor Ricardo Figueredo, pois ao escrever as palavras
acima, lembrei dele. Dr. Ricardo, quando o vejo, meu coragéo fica cheio de carinho.
Obrigada.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito gastroprotetor do extrato
etandlico (EE) obtido de partes aéreas da planta Momordica charantia sobre lesdes
gastricas induzidas por meloxicam (antiinflamatério ndo esterdide seletivo COX-2)
em caes, tendo sido executado em seis etapas. Na primeira etapa foi avaliado a
presenca de lesdo gastrica em cées errantes da cidade de Fortaleza, Cear4, Brasil,
com o objetivo de fazer um levantamento sobre a prevaléncia destas lesbes em
animais de rua, uma vez que para testar o efeito gastroprotetor do EE foram
utilizados animais com a mesma procedéncia. Para tanto foram utilizados 257 cées
oriundos do canil do Centro de Zoonoses, entre os meses de outubro e novembro de
2004. Os resultados demonstraram que 24,51% dos animais apresentavam lesdes
gastricas variadas, localizadas nas regidées do corpo (51%), antro (19%) e fundo
(8%) do estbmago. Pequenas ulceras gastricas (15,5%) e petéquias (5,7%) foram as
lesdes mais frequentemente observadas. Em uma segunda etapa realizou-se a
indugao de ulceras gastricas em caes, através do uso do meloxicam na dose de 1,0
mg/kg/pv, por via oral, a cada 24 horas, durante dez dias consecutivos. Nessa etapa
foram utilizados 15 animais adultos, machos, sem raga definida. Os animais foram
avaliados clinicamente, por exames laboratoriais e gastroscopia ao longo do
experimento. Todos os caes que receberam o tratamento apresentaram sintomas
gastrintestinais, como vOmito e diarréia. No quinto dia da administracdo do
meloxicam foi observado, por avaliacdo endoscépica, que 80% dos animais
apresentaram ulceras antro-piléricas e hiperemia de mucosa gastrica. No décimo dia
foi observado, em 100% dos animais, ulceracbes graves na regiao antro-pilorica.
Observaram-se, ainda, alteragcbes significativas nos padrées hematoldgicos,
bioquimicos e renais. Ao serem necropsiados, todos os animais tratados com
meloxicam, apresentaram Ulceras gastricas severas, localizadas na regido antro-
pilérica. Quanto a avaliagao histopatoldgica, 100% dos animais apresentaram lesdes
do tipo ulcerativa. Com base nos resultados, foi proposto um modelo de ulceragao
gastrica, em caes, pelo meloxicam. Na terceira etapa objetivou-se avaliar o efeito
citoprotetor do EE de M. charantia sobre lesdes gastricas induzidas por meloxicam.
Os caes foram pré-tratados por trés dias consecutivos com o EE na doses de 100/

mg/kg/pv ou com misoprostol (4ug/kg). No quarto dia, iniciou-se a administragao do



meloxicam na dose de 1mg/kg, associadas aos tratamentos. No final do
experimento, ou seja, no décimo quinto dia, realizou-se a coleta de sangue para os
exames laboratoriais e, em seguida os animais foram submetidos ao procedimento
de eutanasia Todos os caes tratados apresentaram uUkceras gastricas severas,
incluindo o grupo tratado com misoprostol. Uma vez que o misoprostol, droga de
referéncia na prevengao de ulceragdes gastricas induzidas por DAINEs, n&o foi
capaz de previnir estas lesdes, iniciou-se um novo grupo esperimental, composto
por dez caes, que receberam o meloxicam na dose de 0,5 mg/kg. A metodologia
utiizada foi a mesma empregada quando utilizou-se a dose de 1 mj/kg. Os
resultados demonstraram que o meloxicam na dose de 0,5 mg/kg induziu ulceracdes
gastricas em 100% dos animais. Diante desta comprovacdo, procedeu-se a
realizacéo de outro experimento, na qual o EE foi utilizado na dose de 100 mg/kg, o
misoprostol na dose de 4ug/kg, usando como agente indutor de ulceragcées nos
caes, o meloxicam na dose 0,5 mg/kg, seguindo a mesma metodologia utilizada na
terceira etapa deste trabalho. Os resultados demonstraram que EE na dose de
100mg/kg exerceu atividade gastroprotetora nas ulceragbes induzidas por
meloxicam 0,5 mg/kg em todos os cades tratados Entretanto, ndo foi capaz de
atenuar os efeitos deletérios relativos ao padrao celular sanguineo. Na quarta etapa
e quinta etapa, objetivou-se elucidar o mecanismo de acdo do EE envolvido na
protecdo gastrica. Foram realizados os teste de avaliagdo do transito intestinal, em
camundongos e secreg¢ao gastrica, utilizando o modelo da ligadura pilérica em ratos
e caes. Os resultados demonstram que o extrato etandlico de M. charantia na dose
de 500 mg/kg, exerce uma acgao pro-cinética no transito gastrintestinal e, que sua
agao gastro-protetora pode estar associado a outros mecanismos nao relacionados
a neutralizagdo acida, atividade anti-secretora ou antioxidante. Concluindo, este
estudo mostrou que os caes ndo domiciliados na cidade de Fortaleza-Ce
apresentam um alto indice de lesbes gastrcias que podem ser agravadas pela
administracao de antinflamatdrios; que o meloxicam nas doses de 0,5 e 1mg/kg é
efetivo na indugéo de lesdes gastricas na espécie canina; que o EE de Momordica
charantia possui atividade pré-cinética intestinal; que o EE de Momordica charantia
exerce uma acao gasprotetora, provavelmente via sintese das prostaglandinas, néao
estando esta atividade, relacionada a neutralizagdo acida, atividade anti-secretora

ou antioxidante.



Palavras-chave: Momordica charantia, ulceras gastricas, caes, meloxicam, transito

intestinal, gastroprotegéo.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the gastroprotective effect of an
ethanol extract prepared with the aerial parts of the bitter melon (Momordica
charantia) upon gastric lesions induced in stray dogs from Fortaleza (Ceara, Brazil)
using meloxicam (a COX-2-selective nonsteroidal antiinflammatory drug). The
experiment was divided into five stages: In the first stage, the prevalence of gastric
lesions was determined for the population sampled, using 257 animals from the
pound of the local zoonosis service, collected in October and November, 2004. Of
these, 24.51% presented gastric lesions in the body (51%), antrum (19%) and fundus
(8%) of the stomach. The most frequent lesions were small gastric ulcers (15.5%)
and petechia (5.7%). In the second stage, gastric ulcers were induced in 15 adult
male dogs of mixed breed using 1 mg meloxicam/kg once a day for 10 days. The
animals were evaluated clinically with laboratory tests and gastroscopy throughout
the study. All the animals treated with meloxicam presented gastrointestinal
symptoms such as vomiting and diarrhea. On the fifth day of treatment, 80% of the
animals were observed endoscopically to have developed antro-pyloric ulcers and
hyperemia. By the 10th day all animals presented severe ulcerations in the antro-
pyloric region. Significant hematological, biochemical and renal changes were
registered as well. Necropsies of the animals treated with meloxicam invariably
revealed severe gastric ulcers in the antro-pyloric region, while histopathological
examinations showed 100% of the dogs to have ulcerative lesions. Using these
findings, a meloxicam-based canine gastric ulceration model was proposed. In the
third stage the cytoprotective effect of the ethanol extract of M. charantia was tested.
The animals were primed for three days with 100mg of extract/kg or with misoprostol
(4mg/kg) prior to administration with meloxicam. On the 15th day, blood was
collected for laboratory tests and the animals were euthanized. The extract was
found to have a gastroprotective effect when meloxicam was administered at 0.5
mg/kg, but was unable to attenuate negative effects on blood cell patterns. The fourth
e fivith stages of the experiment looked into the gastroprotective mechanism of the
extract, testing the intestinal transit and gastric secretion of murine and canine and
rats models of pyloric ligature. The study suggests that the ethanol extract of M.
charantia has a pro-kinetic effect on the gastrointestinal transit and that its

gastroprotective action may be associated with mechanisms other than acid



neutralization or antisecretory/antioxidant activity. In conclusion: a) stray dogs in
Fortaleza present a high rate of gastric lesions which may be exacerbated by
administration with antiinflammatory drugs; b) 0.5-1.0 mg meloxicam/kg effectively
induces gastric lesions in dogs; c) the ethanol extract of M. charantia displays pro-
kinetic intestinal activity; d) the ethanol extract of M. charantia exerts a
gastroprotective action, probably by way of prostaglandins, but the action may not be
associated with acid neutralization or antisecretory/antioxidant activity.

Key words: Momordica charantia, gastric ulcers, dogs, meloxicam, intestinal transit,

gastroprotection.
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INTRODUGAO

As ulceragdes gastricas sdo achados frequentes na clinica veterinaria,
estando associadas a varias alteracdes sistémicas e ocorrem pela incapacidade da
barreira mucosa gastrica em se proteger, ndo apenas do &acido gastrico, mas
também de &cidos biliares e outras substancias lesivas. O estresse € um fator
importante no desenvolvimento destas patologias e, consequentemente, animais
internados, confinados em espacos limitados e debilitados sao altamente
susceptiveis a desenvolverem Ulceras gastricas e gastrite aguda. Outros fatores
fortemente associados a etiologia das gastropatias, inclui-se a utilizagdo de drogas
antinflamatérias nao esteréides (DAINEs) e infecgbes bacterianas (ANDRADE,
2001).

Estes multiplos fatores envolvidos na etiologia das ulceras gastricas
podem explicar o grande numero de medicamentos disponiveis para o seu
tratamento. Infelizmente, muitos destes agentes apresentam efeitos colaterais e
nenhum unico agente anti-ulcerogénico tem demonstrado possuir propriedade
curativa, sem permitir que haja recidiva. Desta maneira, esforgos tém sido
direcionados para encontrar drogas apropriadamente gastroprotetoras. Extratos de
plantas sdo as mais atrativas fontes de novas drogas e tém demonstrado resultados
promissores para o tratamento de ulceras gastricas (LEITE et al, 2002., GURBUZ et
al, 2005., HIRSCHMANN & YESILADA, 2005).

Varias espécies vegetais e diferentes compostos quimicos sao utilizados
no tratamento dos disturbios gastrointestinais. Triterpendides, flavonodides e
alcaldides sdo exemplos de substancias dotadas de atividade protetora de mucosa
gastrica. Estudos realizados com plantas utilizadas na medicina popular brasileira,
como o boldo (Plectantus barbatus), a carqueja (Baccharis trimera), o gervao roxo
(Stachytapheta cayennensis), a jurubeba (Solanum paniculatun) e a espinheira-
santa (Maytenus ilicifolia e Maytenus aquifolium), demonstraram atividade quanto a
atuagao no trato gastrintestinal, inibindo a secregéo gastrica em ratos, protegendo a
mucosa contra Uulceras induzidas por indometacina, etanol e estresse por
imobilizagao a frio (MATOS, 1995., LAPA et al, 2003).



Momordica charantia, também conhecida como meldo-de-Sdo Caetano é
um planta nativa de paises de clima tropical e sub-tropical. Pertencente a familia das
Curcubitaceas, tem sido amplamente estudada devido as suas varias propriedades
terapéuticas Dentre estas, ja foram avaliadas as atividades anti-helmintica,
hipoglicemiante, anti-colesterogénica, hipolipémica, antiviral e anti-tumoral desta
planta. No que concerne a sua agao citoprotetora (anti-ulcerogénica) poucos estudos
tém sido conduzidos para comprovar esta atividade (RATES, 2001., LEITE et al,
2002).

O uso da fitoterapia nao € tdo bem desenvolvido na medicina veterinaria e
nao tém sido observados grandes avangos nas pesquisas relacionadas ao uso da M.
charantia. Uma vez que a validagao de plantas medicinais constitui uma estratégia
alternativa na procura de novos agentes terapéuticos, este trabalho tem por objetivo
avaliar a agao gastroprotetora do Extrato Etandlico (EE), obtido das partes aéreas de
Momordica charantia em caes, para que possa vir a servir como ferramenta
farmacolégica no combate as gastropatias induzidas por drogas antinflamatérias nao
esteroides (DAINES).



REVISAO DE LITERATURA

1- O estdbmago do cao

1.1- Anatomia e fisiologia do estdmago

O estdmago é uma dilatagdo do tubo digestivo e situa-se na parte cranial
do abdémen, a esquerda da linha média, imediatamente caudal ao figado. A
curvatura maior é formada por uma superficie convexa voltada caudal e
ventralmente, enquanto a curvatura menor possui uma superficie cbncava e esta
voltada cranial e dorsalmente. Nesse 6rgdo os alimentos s&o temporariamente
armazenados e digeridos quimicamente por agdo de varias enzimas. (ZORAN,
2001).

Nos monogastricos, o estbmago divide-se em cinco regides anatémicas,
sendo estas: cardia, piloro, antro, fundo e corpo. As demarcacbes entre estas
regides sao arbitrarias. Cardia € o ponto de entrada do segmento esofagico intra-
abdominal no estdémago; o fundo gastrico € uma grande bolsa de fundo cego,
situada cranial e dorsalmente a esquerda da cardia; o corpo € a porcado média do
estdmago localizando-se entre o fundo e o antro; o antro é o tergo distal e associado
ao piloro (esfincter anatdmico), formam a por¢ao distal do 6rgéo (WILLARD., 1997).

Este 6rgao é constituido por trés camadas de tecido, sendo uma camada
serosa, uma muscular e uma mucosa. A tunica serosa € o revestimento externo, e
esta relacionada a cavidade celdbmica e, através dela, as estruturas vasculares e
linfaticas ganham acesso ao 6rgao. Quais tunicas sao, também, responsaveis pela
suspensao gastrica. A tunica muscular € bem desenvolvida, e é responsavel pelo
“ténus" do 6rgao, tamanho da luz, e pelo deslocamento das particulas de alimentos
ao longo do mesmo. Sua constituicdo é tipica. Possui fibras nervosas que em
conjunto com as células ganglionares, formam o plexo submucoso (GETTY, 1986).

A tunica mucosa € a camada mais interna, e reveste a luz do érgao. Esta
€ constituida de trés outras camadas: o epitélio de revestimento, a lamina propria e a

camada muscular da mucosa. A camada muscular da mucosa € uma delgada



camada de musculo liso que separa a submucosa da mucosa. A contragdo desta
camada € que toma evidentes as dobras ou pregas gastricas, A lamina propria da
mucosa possui uma celulosedade variada (linfocitos, macrofagos e plasmacitos), e,
ainda, podem ser observados nesta regiao, foliculos linfaticos esparsos e glandulas
gastricas (DUN & EISENBER, 1991).

O epitélio da mucosa estomacal, inclusive o das fossetas gastricas, € um
epitélio prismatico ou colunar simples, e suas células de revestimento sao
mucosecretoras. Esta unica camada de células é capaz de manter uma barreira que
detém o acido cloridrico e as enzimas digestivas contidas no lumem e evita a perda
de quantidades anormais de constituintes plasmaticos para a luz do estdmago
(GUILFORD et al, 1996).

Na mucosa gastrica existem varios tipos de glandulas responsaveis pela
sintese dos constituintes do suco gastrico. Na regido da cardia ha uma
predominancia de glandulas mucosas; ja nas regides de corpo e fundo os tipos
celulares predominantes sdo as células parietais ou oxinticas, principais ou
zimogénicas, células mucosas e endocrinas. A regido do antro € composta por
células mucosas e endocrinas como as ceélulas "G" produtoras de gastrina
(ZATERKA et al, 1988). As células parietais sdo responsaveis pela producédo de
acido cloridrico. As células principais sdo responsaveis pela sintese e secrecao de
enzimas gastricas como a pepsina, a renina, e a lipase gastrica, e ainda, sintetizam
0 pepsinogénio. As células mucosas do colo podem diferenciar-se em células
superficiais de revestimento, ou células de revestimento glandular. O muco
produzido por estas estruturas € menos viscoso que o produzido pelas células de
revestimento, e tem a funcéo de proteger a mucosa gastrica da atividade proteolitica
e hidroitica das proteases e do acido cloridrico (ZATERKA et al, 1988).

A regulacdo da secregdo gastrica € dividida em trés fases: a)
neuroenddcrina que atua via liberacdo de neurotransmissores, tais como
acetilcolina; b) enddcrina via gastrina e somatostatina e c) paracrina, na qual fatores
teciduais, como histamina e as prostaglandinas sao liberadas localmente. Estimulos

visuais, olfativos e gustativos estimulam a secrec¢ao gastrica (BOOTHE, 2001).

A acetilcolina e a gastrina estimulam a secreg¢do acida por mecanismo
que aumenta o calcio citosalico livre da célula parietal. Esses transmissores ligam-se

a receptores especificos da membrana da célula, acoplados a fosfollipideos que



catalizam a quebra dos fosfolipideos de membrana em trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol. O IP3 estimula a liberagdo de calcio dos estoques intracelulares, que
por sua vez, ativa a proteina quinase C (PKC) levando a fosforilagdo das proteinas
responsaveis pela ativagao da bomba de protons, H+,K+-ATPase, com consequente
secrecao de ion H+ para o lumen gastrico, em troca de K+ (potassio). A histamina,
principal mediador da secrecdo do acido gastrico, exerce sua ag&do por um
mecanismo diferente. Ligando-se aos receptores histaminérgicos H2 acoplados ao
sistema adenilatociclase via proteina G, a histamina estimula a conversido do
trifosfato de adenosina intracelular em AMPc que ativa proteinas-quinase
especificas (PKA), que também fosforilam proteinas envolvidas na ativacdo da
bomba de protons(GUILFORD & STRONBERG,1996).

Varios tipos de receptores farmacoldgicos foram identificados nas células
parietais: os receptores para gastrina (tipo CCK3), acetilcolina (M3) e histamina (H2),
cuja ativagao estimula a secrec¢ao acida, e receptores para prostaglandinas do tipo
E2, cuja estimulacdo inibe a secrecédo acida. Outros receptores para somastostina,
colecistoquinina (CCK), adenosina, secretina foram sugeridos como moduladores
secundarios da resposta secretdria (YAKOTONI, 1995).

As secregdes gastricas, inerentes ao 6rgao, sao potencialmente lesivas
para o0 mesmo, por isso, a integridade da parede do estdbmago deve ser preservada.
O processo de preservacdo da mucosa € realizado através da agao da barreira da
mucosa gastrica. A funcao essencial, desta barreira, € evitar a rapida difusao de ions
hidrogénio do lumem para o intersticio, mantendo uma alta concentragéo de acido
no lumem, ao mesmo tempo em que evita a autodigestdo, pela ativagcado da enzima
pepsina. A barreira mucosa gastrica € conceituada fisiologicamente e para maior
compreensao de suas atividades, pode-se descrevé-la, como sendo constituida por

trés componentes: o pré-epitelial, o epitelial, e o pos-epitelial (SULLLIVAN,1998).

O componente pré-epitelial € o primeiro, e consiste na associagao da
camada de muco que recobre a superficie epitelial da célula com o bicarbonato
secretado para o lumem. O bicarbonato é retido na camada de muco, conferindo,
assim, alcalinidade a mesma, neutralizando os ions de hidrogénio que se
movimentam em direcdo a célula, criando, assim, um gradiente de pH necessario

para manter neutra a superficie das células epiteliais. (SULLIVAN, 1998).



A protecéao epitelial € dada pelos fosfolipideos anféteros que aumentam a
hidrofobicidade das membranas bioldgicas tornando-as resistentes aos agentes
agressores. Os componentes sulfidrilicos nao-protéicos, como, por exemplo, a
glutationa, também sao importantes na protecéo epitelial contra radicais livres. A
atividade do componente epitelial refere-se a resisténcia das células epiteliais ao
acido gastrico. Quando o acido atinge a membrana mucosa, a por¢ao apical da
célula resiste a difusdo do acido, para seu interior, e, caso o acido penetre na célula,
este é excretado pelas membranas basolaterais, as quais, quando lesionadas, sao
rapidamente substituidas por outras por meio do processo de restituicdo (FORSELL,
1988).

A protegdo poés-epitelial é representada pelo fluxo sanglineo que
suplementa nutrientes e oxigénio, remove ions hidrogénio e outros agentes nocivos.
As prostaglandinas (PGs) s&o responsaveis pelo controle do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica (FORSELL, 1988).

A alteracdo desta barreira resulta na protecao ineficiente da mucosa, e
quando os fatores agressores superam os fatores protetores, ocorre o

estabelecimento de lesdes gastricas (FORSELL, 1988).

O esvaziamanto gastrico é uma das mais importantes fungées motoras do
trato gastrintestinal. Ele regula a velocidade de absor¢do de nutrientes e drogas por
controlar as inter-relagbes complexas de mecanismos miogénicos neurais e
hormonais. O esvaziamento gastrico de liquidos e solido é controlado por diferentes
partes do estdbmago. A pressdo fundica intraluminal controla o esvaziamento de
liquidos, enquanto as contragbes da regido antral controlam o esvaziamento de
sélidos. A porgao proximal do estbmago tem uma particular habilidade de manter a
contragdo muscular ténica (tono gastrico). O téno gastrico pode ser
substancialmente reduzido (relaxamento gastrico) por ingestdo de alimentos ou
perfusdo de nutrientes, sugerindo que o estdmago mantém a contracdo tdnica
durante o jejum. Estudos tém demonstrado que o bloqueio vagal produz relaxamento
gastrico. Em humanos, a atropina reduz o esvaziamento gastrico proximal, enquanto
que o agonista muscarinico betanecol tende a estimular a contratibilidade proximal
do estdbmago. A excitagdo vagal € provavelmente mediada pela via muscarinica

colinérgica. Esta conclusao é suportada por investigacbes que demonstram uma



gradual despolarizagdo e consequente contragdo tdnica das fibras musculares

fundicas em resposta a estimulac&o neural colinérgica (WASH & MAYER, 1993).

A gastrina € um potente estimulante do esvaziamento gastrico, enquanto
a colecistocina, o fator liberador de corticotropina, a calcitonina, o peptideo inibidor

gastrico e a secretina, sao inibitorios (LAPA et al, 2003).

1.2- LesOes gastricas

As alteragdes gastricas sao achadas frequentes em pequenos animais, e
como as manifestagdes clinicas destas enfermidades sdo constituidas por sinais
inespecificos, o diagndstico das gastropatias representa um grande desafio para os
cinicos. Consequentemente, o termo gastrite foi erroneamente empregado por leigos
e profissionais, como sindnimo de sintomas dispépticos, e de sinais clinicos
anormais compativeis as alteracdes gastricas (BENEVENTOS & FERREIRA, 2002).

Atualmente, o termo gastrite é definido como sendo um grupo
heterogéneo de alteragbes macro e microscopicas da mucosa gastrica, decorrentes
de lesbes de varias origens, normalmente associadas a resposta inflamatéria aguda
ou crbnica, ou mesmo mista. Em cdes, atualmente admite-se que a classificagao
das gastropatias s6 pode ser realizada por meio da visualizagdo das mesmas, sendo
assim, para o diagnéstico fidedigno das gastrites em animais, é imprescindivel que

se realize um exame gastroscopico (FORSYTH, 1998).

A introdugao da gastroscopia em caes, assim como em seres humanos,
permitiu a correcdo de muitos estigmas impostos pela precariedade dos meios
diagndsticos. O procedimento gastroscopico deve ser realizado apods jejum solido de
24 horas (LECOINDRE, 1999). A anestesia é fundamental para o exame, sendo que
o tipo de procedimento anestésico depende, fundamentalmente, do estado geral do
animal. A anestesia inalatéria € a técnica mais recomendada, devido ao fato da
endoscopia gastrintestinal estimular a regurgitagdo. E necessario manter a
insuflacdo do “cuff endotraqueal para se evitar a ocorréncia de falsa via e
comprometimento do trato respiratorio. O animal deve ser posicionado em decubito
lateral esquerdo, pois esta posi¢cao propicia a liberagdo do piloro e do angulo
duodeno-piloro, aliviados do peso da viscera (GUILFORD, 1990., LECOINDRE,
1999).



O procedimento endoscopico deve seguir uma sequéncia organizada e
precisa, de tal forma que n&o se deixe nenhuma regido sem ser explorada; é
preciso, ainda, evitar as pressdes e os movimentos forgados, pois o revestimento
mucoso do trato gastrintestinal é fragil, podendo ser facilmente lesado. Inicialmente
o conteudo gastrico é inspecionado quanto a presenga do lago mucoso e de seu
aspecto. A superficie da mucosa deve ser inspecionada quanto a sua coloracgao,
aspecto geral, presenca de vasos, tipo de pregueado e motilidade estomacal
(SIVERSTEIN & TYTIGAT, 1998. TAMS, 1999).

Os achados endoscopicos frequentemente incluem: eritema, irritabilidade,
granulagao, erosdo e ulceracdo da mucosa. As lesdes da mucosa podem ser
classificadas de varias formas, para tal, podem ser utilizados sistemas modificados,
como fizeram MEDDINGS em 1995, que quantificaram a gravidade, de acordo com
0 numero de lesbes. Apds a avaliagao endoscopica completa da mucosa, esta pode
e deve ser, biopsiada (REIMER et al, 1999).

A bidpsia gastrica é considerada um complemento da gastroscopia, sendo
imprescindivel para a determinagcdo do diagndstico, devendo ser realizada na
presengca ou nao de alteracdo gastrica. Existe a necessidade de se retirar
fragmentos de multiplos sitios, pois as alteragbes podem apresentar distribuicéo
multifocal e infiltrado variavel (JERGENS, 1995).

A finalidade da bidpsia € a de confirmar a natureza das lesdes e excluir
enfermidades que apresentem as mesmas caracteristicas endoscoépicas. O
procedimento permite a identificacdo da bactéria, caso ela exista, e possibilita a
avaliacdo do tipo e da intensidade da inflamagédo da mucosa gastrica, a presenga ou
nao de atrofia, metaplasia, displasia, neoplasia, e ainda, a elaboragao correta da
classificagdo do tipo de lesdo. A gastroscopia em caes é considerada como um
procedimento relativamente simples, que oferece poucas dificuldades. Os maiores
problemas estdo relacionado as restricbes impostas pelo tamanho dos animais e
pela presenca de lesbes, como edema, ulceras e neoplasias que podem dificultar as
manobras endoscopicas (LECOINDRE, 1999., MAGALHAES & CARVALHAES,
2000).

Os exames gastroscopicos sao indicados para animais que se
apresentam com sinais de vémitos crénicos, hematemese, melena, anemia crénica,

diarréia crénica, assim como, para avaliar animais com suspeitas de gastrite cronica,



ulceras, corpos estranhos, neoplasias, obstrugdes pildricas, suspeita de perfuracgoes,
de doengas hepaticas e infecciosas agudas, sendo contra indicado apenas em
animais com vomito agudo. As complicag¢des referentes aos exames gastroscopicos
sao raras, podendo ocorrer, com maior frequéncia, se o0 endoscopista for

inexperiente, ou se a integridade da mucosa estiver comprometida (TAMS, 1999).

As complicacbes mais frequentes sao perfuragdes; principalmente na
retirada de corpos estranhos, ou na presenga de Uulceras. Nestas ocasides as
perfuragdes, podem ainda levar a laceragcbes em grandes vasos, e em 0rgaos
adjacentes. Outras complicagdes frequentes s&o as relacionadas com os
procedimentos anestésicos, e a distensdo prolongada do estdbmago, que pode
provocar hipotensdo e bradicardia, devido a interferéncia no retomo venoso ao
coragao, estimulagdo vagal, e ao comprometimento dos musculos respiratorios
Frente ao panorama atual da gastroenterologia canina, e aos avangos diagndsticos,
as exploragdes mais detalhadas sobre o comportamento das enfermidades gastricas
nestes animais se fazem extremamente necessarias (JERGENS et al, 1995,
GUILFORD, 1990).

A verdadeira causa das alteragbes gastricas sdo raramente determinadas
em pequenos animais. A maioria esta relacionada a disturbios sistémicos como as
nefropatias, as hepatopatias, exposicdo a drogas irritantes ou ulcerogénicas
(antiinflamatoérios néo: esterdides (DAINEs), antibidticos e antineoplasicos) e, em
menor grau, as infecgdes fungicas. Na auséncia das alteragdes descritas, a etiologia
das gastropatias normalmente é associada a alergia ou a intolerancia alimentar, a

parasitoses, ou a reagdes a antigenos bacterianos (SIMPSON et al, 2000).

1.3- Ulceras pépticas

As Ulceras pépticas sao definidas como lesdes erosivas e circunscritas na
mucosa gastrica ou duodenal, podendo ser agudas ou crdnicas, superficiais ou
profundas, encontradas em qualquer regido gastrica, sendo mais frequentes no
fundo e corpo gastrico. Acomete principalmente animais adultos a idosos e ndo ha
predisposi¢ao racial. A formagao de ulceras indica a ocorréncia de um desequilibrio
entre as substancias corrosivas existentes no conteudo gastrico e os mecanismos
de protecdo da mucosa, representados, principalmente, pela secrecdo do muco

gastrico, tornando as células epiteliais de revestimento mais susceptiveis a lesao
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pelo acido cloridrico e a pepsina. Em caes, a ulceragdo gastrica pode estar
associada a mastocitomas, patologias renais e hepaticas, neoplasias pancreaticas,
estresse, disturbios metabdlicos e a administragdo de drogas antiinflamatoérias néo
esterdides (DAINEs) (CHANG & YUNG. 2002)

O efeito ulceratogénico das DAINEs ¢é atribuido, principalmente, a inibigao
da biossintese de PGs citoprotetoras (PGE e PGly) por inibicdo da via da
cicloxigenase, resultando no aumento na sintese de leucotrienos e outros produtos
da via da lipoxigenase. As DAINEs também provocam aderéncia de neutréfilos ao
endotélio da microcirculagdo gastrica. Os neutrofilos causam danos a mucosa
gastrica através da producado de radicais livres, liberacdo de muco e obstrugdo do
fluxo sanglineo nos capilares (CHAN & YUNG 2002).

A patogénese das ulceras duodenais induzidas pelo uso de DAINEs é
complexa e envolve danos topicos e sistémicos, principlamente devido a supressao
da sintese de PGs. Outros fatores como secrecai biliar e circulagado entero-hepatica
das DAINEs também podem ser fatores envolvidos nas lesdes intestinais. Isto &
parcialmente devido a longa exposigédo do trato gastrintestinal a droga e pelo refluxo
da bile que pode causar dano & mucosa pela quebra da barreira mucosa gastrica.
Por outro lado, injurias produzidas por aderéncia de neutréfilos a microcirculagao
intestinal e a produgdo de radicais livres, sdo os primeiros eventos que levam a
injuria intestinal produzida por DAINEs (VILLEGAS et al, 2001).

O estresse esta envolvido na patogenia de ulceragdes gastricas. Em
situacoes estressantes ocorre aumento da sintese de HCI e pepsina, decréscimo na
produgdo de muco, hipotensdo e isquemia da mucosa gastrica e alteragbes na
sintese de PGs. Alguns desses eventos, se n&o todos, parecem ser controlados pelo
sistema nervoso central (BOUSTA et al, 2000., GUILFORD, 1990)

1.4- Tratamentos utilizados para ulceras pépticas

O tratamento das gastrites e Ulceras pépticas € realizado através do uso
de drogas sintéticas que bloqueiam a secrecédo de HCI ou de seus efeitos. As drogas
utiizadas para esses fins sdo: os antagonistas muscarinicos do tipo M4, os
antagonistas histaminérgicos tipo H,, os inibidores da bomba de préotons (H*;K*-
ATPase) e as prostaglandinas (PGF, e PGF) (SPINOSA, 1999, BHOTE, 2001).
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Os antagonistas muscarinicos reduzem a liberacdo do HCI e retardam o
esvaziamento gastrico. Os antagonistas H, foram desenvolvidos para bloquear os
efeitos da histamina sobre a secrecdo de HCI, sem a ocorréncia de efeitos nos
receptores H¢. A ranitidina e a cimetidina s&o exemplos de antagonistas
histaminérgicos muito utilizados no tratamento de ulceras gastricas e duodenais. O
bloqueio exercido por essas drogas interfere parcialmente na secregdo gastrica
induzida pela gastrina e acetilcolina. Um dos problemas devido ao uso prolongado
dessas drogas € a maior concentragdo de gastrina por redugdo do feedback
negativo que o HCI exerce sobre ela. Além disso, os tratamentos prolongados
provocam efeitos colaterais como dores musculares, erupgao cutanea, vémitos,
diarréias ou constipagao, prurido, perda da libido e ginecomastia. Esses dois ultimos
sintomas sdo decorrentes da utilizagdo da cimetidina, pois essa droga se liga

também a receptores androgénicos (SPINOSA, 1999).

Os inibidores da bomba de protons sao agentes que bloqueiam
reversivelmente a H";K*-ATPase, localizada nas membranas das células parietais
que sdo responsaveis pela secrecdo de HCI. Essa bomba troca ions H por K*. Os
principais representantes dessa classe de drogas sdo o omeprasol, o lanzoprazol e
o pantoprazol (RANG et al, 1999).

As principais prostaglandinas (PGs) sintetizadas na mucosa gastrica sao
as PGE; e PGIl; que atuam como citoprotetoras por inibirem a sintese de HCI e
estimularem a produgao de muco pelas células da mucosa gastrica. O misoprostrol
(Cytotec®) € um analogo sintético da PGE; utilizado na terapéutica dos estados de
hipersecrecdo gastrica. Essa droga tem como efeitos colaterais o aumento da
motilidade uterina e intestinal (LEE, 2000).

Quando a bactéria H. pylori esta envolvida na patogenia das ulceragdes
gastricas torna-se necessario, além da terapia padrdo, a adogdo de uma
antibioticoterapia. Tem sido relatada a utilizacdo de terapias combinadas, utilizando
inibidores da bomba de prétons ou antagonistas H,, associados a antibioticos, como
amoxicilina e eritromicina, metronidazol e claritromicina ou amoxicilina e
metronidazol (CHAN & IEUNG, 2002).
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2- Inflamacao e drogas antiinflamatérias nao esteréides

A inflamacdo é um processo dependente da interacdo de varios
mediadores que, agindo em conjunto, induzem modificagbes morfoldgicas e
funcionais peculiares ao processo, tais como eritema, rubor, edema, dor e perda da
funcdo. Esses mediadores pro-inflamatorios sao tanto de origem tissular, como, por
exemplo, os eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de
ativagdo plaquetaria, aminas vasoativas (histamina e serotonina), citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1, IL-8, TNF-a IFN-a), 6xido nitrico, como de origem plasmatica,
representado pelos componentes do sistema complemento, coagulagao, fibrinolitico
e cininas (ROCHA, 2001, CARVALHO et al, 2002).

2.1- Eicosandides

Dentre os mediadores quimicos da inflamagdo, os eicosandides, em
particular as prostaglandinas (PGs), tém um papel de destaque, uma vez que sdo o
principal sitio de acdo das DAINEs. Por conseguinte, sera feita uma breve descrigao
desses mediadores proé-inflamatérios, enfocando sua biossintese, principais acoes

bioldgicas e modulagéo farmacolégica.

2.1.1- Biossintese

Os eicosandides nao estdo localizados ou armazenados em
compartimentos teciduais, ou seja, eles sdo prontamente produzidos a partir de
fosfolipideos. Por conseguinte, sua liberacao, por diferentes tipos celulares, reflete o
aumento imediato na sua sintese, a partir de precursores de acidos graxos
disponiveis (TASAKA, 1999). O acido araquidénico é um acido graxo essencial,
sendo incorporado por ligagéo éster a fosfolipidios de membranas celulares e pode
estar contido em outros lipidios complexos, como os triglicerideos. Os fosfolipidios
celulares liberam acido araquidénico em resposta a enzima fosfolipase A, e outras
acidolases. Estas enzimas sao ativadas por uma série de estimulos fisioldgicos,
farmacologicos e patoldgicos. Apos a liberagao, o acido araquiddnico € submetido a
rapido catabolismo oxidativo, através de duas vias enzimaticas distintas envolvendo
as enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase. A lise do acido araquiddnico pela

COX origina as prostaglandinas, prostacilcinas e tromboxanos, ao passo que a
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lipoxigenase esta envolvida na biossintese dos leucotrienos (NEWCOMBE, 1988.,
TASAKA, 1999, BOOTHE, 2001).

A sintese das prostaglandinas comega com os eventos de oxigenagao e
ciclizagao do acido araquiddnico, que sao catalisados pela enzima COX. O produto
imediato destes eventos é a sintese de endoperdxidos, altamente instaveis como,
por exemplo: PGG,, que se transforma imediatamente em PGH,. Os endoperdéxidos
sofrem biotransformagdes originando diferentes tipos de prostaglandinas (PGDo,
PGE; e PGF, ). Ademais, o endoperéxido PGHy, origina ainda outros mediadores
pré-inflamatérios, tais como tromboxano A; e prostaciclina, que sao altamente ativas,
mas possuem estruturas que diferem um pouco das prostaglandinas (VANE, 1971,
VILLEGAS et al, 2004).

Por volta da década de 1980, foi descoberta a existéncia de dois tipos de
COX, denominadas de COX-1 e COX-2. Assim, os mediadores originarios da lise do
acido araquidonico pela COX-1 (enzima constitutiva), expressa em muitos tecidos,
estdo representados principalmente pelas prostaglandinas envolvidas na fisiologia
renal, gastrintestinal e cardiovascular e do trato reprodutor. Por outro lado, a
atividade da COX-2 (enzima induzida), presente em células inflamatodrias, leva a
sintese de prostaglandinas relacionadas ao processo inflamatério (GRISWOLD &
ADAMS, 1996, CROWFORD, 1997).

O metabolismo do acido araquidbénico, através da via enzimatica das
lipoxigenases, em especial a 5-lipoxigenase, a exemplo do observado com a via da
COX, leva a sintese de um fator instavel, denominado leucotrieno A4 (LTA,). Esse
eicosanoide, tanto pode ser convertido em LTB4, como da origem aos cisteinil-
leucotrienos (LTCy4, LTD4, LTE4 € LTF4) (BOOTHE, 2001).

2.1.2- Agdes Biologicas

Os prostandides, em especial as prostaglandinas, encontram-se
intrinsecamente implicados na dinamica do processo inflamatério, que cursa com
eventos vasculares e celulares que, por sua vez, predispdéem o surgimento dos
sinais classicos da inflamacédo. A fase vascular caracteriza-se, inicialmente, por
dilatacdo arteriolar, especialmente desencadeada via PGIl, PGD, e PGE,, que

proporciona aumento no fluxo do sangue, seguido de estase sanguinea, aumento na
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permeabilidade venular pos-capilar e, por ultimo, exsudagado plasmatica, carreando
para os tecidos componentes dos sistemas complemento, da coagulagao,
fibrinolitico e das cininas. Concomitante ha a ativacdo dos eventos celulares com a
participacdo efetiva das células polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos), mononucleares (mondcitos, macréfagos, linfocitos, mastdocitos) e seus
respectivos mediadores pré-inflamatérios (TASAKA, 1999, BOOTHE, 2001).

No tocante ao envolvimento de prostaglandinas na dor inflamatéria, sabe-
se que este processo € iniciado com a sensibilizagdo de nociceptores, pelas PGly,
PGE+ e PGE;, tornando-os mais responsivos aos agentes algicos endégenos, como
bradicinina e histamina. Nesse sentido, tem sido referido que a PGI, relaciona-se
com a hiperalgesia imediata e de curta duracédo, enquanto a PGE, com a dor de
acao prolongada, que pode persistir por um periodo de até seis horas (PAPICH,
1997).

No decorrer dos processos inflamatérios, certos agentes deletérios como
as endotoxinas bacterianas fazem com que os macrofagos liberem o pirégeno
enddgeno, interleucina-1 que, por sua vez, é capaz de estimular a sintese de PGE,,
que causa a elevagédo do ponto de ajuste da temperatura corporea (FELDMAN &
McMAHON, 2000, BOOTHE, 2001).

2.1.3- Modulagao Farmacolégica

Ha dois grandes grupos de antinflamatérios em uso clinico,
denominados drogas antiinflamatérias  esterdides, representados pelos
glicocorticéides, e drogas antiinflamatorias nao-esterdides (DAINEs), que agem
inibindo a sintese de prostandides, por mecanismos distintos (RANG et al, 1996a,
BOOTHE, 2001).

Em decorréncia da estreita correlacdo entre os mediadores pro-
inflamatodrios, seja de origem celular ou plasmatica, torna-se dificil conter a evolugao
da inflamagao pelo simples uso de antagonistas especificos de um ou outro destes
agentes ativos. Contudo, do ponto de vista clinico, em decorréncia da importancia
dos eicosandides na dindmica desse processo, 0s sinais e sintomas da inflamacgao
sao melhores modulados por farmacos que interferem na sintese destes mediadores
pré-inflamatoérios, como as DAINESs e os glicocorticoides (CONLON, 1988., RANG et
al, 1996a, TASAKA, 1999, ROCHA, 2001).
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Os glicocorticoides atuam inibindo a génese dos eicosandides, através da
inducdo da sintese de uma proteina especifica, denominada lipocortina que, por sua
vez, inibe a enzima fosfolipase-A;, bloqueando a liberagdo do acido araquidénico
dos fosfolipidios da membrana celular. Os glicocorticoides bloqueiam ndo somente a
sintese de prostanoides, como fazem as DAINEs, mas também sao capazes de inibir
outros mediadores e fenbmenos da inflamagéo, possuindo, portanto, uma potente
atividade antinflamatoéria (JOHNSTON & BUDSBERG, 1997, ELLEN, 1999).

3. Drogas antiinflamatdrias nao-esteroides

Em 1899, Felix Hoffman, sintetizou o acido acetilsalicilico, o primeiro
farmaco antinflamatério nao-esteréide, denominado aspirina. Esse farmaco foi
proposto inicialmente para tratamento da febre e enfermidade reumatica (VANE et
al, 1971). Desde a descoberta de John Vane, no inicio da década de 1970, de que
substancias a base de acido acetil salicilico bloqueiam a conversdo enzimatica do
acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos, uma grande variedade de
drogas antinflamatodrias nao-esterdides tem sido sintetizada, para uso clinico, tanto
na medicina humana, como na veterinaria (HIGGINS & LEES, 1984, ROCHA, 2001).

As DAINEs podem ser divididos em acidos carboxilicos, no qual
enquadram-se os acidos salicilicos (ex. aspirina, ac. salicilico, diflunisal), acidos
acéticos (diclofenaco, etodolaco, indometacina, sulindaco.), acidos propidnicos
(ibuprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, naproxeno, carprofeno), acidos fenamicos
(acido flufendmico, acido meclofenamico, acido tolfendmico ) e acidos amino-
nicotinicos (flunixina meglumina); &acidos endlicos formado pelas subclasses
pirazolonas (oxifembutazona, fenilbutazona, dipirona) e oxicanos (tenoxicam,
piroxicam, meloxicam ) e miscelanea (nimesulida, paracetamol e DMSO). Vale
salientar que devido a elevada toxicidade de alguns antinflamatérios como, por
exemplo, indometacina e diclofenaco, seu uso, em pequenos animais, tem sido
restrito (ROCHA, 2001).

A maioria desses farmacos inibe ambas as ciclooxigenases (COX-1 e
COX-2); muito embora varie quanto ao grau de inibicdo de cada uma delas. Com a
descoberta da COX-2, isoforma induzida e expressa predominantemente durante o
processo inflamatério, uma nova perspectiva terapéutica emergiu para o

desenvolvimento de drogas mais seletivas e com menores efeitos adversos. O
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conjunto desses agentes originou uma nova geracao de antiinflamatérios (inibidores
seletivos da COX-2), denominados de Coxibes (CHOITSO, 1998, FITZGERALD &
PATRONO, 2001).

Este fato, inicialmente, contribuiu para uma verdadeira revolugdo na
terapia antiinflamatéria, uma vez que o potencial toxico de uma DAINE é
determinado pela relagdo COX-1: COX-2 Para a avaliagcdo das DAINEs é utilizado
um indice de especificidade relativa entre as isoformas da COX, expresso como o
indice ICsy para COX-2/COX-1. De acordo com este critério, quanto menor o valor
do quociente relativo ou razdo de COX-2/COX-1, maior sera a seletividade da droga
sobre a COX-2 (CRYER & DUBOIS 1998). A descoberta de duas distintas formas da
COX levou a primeira possibilidade racional do uso de DAINEs com perfil maior de
seguranga (GRISWOLD & ADAMS, 1996., FROLICH, 1997., MARNETT &
KALGUTKAR, 1999).

A primeira geragao propriamente dita dos inibidores especificos da COX-2
€ representada pelo nimesulide, etodalaco e meloxicam. A descoberta da
especificidade destes produtos foi na realidade constatada apds a comercializacao,
sendo decorrente, principalmente, de observacbes clinicas e experimentais da
reduzida incidéncia de efeitos colaterais gastrintestinais, sendo posteriormente
constatada por estudos in vitro. O nimesulide é considerado exemplo aberrante das
DAINEs, com boa poténcia in vivo em modelos inflamatdrios, mas com fraca inibigao
in vitro de preparacdes da COX. O nimesulide, além de exibir especificidade de agao
sobre a COX-2, apresenta adicionalmente outros efeitos que intensificam sua
atividade antiinflamatoria, como a inibicdo da ativagcao de neutréfilos e propriedades
antioxidantes. Baseando-se em estudos in vitro, inicialmente sugeriu-se que o
meloxicam inibia seletivamente a COX-2. No entanto, quando testado in vivo em
seres humanos e animais, sua especificidade para a COX-2 foi somente cerca de
dez vezes maior do que aquela para a COX-1, apresentando ainda inibigao
plaquetaria (PANARA et al, 1999). A modificagdo molecular destes produtos,
notadamente do nimesulide, visando o aumento de sua seletividade sobre a COX-2,
originou estruturas sem um grupamento carboxilico e com a presenca de grupos
sulfonamida ou de sulfona, originando os chamados inibidores especificos de

segunda geracdo. Este grupo inclui o celecoxibe, rofecoxibe, valdecoxibe,
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parecoxibe (pré-droga do valdecoxibe), APHS [o-(acetoxyphenyl)hept-2-ynyl sulfide]
e etoricoxibe (KULKARNI et al, 2000).

O aparecimento de compostos seletivos COX-2 foi muito rapido e esses
farmacos foram recebidos com entusiasmo, em virtude de serem mais seguros,
demonstrando pouco potencial ulcerogénico, quando comparadas com DAINEs n&o
seletivos. Porém estudos posteriores em animais demonstraram que a COX-2
parece exercer um papel importante na fisiologia. Consequientemente, o potencial
terapéutico e o perfil de seguranca de inibidores seletivos COX-2 foram revistos
(RICKETTS et al, 1998., BARNETT et al, 2000).

O papel protetor da enzima COX-2 na mucosa gastrica é sustentado
pelos efeitos prejudiciais observados em estudos em animais apos inibigado de COX-
2, principalmente através de trés observagdes: 1) interferéncia com a resposta
adaptativa da mucosa gastrica a meios irritantes; 2) agravamento de lesdes
gastricas induzidas por indometacina ou por reperfusédo isquémica; 3) por retardar a

cicatrizacao de ulceras cronicas (LI et al, 2002).

Diferente do papel protetor observado no estdémago, inibidores seletivos
COX-2 nao retardam a cicatrizacdo de ulceras duodenais, onde 6xido nitrico (NO)
aparentemente parece ser o principal responsavel na defesa da mucosa (CORUZZI
et al, 2004).

Estudos sugerem que COX-1 e COX-2 podem contribuir para a protegao
da mucosa gastrica, embora em diferentes condigdes. Todavia, diferengas
significantes nas propriedades ulcerogénicas tem sido encontradas entre DAINEs
tradicionais e COX-2 seletivos. PGs derivadas de COX-2 nao exercem papel
importante na manutengao da integridade da mucosa sob condigdées normais, mas
parecem ganhar importancia na presenga de uma injuria, por atuar como segunda

linha de defesa para reparo e cicatrizagao de ulceras (CORUZZI et al, 2004).

Em paralelo com esses novos estudos, as plaquetas passaram a ser
consideradas importantes no mecanismo de defesa da mucosa gastrica, por sua
habilidade em liberar fatores pré-angiogénese com o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Este fato tem levado a novas estratégias baseadas na adicdo de
doadores de NO em DAINEs padrdo. O efeito benéfico da adicdo de NO as DAINEs
pode ser atribuido a sua habilidade em causar um aumento nos niveis séricos

VEGF, representando uma alternativa atrativa para DAINEs convencionais e
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seletivas COX-2 por facilitar a angiogénese, e com isto, uma melhor cicatrizagao e

cura de gastropatias induzidas por antinflamatorios (LI et al, 2002).

Estudos tém demonstrado que o retardo na cicatrizagcdo de ulceras nao é
observado apos a administragao do composto PD138387, um inibidor seletivo COX-
2, que também inibe a atividade da 5-lipooxigenase, sugerindo que a supressao
desta enzima pode contrapor-se ao retardo na cicatrizagdo causado por inibidores
seletivos COX-2 (LI et al, 2002).

3.1- Agbes Farmacoldgicas

Os antinflamatoérios n&o-esterdides constituem um grupo heterogéneo de
compostos, que possuem fungdes terapéuticas em comum, ou seja, s&o
analgésicos, antipiréticos e antinflamatorios. As DAINEs, ao inibirem a sintese das
prostaglandinas, (PGl,, PGE+ e PGE;), diminuem a vasodilatagdo, causam efeitos
inibitérios nos nociceptores, centro termoregulador hipotalamico e modulam os sinais
e sintomas da inflamacgao ((FELDMAN & McMAHON, 2000).

Estas acdes farmacologicas s&o particularmente importantes nas
desordens musculo-esqueléticas, que geralmente cursam com dor. Por conseguinte,
estes antiinflamatdrios sio utilizados para o alivio sintomatico da dor e inflamacao,
associados as doencas artriticas. Entretanto, o uso de DAINEs nas terapias de
degeneragdes articulares deve ser bastante cauteloso, haja visto que algumas delas,
como 4acido acetil-salicilico, fenilbutazona, naproxeno, ibuprofeno, indometacina,
apesar de demonstrarem uma potente atividade antinflamatéria, podem agravar o
quadro clinico, por aumentarem a lesao articular (BUDSBERG, 1999., WALLACE,
2001).

No tocante ao efeito analgésico das DAINEs, sabe-se que as
prostaglandinas da série E, em especial PGE e PGE;,, sdo capazes de sensibilizar
os terminais nervosos nociceptivos aferentes aos mediadores algicos enddgenos,
como bradicinina, histamina e 5-hidroxitriptamina. Como as DAINEs inibem a
biossintese desses prostandides, eles sao bastante eficazes na dor oriunda de
inflamagéo (FELDMAN & McMAHON, 2000). .

A febre pode resultar tanto da exposigdo dos animais a microorganismos,

como de leséo tissular, reagdes antigeno-anticorpo, rejeicdo de enxerto, cancer ou
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outros estados patolégicos. Sabe-se que durante o processo inflamatério ocorre a
liberagao de interleucina-1 por macrofagos, estimulando a génese de PGE; que, por
sua vez, age diretamente no centro termorregulador, elevando o ponto de ajuste da
temperatura, produzindo a resposta febril. Portanto, o efeito antipirético das DAINEs
pode ser explicado pelo seu bloqueio na biossintese dessa prostaglandina
( TASAKA, 1999., BOOTHE, 2001).

CHANDRASEKHARAN et al (2002), descreveram uma terceira isoforma
de COX (COX-3), produzida através da COX-1, que é expressa principalmente no
cortex cerebral de caes. Essa nova isoforma é seletivamente inibida por substancias
analgésicas e antipiréticas como o acetominofen e a dipirona e, potencialmente
inibida por algumas DAINEs. Portanto, a inibicdo de COX-3 pode representar o
mecanismo central primario pelo qual essas substancias diminuem a dor e

possivelmente a febre.

Além dessas trés ag¢des farmacoldgicas classicas, as DAINEs também
desempenham atividades antitrombética e antiendotéxica. A acdo antitrombotica é
explicada pela inibicdo da agregacgao plaquetaria, em decorréncia da modulagdo da
sintese de tromboxanos, em especial TXA,. Dessa forma, as DAINEs alteram a
dindmica da hemostasia, podendo, muitas vezes, trazer complicagdes hemorragicas.
A atividade antiendotoxica das DAINEs decorre da diminuicdo na sintese de
determinados prostandides, como prostaciclina e tromboxanos, envolvidos nas
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas (TASAKA, 1999., BOOTHE, 2001).

Informagdes obtidas de diversos estudos epidemiolégicos humanos, de
modelos animais e de experimentos in vitro de cultura de células, evidenciam a
participacdo da COX-2 no desenvolvimento de processos neoplasicos, abrindo a
perspectiva do uso dos inibidores especificos da COX-2 na prevencdo e no
tratamento de diversos tipos de cancer. Estudos epidemiologicos revelaram que a
aspirina € capaz de reduzir de 40% a 50% a incidéncia de cancer de colon
(WILLIAMS et al, 1997., SANDLER et al, 2003). Diversos outras DAINEs, incluindo
os inibidores especificos da COX-2, tém mostrado excelentes resultados na
prevencao de varios tipos de céancer, incluindo os de pancreas, figado, eséfago,
intestino, estbmago, pulmao, mama, préstata, dentre outros. A base molecular para
o desenvolvimento da atividade quimioprotetora das DAINEs nos processos

neoplasicos encontra-se principalmente relacionada com a elevada expressao e
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producao de COX-2 pelo tecido tumoral, como acontece no adenocarcinoma de
es6fago e em neoplasias colonretais (WU , 2000., BARON et.al, 2003).

Um dos mecanismos propostos para atividade antineoplasica das DAINEs
seria a inibicdo da ligacdo do ativador de proliferagdo do peroxissomo (PPARd) com
o DNA da célula, impedindo a ativagcdo dos genes responsaveis pelo
desenvolvimento, metabolismo, crescimento e diferenciagdo celular. Um outro
mecanismo seria o da capacidade das DAINEs de induzir apoptose das células
cancerosas, pela inibicdo da fungdo do PPARd. Além disso, as DAINEs, inibindo a
COX-2, estariam também impedindo a formacdo de PGE, no tecido tumoral,
prevenindo a estimulagcdo do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF -
Vascular Endothelial Growth Factor), que induz a angiogénese, estimulando
indiretamente o crescimento e expansdo da célula neoplasica. A expressao
aumentada de COX-2 e a regulagdo negativa de PPARd, com a modulagéo
subsequente nas concentragdes de PGE; e 15desoxiD PGJ, (JANEWAY et al,
2001., CARVALHO, 2002). PGJ,, pode influenciar o desenvolvimento de cancer de
mama, e sua progressdo para metastase ((WU, 2000). Este dado sugere, de
maneira indireta, que possa ocorrer uma possivel participagcdo da COX-3, como
fonte de 15desoxiD PGJ,. No entanto, esta € uma observagao apenas especulativa
(JANEWAY et al, 2001., CARVALHO, 2002).

3.2- Efeitos colaterais associados ao uso de DAINEs

Logo, as DAINEs, ao inibirem a génese desses importantes prostandides,
induzem uma diminuigdo no fluxo sanguineo renal e na taxa de filtragdo glomerular,
podendo causar insuficiéncia renal aguda. Esses farmacos podem promover, ainda,
retencdo de sodio, cloreto e agua, e, por conseguinte, aumentar o volume
plasmatico, bem como alterar a dindmica cardiaca (VANE & BOTTING, 1995.,
LOBETTI & JOUBERT., 2000., COELHO et al, 2001).

As DAINEs apresentam outros efeitos indesejados, tais como inibi¢do da
agregacao plaquetaria e prolongamento da gestagdo, que também estédo
relacionados, pelo menos em parte, com a capacidade destes antinflamatérios em
bloquear a génese de prostandides. A fungdo plaquetaria pode ser comprometida
em decorréncia da agao inibitoria das DAINEs na sintese de TXA; que, por sua vez,

€ um importante mediador dos processos de agregacéo plaquetaria e coagulagéo
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sanguinea. No tocante ao efeito das DAINEs sobre o prolongamento da gestacao,
sabe-se que determinadas prostaglandinas, em especial a PGF,,, sdo potentes
substancias uterotréficas. Por conseguinte, a modulacdo na sintese deste
prostanoide, pelas DAINEs, pode interferir nesta fungcdo reprodutiva (DONNELY,
1997., FELDMAN & McMAHON, 2000).

As acgdes deletérias no trato gastrintestinal induzidas por estes farmacos
podem resultar em irritagdo local, iniciada pelas propriedades acidas da aspirina e
muitos outras DAINEs por terem uma constante de dissociagao baixa, que varia de
um composto a outro. Estes acidos fracos permanecem em sua forma lipofilica néo
ionizada no meio altamente acido da luz gastrica. Estas condi¢gbes favorecem a
migragdo destas drogas através do muco gastrico até a superficie das células
epiteliais e ali se associam a sua forma ionizada, o que resulta no acoplamento de
ions hidrogénio. As DAINEs podem também causar danos topicos por diminuicdo da
hidrofobicidade do muco gastrico, que permite a passagem do acido cloridrico e da
pepsina até as células epiteliais, lesionando-as. A injuria tépica pode ainda ocorrer
como resultado de mecanismos indiretos, através da secre¢ao biliar e o posterior
refluxo duodeno-gastrico de metabdlitos ativos excretados na bile que ao entrarem
no duodeno causam lesdes na mucosa por suas propriedades acidas. Em virtude
disto, o uso de preparagdes com cobertura entérica e administracdo de DAINEs por
via retal ou parenteral, com fins de prevenir a injuria tépica, ndo tem trazido nenhum
resultado benéfico (VANE, 1995., WOLFE & SOLL, 1988., TANAKA et al, 2001).

A injuria sistémica é o principal responsavel pelos danos causado a
mucosa gastroduodenal e isto decorre da inibicdo da biossintese de PGl, e PGE;
que, por sua vez, inibem a secregao de acido cloridrico (HCI), promovem a secregéo
de muco citoprotetor, aumentam a secre¢ao de bicarbonato, aumentam o fluxo
sanguineo e mantém a integridade endotelial, estando, portanto, todas estas acdes
das prostaglandinas envolvidas na citoprotegdo gastrica. A inibigdo na biossintese
destas prostaglandinas € a principal causa dos efeitos deletérios como gastrite,
ulceragao, hemorragias e perfuragao gastrintestinal, comumente observados com o
uso das DAINEs (KONTUREK et al, 1981., WALLACE, 2001., ALENCAR et al,
2003). Outras complicagbes sérias, porem menos conhecidas, incluem a esofagite

medicamentosa, as ulceragdes e estenoses no intestino delgado, as estenoses
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colénicas e as exacerbacbes de enfermidades inflamatdrias intestinais
(LICHTENSTEIN et al, 1995., VILLEGAS et al, 2001).

A injuria na mucosa gastroduodenal causada pelo uso de DAINEs é
rapida e em pouco tempo sao produzidos danos ultraestruturais ao epitélio gastrico.
No entanto, ocorre uma adaptacdo da mucosa em resposta a estes danos. Nenhum
segmento do estdmago é resistente a injuria por DAINEs, porém o sitio mais

frequentemente afetado € o antro (HUNG, 2000).

Os fatores que incrementam os riscos de complicacbes gastrintestinais
incluem idades avancgadas, antecedentes de Ulceras, uso concomitante de
corticoides e anticoagulante em altas doses, enfermidades sistémicas sérias e
infeccdo por Helicobacter pylori. A presenga do H. pylori como fator de risco, é
bastante controverso, uma vez que este microorganismo aumenta a sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrointestinal. Estudos epidemiolégicos tém
demonstrado que a infecgéo por H. pylori € um co-fator para as ulceras por DAINEs.
Outras investigagbes, no entanto, revelam uma menor incidéncia de ulceras

gastroduodenais em pacientes que fazem uso de DAINEs. (BARKIN, 1998).

3.3- Meloxicam

O meloxicam é um moderno derivado enolcarboxamidico, relacionado
com 0s oxicanos (piroxicam, tenoxicam e sudoxicam), que desenvolve uma atividade
inibitoria seletiva sobre a COX-2 na cascata biossintética das prostaglandinas
(ENGELHARDT et al, 1996c¢., DOIG, 2000). Este bloqueio seletivo sobre a enzima
COX-2 confere-lhe um duplo beneficio terapéutico ao conseguir, por um lado, uma
notavel atividade antiinflamatéria e analgésica e, por outro, uma boa tolerancia com
minimos efeitos deletérios no trato gastrintestinal (ENGELHARDT et al, 1996c.,
ANDRADE et al, 2001). Estudos clinicos em humanos tém demonstrado que os
pacientes tratados com meloxicam apresentam menos efeitos adversos
gastrintestinais que aqueles tratados com DAINEs nao seletivas para COX-2, como,
indometacina, naproxeno e aspirina, por exemplo. Na espécie humana, o meloxicam
parece ndo afetar a COX-1. Por outro lado, na espécie canina, um estudo realizado
por RICKETTS et al (1998) demonstraram que o meloxicam, em linhagem celular de
histiocitoma canino (DH82), in vitro, apresenta um efeito inibitério predominante

sobre a enzima COX-2, mas, também, é capaz de produzir um bloqueio consideravel
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sobre COX-1. ALENCAR et al, 2003, observaram que em caes submetidos a
tratamento com meloxicam 1,0 mg/kg, todos os animais apresentaram sintomas
gastrintestinais, como vOomito e diarréia sanguinolenta, a partir do 4° dia de
tratamento. Na necropsia, 100% dos animais apresentaram, hemorragias, hiperemia,
escavacgoes e Ulceras gastricas profundas; bem como hiperemia e escavagdes na

mucosa duodenal.

O meloxicam possui boa absorgcdo digestiva e uma otima
biodisponibilidade (89%), ap6és uma unica dose oral. As caracteristicas
farmacocinéticas mais destacadas s&o sua prolongada absorgdo, suas
concentragdes séricas sustentadas e sua longa meia-vida de eliminagdo, em torno
de 20 horas, permitindo sua administragdo em uma unica dose diaria. Apos a
absorgao digestiva, difunde-se facilmente até o sangue e tecidos inflamados, possui
uma elevada ligacdo as proteinas plasmaticas, em torno de 99%, sendo seus
metabdlitos excretados na urina e fezes (BUSCH et al, 1998., BOOTHE, 2001).

A terapia antinflamatéria teve uma evolucdo significativa a partir da
descoberta do seu mecanismo de acdo (JOHN VANE, 1971). No final dos anos 80,
com a descoberta da existéncia de duas isoformas de ciclooxigenase (COX-1 e
COX-2), que determinam diferentes fun¢gées no organismo, os pesquisadores
abriram novos horizontes para o estabelecimento de uma conduta terapéutica mais
eficaz e com menor incidéncia de efeitos colaterais. Hd uma grande variedade de
DAINES no mercado e ha, ainda, um fluxo continuo de pesquisas, buscando novos
medicamentos desta natureza. Este fato significa que nenhuma dessas substancias,
pelo menos até o presente momento, tem sido ideal no controle ou modificagdo dos

sinais da inflamagao, sem causar efeitos deletérios no organismo.

4. Plantas medicinais

Define-se por planta medicinal aquela que contém um ou mais principios
ativos que conferem atividade terapéutica (MARTINS, 1992). O uso de plantas
medicinais vem crescendo substancialmente nos ultimos anos, haja vista a facilidade
de acesso, o0 baixo custo e sua compatibilidade cultural, principalmente na regido
nordeste (NOGUEIRA et al, 1996). Dados da Organizagdo Mundial de Saude
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mostram que cerca de 80% da populagdo mundial faz uso de algum tipo de erva
para recuperagao da saude (MARTINS, 1992).

A venda de medicamentos oriundos de plantas tem aumentado
consideravelmente nos ultimos dez anos nos paises industrializados. Esta tendéncia
de crescimento do uso de plantas medicinais para tratar varios problemas de saude,
pode ser devido ao surgimento de novas doengas, que nado tém tratamento
apropriado. A crenca que medicamentos a base de plantas sdo indcuos, em
contraste com medicamentos convencionais, remove a idéia de que sendo um
medicamento natural, o0 mesmo e benéfico. Atencdo especial tem sido dada a
movimentos ecoldégicos ddo ao uso de plantas medicinais e a crenga de que
medicamentos oriundos de plantas sdo naturalmente superiores as drogas
sintéticas. A possibilidade de produgdo e conservacdo de plantas medicinais
geneticamente melhoradas permite introduzir no mercado plantas que s&o ricas em
compostos ativos desejados (CAPASSO et al, 2000).

O desenvolvimento de métodos modernos de processamento e
preservacao do material “in natura” das plantas medicinais (desidratacdo em pacotes
a vacuo, liofilizagdo, etc), auxiliam a manter sua qualidade por longo tempo.
Entretanto, vasto numero de medicamentos naturais, ndo tem sido submetido a
rigorosos testes cientificos, sendo sua qualidade extremamente variavel, como
também os compostos destes medicamentos ndao sédo rigorosamente comprovados.
Diante disto, varios produtos naturais comercialmente disponiveis, tém sido testados
quanto a eficacia e toxicidade, desafiando a eficiéncia e seguranca da fitoterapia
(RATES, 2001).

Em varios continentes, como Asia e Africa, plantas medicinais s&o
comumente usadas, porém, algumas plantas devem ser obrigatoriamente usadas
com cautela, porque podem ser toxicos para o figado (alcaldides, pirolizidina), rins
(saponinas, terpanos) e outros tecidos. E também conhecido que algumas plantas
produzem substancias toxicas (viscotoxinas, lectinas, glicosideos e cianogenéticos),

tornando desaconselhaveis seu consumo para animais (CHIFUNDERA, 2001).

Plantas medicinais também podem ser potencialmente téxicas quando
elas retardam ou substituem uma forma mais efetiva de tratamento ou quando

comprometem a eficacia da medicina convencional (CAPASSO et al, 2000).
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O grande uso de fitoterapicos nos paises desenvolvidos resulta da
insatisfacdo com a medicina convencional. Existe ainda a crengca que sendo
“naturais”, estes produtos sdo certamente menos prejudiciais. Seus efeitos ndo séo
geralmente devidos a sua origem natural, mas pelas caracteristicas farmacoldgicas
e taxas de seus constituintes ativos. A analise quimica de seus constituintes € de
suma importancia para a padronizagao de fitoterapicos. Efeitos toxicos podem ser
atribuidos a varios fatores, incluindo toxicidade dos constituintes, contaminacao das
preparagdes por pesticidas, microorganismos, metais pesados (FERNANDES,
1987., CAPASSO et al, 2000).

As plantas sintetizam compostos quimicos que podem provocar reagdes
NOsS organismos, esses sao os principios ativos. Alguns destes compostos quimicos
tém sido extremamente uteis no tratamento de varias doencas em animais e
humanos (NWUDE & IBRAHIM, 1980., PROPENGA, 2000).

O custo para desenvolver medicamentos sintéticos e semi-sintéticos é
muito elevado tornando-os menos acessiveis a populagao, principalmente porque na
maioria das vezes as matérias primas utilizadas na fabricacao desses medicamentos
sao importadas. Além disso, com relacdo aos aspectos ambientais, as plantas
medicinais tém a vantagem de serem biodegradaveis e seu suprimento é auto
sustentavel devido a diversidade da flora medicinal. Neste contexto, a fitoterapia
vem progressivamente despertando o interesse na area da pesquisa (NWUDE &
IBRAHIM, 1980; CALIXTO, 1996., HAMMOND et al, 1997., MATOS, 1997).

As formas de uso de plantas medicinais podem variar desde o uso de
chas, preparados com plantas frescas, até o uso de po, gotas, capsulas e outros
tipos de fitoterapicos (NOGUEIRA et al, 1996). Os métodos, periodos e quantidades
tomadas podem ser largamente diferentes: plantas digestivas e diuréticas séo
usadas apos a refeicdo; cataplasmas e massagens sado aplicadas logo apds a
preparagao; sedativos e laxativos sdo tomados geralmente antes de dormir; ténico e
depurativos pela manha, antes do café. Algumas plantas fitoterapicas também estéo
associadas com rituais (VALQUEZ et al, 1997).

4.1- Plantas com atividade gastroprotetora

Um grande numero de espécies demonstra possuir atividade

gastroprotetora e sao frequentemente usadas no tratamento de disturbios
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gastrintestinais. Triterpendides, flavondides e alcaldides s&do exemplos de
substancias dotadas de atividade protetora da mucosa gastrica. (GURBUZ et al,
2005., HIRSCHMANN et al, 2005)

GONZALES et al (1999), avaliando sete plantas medicinais da Bolivia
usadas para tratamento de disturbios estomacais, observaram a presenca de
saponinas, flavonoides e taninas na composicdo destas plantas, atribuindo a sua
atividade gastroprotetora principalmente pela presenga destes compostos polifendis.
Quecertin, um flavondide presente no extrato etandlico de Bidens pilosa, foi em parte
responsavel pela atividade anti-ulcerogénica exercida por esta planta, tendo sido
observado em ratos tratados diminuicdo do acido gastrico e pepsina, bem como
aumento da producdo de muco (ALVAREZ et al, 1999).

A rutina e rhinax, flavondides sintéticos oriundos de plantas, apresentam
importante acdo anti-lipoperoxidante e também parecem ser fortes sequestradores
de radicais hidroxil e superoxido. Ambos radicais sdo envolvidos na injuria tecidual,
através da iniciacdo de peroxidacao lipidica e também na interrupcdo da matriz
intestinal. Substancias que sao capazes de impedir sua formagdo ou capturar os
radicais livres formados sdo consequentemente potenciais agentes anti-
ulcerogénicos (DHULEY & NAIK, 1998., LA CASA et al, 1999., KUSHIMA et al,
2005).

O extrato etandlico de Acorus calamus produziu significante efeito anti-
secretorio, anti-ulcerogénico e citoprotetor, com diminui¢do do volume e secregao
gastricos, usando como modelo ligadura pilérica em ratos, sugerindo uma agao
anticolinérgica e aumento das prostaglandinas endogenas, provavelmente pela

presenca de terpenos em sua composi¢cao (RAFATULLAH et al, 1994).

Voacanga africana, também exerce efeito gastroprotetor pelo mecanismo
de aumento das prostaglandinas endégenas, porém nao foi elucidado qual o

componente presente nesta planta responsavel por esta agao (TAN et al, 2000).

O stress esta envolvido no desenvolvimento de Ulcera gastrica, pelo
aumento na liberacdo de acido e pepsina, diminuicdo da secregdao mucosa,
hipotensdo seguida de danos da mucosa gastrica e inibicdo da sintese de
prostaglandinas. Algum destes fatores parece ser controlado pelo sistema nervoso

central. Afropa belladona, Gelsemuim sempervirens e Poumon histamine em baixas
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doses exerce efeito protetor de alteragdes gastricas, por suas acdes ansioliticas
(BOUSTA et al, 2000).

AKAH et al, 1998, estudando os efeitos anti-ulcerogénicos das plantas
Diodia sarmentosa, Cassia nigricans, Ficus exasperata e Synclisia scabrida,
reportaram diminuigdo do volume da secregdo gastrica, diminuicdo do pH e
diminui¢cao do transito intestinal. NAOMESI et al, 1994, observaram que o extrato
aquoso de Taverniera abyssinnica exerceu efeito espasmolitico, inibindo a

histamina, diminuindo o espasmo intestinal.

5- Momordica charantia; uma revisao.

Planta de origem muito discutida entre os pesquisadores. Alguns
acreditam que a espécie tem origem na Asia, de onde passou para Africa e, de 14,
para o Brasil. Outros, no entanto, sustentam que a planta é nativa do Brasil. M.
charantia é encontrada em toda a América tropical e na Africa, especialmente em
areas recentemente desmatadas (YESILADA et al, 1999).

As cucurbitdceas compreendem grande numero de espécies, muitas
delas édulas, outras medicinais e outras téxicas A espécie M. charantia,
popularmente chamada de melao-de-sdo-Caetano, meldozinho, é considerada
planta invasora em todos os paises de clima tropical e/ou subtropical. Apresenta
propriedade purgativa, emenagoga, hipoglicemiante e anti-helmintica (COSTA et al,
1992., BELOIN et al, 2005).

A presenga de substancias amargas é uma caracteristica quimica da
familia, relacionada com a riqueza em alcalbides, esterdides e saponinas que
apresenta. O sabor amargo é devido ao alcaléide momordicina, ndo encontrado em
outros membros das cucurbitaceas (NOGUEIRA et al, 1996).

Os frutos sdo comestiveis, sendo cultivados para este fim na China e no
sul da Africa. Durante a estocagem do fruto para amadurecimento, ocorre um
aumento nas taxas de respiragdo e producdo de etilleno do fruto imaturo,
demonstrando comportar-se com o clima. O fruto maduro tem altas taxas de
producao de etileno, comparado com os frutos maduros de outras cucurbitaceas
(ZONG et al, 1995., MORTON, 1967)
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As sementes constituem um dos componentes do “curry”, podendo ser
consumidas cruas e em saladas. Os brotos novos substituem o espinafre, depois de
fervidos (CONCEICAO, 1982., GROVER & YADAYV, 2004).

5.1- Descri¢cao Botanica

M. charantia € uma planta trepadeira, herbacea, muito ramificada, com
folnas membranaceas, sub-orbiculares, com cinco a sete lobos, gavinhas simples,
delicadas, longas, pubescentes. Observadas ao estereomicroscopio, as folhas
apresentam nervuras salientes. O peciolo € cilindrico, com protuberancias discretas,
observaveis sob os aumentos de estereomicroscopio, mas nao a vista desarmada
(VALQUEZ et al, 1997., GROVER & YADAV, 2004 ).

Os frutos sdo ovoides, alaranjados, com projecbes do epicarpo. Eles
atingem 10 cm de comprimento e ndo tém amido quando maduros. Em seu interior
encontram-se diversas sementes de formato lenticular, recobertas por uma pelicula
vermelha, muito ténue (JORGE et al, 1992).

5.2- Composicao Quimica
Dentre os componentes encontrados em M. charantia, sao citados:

glicosideos, saponinas, alcaldides, oleos, triterpenes, proteinas e esteroides.

Momordica charantia contém proteinas originalmente denominadas de
momordin 1 e 2 e subsequentemente indicada com uma variedade de nomes (MAP,
momorcarins, a € 3 mormocarina). Estas proteinas sao estudadas devido ao seu
efeito inibidor da sintese de proteinas e atividade abortiva. A inibicdo da sintese se
da por alteracdo nos ribossomos, ocasionando a quebra do DNA das proteinas
(VALBONESI et al., 1999., JIRATCHARIYAKUL et al, 2001).



29

Aminograma: Porcentagens do total de aminoacidos, considerados em

grupos, ap6és hidrélise acida, em Momordica charantia “in natura’.

Aminoacidos Frutos (%) Partes vegetativas

(%)

Cistina 1,8 0,9

Lising,taurina, histidina,arginina, 16,5 14,7
asparina.

Glicina.Acido aspartatico, serina. 22,4 21,2

Acidoglutamico, tireonina. 25,0 28,7

Alanina, prolina. 8,5 5,2

Tirosina, triptofano. 9,2 12,8

Fenilalanina, metionina. 14,1 15,6

Leucina, isoleucina. 2,5 0,9

Fonte: JORGE et al,1992.

Teores de vitaminas encontradas em Momordica charantia

Vitaminas Frutos (mg/100g) Partes vegetativas (mg/100g)
Vitamina B1 0,18 0,13
Vitamina B2 0,20 0,48
Vitamina C 13,0 20,0
Vitamina PP 3,72 4,5
Vitamina E 18,7 28,3
Beta-caroteno 0,56 2,67

Fonte: JORGE et al. 1992.

Analise do fruto inteiro demonstra que ele contém proteinas, gorduras,

carboidratos, materia mineral

(calcio, fésforo, ferro, cobre, potassio). Varias

vitaminas (riboflavina, tiamina, acido ascorbotico, ascorbegin). Aminoacidos livres

estdo também presentes no fruto, incluindo acido glutamico, alanina, fenil-alanina,

prolina, acido y-aminobutirico, serina, teronina, acido pipecélico. Fruto verde contém
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luteolin. A presenga de aminoacidos livres indica que o fruto contém grande
quantidade de enzimas proteoliticas (ZAFAR & NEERJA, 1991).

BEGUM et al. (1997), isolaram cinco compostos de frutos frescos de M.
charantia e elucidaram suas estruturas através de estudos espectroscopicos. Trés
pentaciclinas triterpenes: momordicin  (13-hydroxi-28-metoxi-urs-11-en-3-one),
momordicinin (133,28-epoxi-urs-11-en-3-one) e momordicilin (24[1°-hidroxi,1"-methil-
2 -penteniloxil ]-ursan-3-one. Um esterol: momordenol (3B-hidroxi-stigmasta-5,14-
dien-16-one) e um alcool monociclico: momordol (1-hidroxi-1,2-dimetil-2-[8",10-
dihidroxi-4",7 "-dimetil-11°-hidroximetil-trideca]-3-etil-ciclohexe-5-en-4-one).

A presenga de um agente citostatico foi reportada por TUN et al (1985),
Uma unica dose desta proteina (50ug/kg), inibe completamente o crescimento de

carcinoma ascitico.

Em 1978, JUNG e colaboradores isolaram lectinas toxicas e nao toxicas
de M. charantia. Ambas possuem uma unica cadeia de polipeptideos. A lectina
momordin, inibe a biossintese de proteinas e a momordica aglutina células do

sangue do tipo “O” em humanos.

Um glicosideo de base protéica ndo nitrogenada foi extraido por DUTTA
et al (1981). Denominado de vicina, pode produzir anemia hemolitica aguda em
individuos  susceptiveis. Novos cinco tipos de (glicosideos triterpenes
(goiaglicosideos a, b, c, d, e, f) e saponinas triterpenes (Goiasaponinas |, Il e Il),
foram elucidados através de bases quimicas e fisico-quimicas por MURAKAMI et al

(2001) de frutos frescos de M. charantia.

5.3-Utilizagdes de Momordica charantia na medicina popular

As folhas e os frutos sdo vermifogos e uteis na cura do gogo das aves
domésticas. A haste é antifebril, sendo indicada nas febres palustres. O suco
misturado com azeite de améndoas doces é usado contra queimaduras. O suco das
folnas aplica-se nas sarnas. As folhas, em infusdo (20:1000), s&do boas nas
leucorréias e menstruagao dificeis, e nas codlicas produzidas pelos vermes. O fruto
maduro, em infusdo (20:1000), é usado contra as hemorrdidas. A polpa das
sementes, raspada e bem machucada, e misturada com vaselina, fornece um

unguento bom para provocar supuragdo nos casos de tumores, furunculos,
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carbunculos, etc. A planta toda, em banhos, € indicada para dartros, eczemas etc
(MARQUESI & MOREIRA, 1996., VALQUEZ et al, 1997., BELOIN et al, 2005).

A planta inteira € tomada oralmente como vermifugo e para febre. O talo
€ tomado oralmente para febre e malaria. Cataplasma preparada de folhas frescas &
aplicada externamente para tratamento de lepra, especialmente para reduzir a dor.
O fruto seco é usado como inseticida. O fruto € consumido para tratar resfriado,
também como purgativo e abortante. Extrato etandlico da planta inteira € tomado
oralmente para colica. Extrato de agua quente da fruta € usado externamente para
tratar ferimento. O suco da fruta misturado com d6leo de ricinus em partes iguais é
tomado oralmente como anti-helmintico. Extrato de agua quente da raiz é tomado
como purgativo e para induzir aborto e em altas doses como emético. Oralmente
tem sido usado como anti-helmintico (CONCEICAOQ, 1982.,YESILADA et al, 1999).

Seu uso é contra-indicado para gestantes, e criangas. Ha controvérsias
quanto ao uso prolongado devido a sua toxicidade. M. charantia pode causar aborto,
hemorragias uterinas, inibicdo da fertilidade e esterilidade, depressao vémitos e
diarréia. Alguns autores descrevem atividade hipoglicemiante como efeito colateral,
pois a erva causa uma queda drastica da taxa de glicose sanguinea em apenas
algumas horas (MARTINS, 1992., BELOIN et al, 2005).

Os frutos, folhas e raizes tem sido usados para um grande numero de
doencas, como acidez estomacal, constipacdo e verminose. Um importante uso
desta planta tem sido no diabetes mellitus. Extratos dos frutos sdo também utilizados
em doencgas do bago, figado, reumatismo, gota etc (ZAFAR & NEERJA, 1991).

5.4- Estudos Experimentais das atividades farmacoldgicas de M. charantia

Atividade anti-helmintica de M. charantia

Estudos, “in vitro”, realizados por BATISTA et al (1999), comparando a
eficiéncia de S. anthelmia e M. charantia, demonstraram que M. charantia na
concentragcdo de 50% foi efetiva na eclosdo de ovos, tendo os mesmos
permanecidos, em sua grande maioria, nos estagios iniciais de desenvolvimento,
enquanto na concentragcdo de 0,08% foi observada quantidade significativamente
maior de larvas do que ovos nos estagios iniciais de desenvolvimento. A dose

inibidora de 50% (DLsg) da eclosdo de ovos foi de 0,101 mg/mL de M. charantia
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(solugao por fervura). O teste de motilidade de larva mostrou de M. charantia foi
mais efetiva que S. anthelmia nas concentragbes de 6.25 e 12,5%, n&o tendo se

verificado um efeito dose-dependente em relagao a M. charantia.

A. squamosa, M. charantia, C. papaya, H. courbaril, A. Asativum e M.
acuminata foram testadas para sua habilidade em reduzir carga parasitaria de
Syphacia obvelata e Aspiculuris tetraptera em ratos (AMORIM et al, 1991).
Momordica charantia mostrou-se efetiva contra Ascaridia galli, demontrando ser

mais eficaz que o hexahidrato de piperazina (LAL et al, 1976).

VIEIRA et al (1999) avaliaram a eficacia anti-helmintica de nove plantas
sobre H. contortus em caprinos. Entre as plantas testadas, apenas A. squamosa
(30,4%) e M. charantia (17,6%) foram efetivas em reduzir o numero de parasitos

adultos.

GIRAO et al (1998), avaliando plantas medicinais, com efeito anti-
helmintico em caprinos, encontraram como melhores resultados in vitro na inibigao
de eclosao de ovos, a batata-de-purga, meldo de Sado Caetano e bucha-paulista, nas

dosagens de 3 a 5 g destas plantas.

Teste de atividade anti-helmintica com extratos de éter de petréleo,
acetato de etila, cloroférmico e metandlico de M. charantia sobre ovos de H.
contortus, foram realizados por BEVILAQUA et al. (2001) tendo sido observado que
0 extrato acetato de etila nas concentragdes de 10 e 100mg mL™" apresentou
resultados superiores aos demais extratos. A inibicdo da eclosdo de ovos de H.
contortus, pelo extrato acetato de etila nas referidas concentracoes foi de 17,4 e
100%.

Estudos in vitro com extratos de Cucurbita pepo, Calotropis gigantea,
Juglans regia, M. charantia, Musa paradisaca e Scindapsus officinalis,
demonstraram efeito significativo sobre a motilidade de H. contortus em caprinos
(AKHTAR et al, 2000).

Atividade hipoglicemiante

Momordica charantia € muito usada como remédio caseiro para diabetes.

Extratos da polpa do fruto, folhas, sementes e a planta inteira tém demonstrado
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efeito hipoglicemiante em varios modelos animais (CACICK, 1994., GROVER et al,
2002).

Um estudo preliminar de KARUNANAYAKE et al (1984), M. charantia
demonstrou atividade hipoglicemiante, como também atividade anti-hiperglicemiante
em animais de laboratério. Polipeptideo-P isolado de frutos e sementes demonstrou
potente efeito hipoglicemiante quando administrado por via subcutdnea em humanos
(KHANNA et al, 1981). Extrato etandlico na dose de 250mg/kg PO, diminuiu
significativamente o agucar sanguineo, como também a taxa de glicose em ratos
nao diabéticos (CHANDRASEKAR et al, 1989).

Administracdo oral de extrato acetdnico do fruto de M. charantia por 15
dias em ratos com diabetes induzida por alloxan, baixou o agucar sanguineo e as
taxas de colesterol para valores normais e manteve a taxa de agucar sanguineo
normal apos 15 dias de descontinuagdo do tratamento (SITASAWAD et al, 2000).
SHIBIB et al (1993) demonstraram que o extrato etandlico (200mg/kg) teve efeito
anti-hiperglicemiante e hipoglicemiante em ratos normais e diabéticos, com
decréscimos de 23% e 27 % no agucar sanguineo, respectivamente. Isto ocorreu
possivelmente devido a inibicdo da glicose-6-fosfatase e frutose-1,6-bifosfatase no
figado e a estimulacdo de células vermelhas e ativagdo da glicose-6-fosfatase

desidrogenase hepatica.

Charantin, um polipeptideo semelhante a insulina isolado de M. charantia
baixou rapidamente o agucar sanguineo em coelhos. Charantin (50mg/kg)
administrado oralmente baixou a glicose sanguinea em 42%, com queda média de
28% durante 5 horas (LOLITKAR & RAO, 1966). Suco aquoso do fruto exerceu
efeito anti-hiperglicemiante e antioxidante no péncreas de camundongos com
diabete induzida por estreptozotocin (SITASSAWAD et al, 2000). Suplementagéo
oral (0,5, 1 e 3%) com p6 de M. charantia por 14 dias com e sem 0,5% de colesterol
e 0,15% de bile acida na dieta , resultou em um consistente decréscimo nos niveis
de glicose sérica em ratos normais do grupo que recebeu 0,5% de colesterol,
demonstrando que M. charantia exerce um efeito anti-aterogénico (JAYASOORIYA
et al, 2000).

Ratos com diabetes induzida por estreptozotocin e alimentados com dieta
contendo 0,5% de M. charantia por seis semanas, ndo se observaram efeito

benéfico hipoglicemiante, nem preveniu diabetes, demonstrando anormalidades nos
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niveis de proteinas, uréia e creatinina dos animais (PLATEL & SRINIVASAN, 1995).
Em outro estudo, dieta com ragéo contendo 0,02, 0,1 e 0,5% de M. charantia por 8
semanas nao afetou o agucar sanguineo, ingestdo alimentar, crescimento e
parametros hematoldgicos de ratos adultos normais. Particularmente, 0,5% na dieta

causou um significante efeito hipocolesterolémico (PLATEL et al, 1993).

Tratamento com 400mg ao dia de extrato aquoso de M. charantia e E.
Jambolana por 15 dias, preveniu substancialmente hiperglicemia e hiperinsulinemia

induzida por dieta rica em glicose em ratos (VIKRANT et al, 2001).

Experimentos em ratos demonstraram que dois importantes constituintes
de M. charantia, acido oleonélico 3-0-glucuronide e momordidin exercem efeito anti-
hiperglicemiante, pela inibicdo do transporte de glicose no intestino delgado
(MATSUDA et al., 1998). Administracbes orais de diferentes extratos demonstram
uma variagdo no efeito anti-hiperglicemiante, sem alterar a resposta de insulina,
sugerindo um mecanismo de ag¢ao independente da absorg¢ao de glicose intestinal e
provavelmente envolvendo um efeito extrapancreatico (DAY et al, 1984). Extrato
aquoso de frutos demonstra uma parcial estimulagcdo da liberagdo de insulina de
células beta isoladas de camundongos obesos e hiperglicémicos (WELIIHINDA et
al., 1982). Administragdo de extrato do fruto de M. charantia por dois meses em
ratos com diabetes induzida (4mg/kg) retarda o desenvolvimento de catarata
(SRIVASTAVA et al, 1988).

Atividade anticolesterogénica e hipolipidémica

Momordica charantia reduziu o colesterol total e triglicerideos com
auséncia ou presenga de colesterol na dieta. Estes resultados sugerem que o fruto
seco de M. charantia pode ser utilizado como alimento saudavel (JAYASSORIYA,
2000).

Os efeitos benéficos de flavondides foram analisados para suas
atividades bioldgicas. Os flavandides exerceram uma potente atividade hipolipémica
e hipoglicémica. Além disto, foi observado um aumento dos niveis de hemoglobina
em ratos (ANILA et al, 2001).

NOGUCHI et al (2001), avaliaram os efeitos do 6leo do meldo de Séo

Caetano no sangue e figado de ratos, onde observaram a redugdo dos niveis de
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colesterol livre, com tendéncia para um aumento no HDL colesterol, mas esta
tendéncia ndo foi significante para refletir no colesterol total. A dieta com mel&do de
Sao Caetano também afetou os niveis de hidroperdxidos no plasma. Isto pode ser

atribuido a baixa estabilidade oxidativa do déleo.

Extrato do fruto de M. charantia foi administrado cronicamente por dez
semanas em ratos com diabetes induzida e normal, para verificar seu efeito no
plasma e tecido lipidico. Os resultados demonstraram que houve um significativo no
plasma de colesterol ndo esterificado, trigliceridos e fosfolipideos nos ratos com
diabetes induzida, acompanhado de uma diminuicdo de HDL-colesterol. Com
tratamento com extrato por dez semanas, os niveis no plasma voltaram ao limite
normal. Estes resultados sugerem que o extrato de M. charantia tem atividade hipo-
lipidémica (AHMED et al, 2001).

Extrato de M. charantia estimula a biossintese de proteinas nos
hepatécitos de ratos. A atividade de L-aspartato transaminase e adenosina

trifosfatase foi pouco elevada nos animais tratados (ARABA, 2001).

Atividade anti-HIV

A proteina MRK29 isolada de M. charantia inibiu a transcriptase reversa
do HIV-1. Na concentragdo de 0,175 mcg/ml reduziu em 82% a expressao da
proteina p24 do centro do virus em células infectadas com HIV. Esta proteina
(MRK29) teve papel modulador nas células imunitarias, por causa do aumento em
trés vezes da atividade do fator de necrose tumoral (JIRATHARIYAKUL et al, 2001).

Uma variedade de lectinas foi testada “in vitro” para sua agao inibitéria da
trancriptase reversa e N-glicohidrolase do virus da imunodeficiéncia humana tipo-1.
Lectina de M. charantia foi habil para inibir a transcriptase reversa do HIV-1 (WANG
& NG, 2001).

ZHENG et al (1999), testando a acdo do alfa-mormocarin contra o virus
HIV-1, encontraram que o mesmo foi efetivo para inibir o HIV-1, pela reducdo da
expressdo do antigeno p24 o numero antigeno positivo em células infectadas
agudamente. Estes autores concluiram que o alfa-momorcarin € o0 Unico

componente do momorcarin com atividade anti-HIV e marcadamente inibe a
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replicacdo em linfocitos T infectados agudamente e ndo quando infectados

cronicamente.

Atividade anti-tumoral

O efeito anticarcinogénico de extrato aquoso do fruto de M. charantia, foi
estudado em modelo de cancer de pele em ratos e o possivel mecanismo de agao
foi também investigado por GANGULY et al (2000). Os resultados demonstraram um
papel preventivo do extrato aquoso durante carcinogénese, o qual € mediado,
possivelmente, por seu efeito modulador no sistema de enzimas de apresentacio de
biotransformagao e detoxicagdo (glucationa-S-transferase, glucationa, peroxidase e

catalase).

Outro estudo realizado por LEE et al (1998), demonstrou que momordin |
exerce atividade citotoxica contra linhagens de células cancerigenas humanas, pelo

efeito inibitorio da interag&o proteina-DNA.

Extrato etandlico de M. charantia foi testado quanto ao seu efeito anti-
mutagénico e quimiopreventivo em ratos com cancer de colon induzido. O
tratamento com o extrato na dose 1,0g/kg inibiu de forma bastante significativa a
formagdo de tumores, como também em tumores ja implantados
(CHIAMPANICHAYAKUL et al, 2001)

NG et al (1992), testando as atividades biologicas e caracteristicas
quimica de alfa e beta momorcarim (proteinas de M. charantia), observaram que
estas exibiram atividades anti-tumoral, abortiva, inativacdo de ribossomos e

atividade imunomoduladora.

Outras atividades

M. charantia foi examinada por AMORIM et al, (1991) para sua atividade
antimalarial, tendo-se mostrado inefetiva, por via oral, nas doses de 20, 100 e
500mg/kg para baixar a parasitemia em camundongos. Extratos de partes aéreas de
M. charantia foram testados “in vivo”, utilizando roedores infectados
experimentalmente, tendo sido observado apenas moderada atividade anti-malarial

(MUNOZ et al, 2000).
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Dois compostos antivirais anti-HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana),
obtidos de M. charantia, MAP30 e GAP31(proteina gelonium) foram testados, “in
vitro” para toxicidade em espermatozoéides humano, nao tido sido observados efeitos
na viabilidade e motilidade nas células espermaticas, nas doses consideradas
efetivas para inibir o virus HIV e herpes virus simples (SCHEREIBER et al, 1999).
No entanto, NASEEM e colaboradores (1998), testando extratos de éter de petroleo,
benzénico e alcodlico, nas doses de 25mg/100g/pv, por 35 dias em ratos,
observaram que o extrato alcodlico foi mais potente com atividades anti-
espermatogénica, anti-esteroidogénica e atividade androgénica que os demais

extratos testados.

M. charanatia também exerce efeito protetor de mucosa gastrica em
modelos experimentais. MATSUDA et al (1999), utilizando etanol absoluto
(1,5mL/rato) ou indometacin (30mg/kg/s.c) como indutores de lesdes, e uma hora
apos estes procedimentos, administrando na ragdo momordin Ic (acido oleondlico
oligoglicosideo), este exerceu efeito protetor na gastrite induzida, ndo permitindo o

aparecimento de lesbes na mucosa.

Em outro estudo, extrato do fruto seco demonstrou significante atividade
anti-ulcerogénica dose dependente, contra ulcerogénese induzida por etanol, tendo
este mesmo efeito sido também observado com extrato etandlico (GURBUZ et al,
2000).

Momordin | acelera parcialmente o transito gastrintestinal por estimulagao
da sintese de receptores de 5-HT para 5-HT2, os quais aumentam a sintese de
prostaglandinas (LI et al, 2000). A inibicdo do esvaziamento gastrico por momordin é
relativo a glicose sérica e em menor parcela, mediada pelo sistema nervoso central
(MATSUDA et al, 1999). M. charantia também demonstrou atividade anti-H. pylori,
podendo contribuir para sua atividade anti-ulcera (YESILADA et al, 1999)

Nos ultimos anos, tem havido um crescente numero de publicagdes sobre
pesquisas com plantas medicinais além de instituicbes privadas e governamentais
terem passado a financiar programas de pesquisa nesta area. Em 1993, o Programa
Internacional de Coooperagcdo para Biodiversidade (IPCB) foi langado para
patrocinar produtos naturais na America Latina e Africa, ligando Universidades,

industrias e governo, num programa multidisciplinar, para o desenvolvimento e
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preservacao do meio ambiente. Entretanto, o potencial do uso de plantas como fonte
de drogas ainda é pouco explorado (CHIFUNDERA, 2001).

Novas drogas requerem um investimento ao redor de 100-300 milhdes de
dolares e no minimo dez anos de trabalho, onde somente um em dez mil compostos
testados € considerado promissor e somente um em quatro, sdo aprovados como
uma droga nova (RATES, 2001).

Cingquenta quilos de material bruto sdo necessarios para produzir 500mg
de composto puro para pesquisa bioldgica, toxicidade e avaliagao in vitro; Estudos
pré-clinicos e clinicos requerem 2 kg de compostos puros obtidos de 200 toneladas
de material bruto (RATES, 2001).

Devido as quantidades requeridas, o uso de uma planta para fins
medicinais deve se basear na preservagao, reposi¢cao (replantio) e estabelecimento

de prioridades em relagcao a necessidade do principio farmacoldgico.

Neste contexto, Momordica charantia, facilmente encontrada em paises
de clima tropical e sub-tropical, de facil plantio e com varias possibilidades de
emprego de seus principios ativos que poderao ser usados em uma diversidade de
enfermidades, vem de encontro aos anseios para obtencdo de novas drogas

oriundas de plantas medicinais.
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JUSTIFICATIVA

As enfermidades gastricas possuem alta incidéncia em cées e em
humanos. O tratamento inclui remogao do agente desencadeante; reestabelecimento
das condi¢gdes necessarias ao reparo da mucosa gastrica, normalizagao do equilibrio
acido-basico e hidrolitico, drogas anti-eméticas e anti-secretoras. No tocante as
ulceragdes, as terapias antiulcerativas sao ineficazes na prevencdo de Uulceras
induzidas por antiinflamatérios nao esterdides, sendo apenas os analogos das
prostaglandinas (misoprostol) usados para este fim. Porém, o misoprostol foi retirado
do mercado, devido a desvirtuacdo do seu uso. Desta forma, faz-se necessario que
pesquisas sejam realizadas para comprovar a eficacia de Momordica charantia na
prevencao de gastrite e ulceragbes gastricas para que a mesma possa ser utilizada
como uma alternativa terapéutica de baixo custo para prevencao e/ou tratamento de

gastropatias induzidas por DAINEs, em especial pelo meloxicam em cées.
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Avaliar o efeito protetor do extrato etandlico de Mormodica
charantia (Meldo-de-S&o-Caetano) sobre as lesdes gastricas

induzidas por meloxicam em caes.

. Avaliar e quantificar a prevaléncia de lesdes gastricas em caes

errantes da cidade de Fortaleza, Ceara.

Propor um modelo de ulceragdo crénica em caes utilizando o
meloxicam, DAINE inibidora seletiva COX-2.

Avaliar o efeito gastroprotetor do EE de M. charantia em ulceragao

induzida por DAINE, em especial, meloxicam.

Verificar o efeito do EE de M. charantia na secregao gastrica e nos

eventos envolvidos na gastroprotegao.

Elucidar os possiveis mecanismos de gastroprotecdo do EE de M.

charantia.
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MATERIAL E METODOS

PRIMEIRA ETAPA: Prevaléncia das lesbes gastricas em caes ndo domiciliados na

cidade de Fortaleza-Ceara

Animais

Os caes sem raga definida (SRD) foram apreendidos em diversos bairros
da cidade de Fortaleza, Ceara, pela equipe de captura do canil do Centro de
Zoonoses. Apds a captura, os cades permaneceram em canis comunitarios por um
periodo de aproximadamente uma semana, sendo posteriormente destinados ao
procedimento de eutanasia. O canil do Centro de Zoonoses da cidade de Fortaleza

captura por més, cerca de 1.200 caes errantes nos diferentes bairros da cidade.

Esta investigacao foi conduzida durante os meses de outubro e novembro
de 2004 e foram utilizados 257 caes, sendo 153 machos e 104 fémeas. Os caes
foram fornecidos para o estudo a medida que iam sendo sacrificados pelos
profissionais do canil, ndo havendo interferéncia por parte dos pesquisadores. Cerca
de 20 animais foram eutanasiados e necropsiados aleatoriamente a cada visita (N=
16) Para o procedimento de eutanasia foi utilizado tiopental sédico (25 mg/kg/pv),

seguido de cloreto de potassio, ambos por via endovenosa.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Estadual do Ceara.

Avaliagao Macroscopica

Os animais destinados ao estudo foram encaminhados a sala de
necropsia, onde, procedeu-se a abertura da cavidade abdominal com o auxilio de
bisturi e tesoura. Os estdmagos foram removidos e abertos ao longo de sua
curvatura maior, lavados em agua corrente, enxugados e avaliados quanto a
presenca de lesdes. A avaliacdo macroscopica baseou-se principalmente na
observagao dos seguintes achados: alteragcdo na coloragdo da mucosa, presencga de
edema, perda de pregueamento, presengca de nodulos, hemorragias, petéquias

hemorragicas e lesdes superficiais ou profundas na mucosa. As lesbes gastricas
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foram agrupadas de acordo com a sua localizagdo anatdémica nas regides cardia,

corpo, fundo, antro e piloro.

Analise estatistica

O caélculo da amostra foi baseado em estudo de YAMASAKI et al (1998),
que observaram prevaléncia de 5% para gastrites. A precisdo absoluta e intervalo de

confianga foram de 95%

SEGUNDA ETAPA: Uso do meloxicam para induzir Ulceras gastricas em caes.

Animais Experimentais

Neste estudo, foram utilizados 15 cdes adultos, machos, sem raca
definida, com peso variando entre 8 e 16 kg, procedentes do canil da Prefeitura
Municipal de Fortaleza, Ceara, Brasil. Os animais permaneceram em canis
individuais, sendo aimentados a base de ragado comercial e recebendo agua tratada

a vontade.

Exames clinico e laboratorial

O exame clinico foi realizado através de afericdo da temperatura,
coloragdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar, ausculta pulmonar e
cardiaca, palpagdo (abdominal e ganglios linfaticos superficiais), observacdo de
secregdes, excrecdes, apetite e comportamento. Apds este procedimento, os
animais foram avaliados através de exames laboratoriais que constaram de
hemograma completo e provas de fungédo renal (dosagem de uréia e creatinina).
Apds a triagem, os animais que ndo apresentaram alteragdes significativas nos
parametros pesquisados, foram everminados, por administragdo Unica da
associacado de pamoato de pirantel, pamoato de oxantel e praziquantel nas doses de
14,5 9,5 e 2,5 mg/kg/PO, respectivamente. Em seguida, permaneceram em periodo

de observacgao durante sete dias, para que se iniciasse o protocolo experimental.



43

Exame Gastroscopico

A inspecgao endoscopica da mucosa gastrica foi realizada um dia antes do
inicio do tratamento e no 5° e 10° dia de medicagao, utilizando-se um gastroscopio
de 1m com fonte Ferrari e lampada halégena de 250 watts. Para tal procedimento,
os animais foram sedados através da associagdo de xilazina a 2% (0,2 mg/kg),

quetamina a 5% (0,08 mg/kg) e midazolam (0,8 mg/kg) por via endovenosa.

Grupos Experimentais

Todos os caes sem lesdes gatricas foram pesados e distribuidos em dois
grupos: Os animais do grupo | (n = 5) receberam agua destilada (veiculo; controle
negativo), por via oral (v.0) e os animais do grupo Il (n = 10), foram tratados com
1mg/kg de meloxicam (v.0), sendo a dose total, por animal, diluida em 2mL de agua

destilada, através da maceracado dos comprimidos.

Tempo de experimentagao e formas de avaliagao durante e apés o término do

tratamento

Os grupos experimentais receberam os diferentes tratamentos por 10 dias.
Durante este periodo, alteragcdes como: anorexia, vOmito, mudangas na consisténcia
das fezes e modificagcdes de temperatura e “humor” foram anotadas diariamente. Ao
final do tratamento, ou seja, no décimo dia, foram coletadas amostras de sangue,
por venopungao jugular, para os procedimentos laboratoriais. Os animais eram
pesados e, em seguida, eutanasiados de acordo com os padrdes éticos da
experimentagdo animal, utilizando-se tiopental sédico na dose de 50 mg/kg, por via

endovenosa rapida.

Apds o procedimento supracitado, o estdbmago e a porgéo inicial do
duodeno eram removidos. O estdmago era aberto ao longo da sua curvatura maior,
lavado e observado quanto a presenca de lesdes, que foram descritas em relagao
ao numero, tamanho e localizacdo. A porcao inicial do duodeno era incisada
longitudinalmente e as lesdes encontradas eram descritas macroscopicamente.
Apds as observagdes macroscopicas, fragmentos do estbmago e do duodeno, foram
coletados e acondicionados em frascos individuais contendo formol a 10%, para
posterior analise histopatolégica. Vale salientar que de cada peca foram preparadas

trés laminas, que foram submetidas a coloracio pela hematoxilina e eosina.
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Analise estatistica

Os valores foram expressos em média + S.E.M e avaliados por ANOVA,

seguido pelo teste de Dunett’s. Valores de p< 0,05 foram considerados significantes.

TERCEIRA ETAPA: Avaliacdo do efeito citoprotetor do extrato etandlico de M.
charantia sobre lesbes gastricas induzidas por meloxicam nas doses de 1 mg/kg e

0,5 mg/kg, em caes.

Coleta da planta

Partes aéreas (caule e folhas) de Momordica charantia foram coletadas,
pela manha, no més de julho de 2004 no Bairro Rodolfo Thedphilo, na cidade de
Fortaleza, Ceara, Brasil. A identificagcdo botanica da planta foi realizada no Herbario
Prisco Bezerra do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Ceara,

onde foi depositada, recebendo o “voucher’” de numero 32441.
Preparo do extrato etanodlico de M. charantia.

As partes aéreas foram mantidas em ambiente arejado e a sombra, para
secagem. Posteriormente, o material foi submerso em hexano por um periodo de
sete dias. Em seguida, a solugdo resultante foi filtrada e as partes aéreas
remanescentes foram submersas, apos a evaporagao residual do hexano, em alcool
etilico a 95° por igual periodo de tempo, ou seja, sete dias. A solugao obtida, por
filtragem, foi submetida a evaporacao utilizando-se um roto evaporador a 78,5° C
obtendo-se o extrato etandlico (EE). O rendimento do extrato foi, em média, 16,369/
litro.Para a administragdo aos animais, o EE foi diluido em solu¢do de NaCl a 0,9%,

acrescida de 5% de Tween 20.

Animais Experimentais

Neste estudo, foram utilizados 39 caes adultos, machos, SRD, com peso
variando entre 8 e 16 kg, procedentes do canil da Prefeitura Municipal de Fortaleza,
Ceara4, Brasil. Os animais permaneceram em canis individuais, sendo alimentados a

base de ragdo comercial e recebendo agua tratada a vontade.
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Exames clinico e laboratorial

O exame clinico foi realizado através de afericio da temperatura,
coloracdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar, ausculta pulmonar e
cardiaca, palpacdo (abdominal e ganglios linfaticos superficiais), observacao de
secrecgdes, excregdes, apetite e humor. Apds este procedimento, os animais foram
avaliados através de exames laboratoriais que constaram de hemograma completo e
provas de funcao renal (dosagem de uréia e creatinina). Apds a triagem, os animais
clinicamente sadios, foram everminados, por administragdo Unica da associacao de
pamoato de pirantel, pamoato de oxantel e praziquantel nas doses de 14,5,9,5¢e 2,5
mg/kg/PO, respectivamente. Em seguida, permaneceram por um periodo de

observagao de sete dias, para que se iniciasse o protocolo experimental.

Grupos Experimentais

Os caes foram pesados e distribuidos de acordo com os tratamentos
administrados em sete grupos de seis animais cada, a excegdao do grupo |,
composto por trés caes. Grupo I: agua destilada (controle); grupo Il: 1mg/kg de
meloxicam; grupo lll: misoprostol 4ug/kg + meloxicam 1mg/kg (controle negativo);
grupo IV: EE de M. charantia 100mg/kg + meloxicam 1mg/kg; grupo V: meloxicam
0,5mg/kg; grupo VI EE 100mg/kg + meloxicam 0,5mg/kg grupo e grupo VII:
misoprostol 4upg/kg + meloxicam 0,5mg/kg. Todos os tratamentos foram
administrados por via oral, com intervalo de administracdo de 8 horas, a exceg¢ao do

meloxicam que foi administrado a cada 24 horas.

Tempo de experimentacao e formas de avaliagao durante e apés o término do

tratamento

Os caes do grupo Ill e VII foram pré-medicados por um periodo de trés
dias com misoprostol e os cées dos grupos IV e VI, com EE na dose 100mg/kg, por
igual periodo. No quarto dia, estes grupos passaram a receber o meloxicam nas
doses de 1mg/kg e/ou 0,5mg/kg, por 14 dias consecutivos. Durante este periodo,
alteragbes como: anorexia, vOmito, mudangas na consisténcia das fezes e
modificagcdes de temperatura e humor foram anotadas diariamente. Ao final do

tratamento, ou seja, no décimo quinto dia, foram coletadas amostras de sangue, por
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venopuncao jugular, para os procedimentos laboratoriais. Os animais eram pesados
e, em seguida, eutanasiados de acordo com os padrdes éticos da experimentagéo
animal, utilizando-se tiopental sodico na dose de 50 mg/kg, por via endovenosa
rapida.

Apds o procedimento supracitado, o estdbmago e a porgéo inicial do
duodeno eram removidos. O estdmago era aberto ao longo da sua curvatura maior,
lavado e observado quanto a presenca de lesdes, que foram descritas em relagao
ao numero, tamanho e localizacdo. A porcao inicial do duodeno era incisada
longitudinalmente e as lesdes encontradas eram descritas macroscopicamente.
Apoés as observagdes macroscoépicas, fragmentos do estbmago e do duodeno, foram
coletados e acondicionados em frascos individuais contendo formol a 10%, para
posterior analise histopatoldgica. Vale salientar que de cada pega foram preparadas

trés laminas, que foram submetidas a coloracao pela hematoxilina e eosina.

QUARTA ETAPA: Avaliagao da acao do EE de M. charantia sobre os parametros da

secrecgao gastrica em caes.

Animais

Neste estudo, foram utilizados 20 caes adultos, machos, sem raca
definida, com peso variando entre 8 e 16 kg, procedentes do canil da Prefeitura
Municipal de Fortaleza, Ceara, Brasil. Os animais permaneceram em canis
individuais, por trés dias, sendo alimentados a base de ragdo comercial e recebendo

agua a vontade.

Grupos experimentais

Os caes foram distribuidos em quatro grupos de cinco animais cada, que
receberam os seguintes tratamentos por via intraduodenal: Grupo | 10mL de
solugéo fisiologica; grupo Il 100 mg/kg do EE de M. charantia; grupo Il 500 mg/kg
do EE e grupo IV Ranitidina 5mg/kg.
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Método da ligadura pilérica

Apds um jejum alimentar de 16 horas, os caes foram anestesiados, por
via endovenosa, com a associagao de quetamina a 5%, cloridrato de xilazina a 2% e
midazolam 15mg e submetidos ao procedimento cirurgico da ligadura pildrica,
realizado através de incisdo mediana pré-umbilical, seguida da exposi¢céo do piloro,
que foi laqueado através de ligadura simples, utilizando o fio cirurgico algodao n° 3-
0. Imediatamente apdés a ligadura, foram administrados, por via duodenal, os
tratamentos. A parede abdominal e a pele foram suturadas e apds seis horas, os
animais foram submetidos ao procedimento de eutanasia, utilizando-se tiopental

sédico (25 mg/kg, IV), seguido pela injecao de cloreto de potassio a 10% (IV).

Realizou-se a abertura da incisdo cirurgica, sendo o estbmago removido
apos pingamento do eséfago. Em seguida, os estdmagos foram lavados, secados
com papel de filtro e seccionados dentro de bequer, sobre placa de gelo. A mucosa
gastrica foi lavada com 5 mL de agua. O suco gastrico e o lavado foram recolhidos
e centrifugados a 1500 rpm/30 minutos. Apds a centrifugagao, foram retirados 400uL
do sobrenadante para determinacdo da atividade péptica. Estas amostras foram
armazenadas e congeladas até a realizagdo do teste de atividade péptica. O
restante do suco gastrico foi utilizado para determinagdo do volume, pH e acidez
total (VISSHER et al, 1954).

Determinagao do volume

O sobrenadante do suco gastrico foi transferido para uma proveta e

medido o volume.

Determinacgao da acidez livre (pH) e acidez total

A acidez livre foi determinada, utilizando-se um pHmetro e a acidez total
através da titulacdo com NaOH 0,1N, utilizando fenolftaleina como indicador acido-

base.

Determinacgao da atividade péptica

Amostras de 0,2mL do suco gastrico foram descongeladas a temperatura

ambiente e posterioemtne incubadas com 1mL de solugdo de albumina (5 mg/mL
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em HCI 0,06N) a 37°C por 10 minutos. A reacao foi interrompida pela adigdo de 1mL
de &acido tricloroacético a 10% e as amostras foram centrifugadas a 1500g por 20
minutos. Em seguida, aliquotas de 1mL do sobrenadante foram alcalinizadas pela
adicdo de 5mL de carbonato de sédio 0,55M. As absorbancias das amostras foram
determinadas por leitura espectofotométricas a 660nm. Os resultados foram

interpolados na curva padrao de tirosina.

Analise estatistica

Os valores foram expressos em média + S.E.M e avaliados por ANOVA,

seguido pelo teste de Dunnett’s. Valores p< 0,05 foram considerados significantes.

QUINTA ETAPA: Avaliagéo da atividade do EE de M. charantia sobre os parametros
da secrecao gastrica, transito gastrintestinal (in vivo) e da atividade antioxidante (in

vitro).

Animais

Ratos albinos machos, com peso variando entre 240 e 300g foram
utilizados no modelo da ligadura pilérica. Para a determinagdo da atividade sobre o
transito gastrintestinal foram utilizados camundongos “Swiss“ machos, com peso
entre 25 a 35 g. Todos os animais foram mantidos em condigdes controladas de luz
e temperatura, com acesso livre a comida e agua. Antes da administracdo dos

tratamentos, os animais foram submetidos a um jejum alimentar de 16 horas.

Provas biolégicas
Atividade sobre o transito gastrintestinal

Os ratos (n= 42) foram pesados e divididos em sete grupos (n=06) e
tratados da seguinte maneira: grupo | recebeu 0,3mL de solugao fisiolégica, V.O ;
grupo |l recebeu atropina 1mg/kg por via intramuscular (IM) e os grupos lll, IV e V
receberam, respectivamente, 100, 500 e 1.000 mg/kg, do extrato etandlico de M.
charantia; por via oral. Os grupos VI e VIl receberam o EE de M. charantia nas

doses 500 e 1.000 mg/kg, respectivamente, via oral, associado a 1mg/kg de sulfato
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de atropina (IM). Transcorridos uma hora dos tratamentos, procedeu-se a
administragao de carvéao ativado a 10% em agua, na dose de 0,1mL/10g de peso via
oral. Apés 30 minutos da administracdo do carvao ativado, os animais foram
sacrificados com anestesia barbiturica por via intraperitonial, seguido pela injecao de
cloreto de potassio intracardiaca. O estbmago e o intestino delgado foram
removidos. O comprimento total do intestino foi medido (centimetros), desde o piloro
até a juncgao ileo-cecal, e, igualmente, foi medido a distancia percorrida pelo carvéao
desde o piloro até a ultima porg¢ao do intestino que continha pelo menos 1(um) cm
continuo de carvao. A percentagem de carvao ativado, percorrida no trato intestinal

foi calculada em fungdo do comprimento total do intestino x 100 (ARBOS et al, 1993)

Método da ligadura pilérica

Os ratos (n=20) foram divididos em quatro grupos (n=05) e foram
submetidos a um jejum alimentar de 16 horas, com acesso livre a agua com glicose
a 5%, antes do procedimento cirurgico. Os animais, foram previamente anestesiados
com tiopental sodico a 2,5% via intraperitonial (0,1mL/100g) e submetidos ao
procedimento da ligadura pil6rica. Para tanto, realizou-se uma incisdo mediana pré-
umbilical como via de acesso cirurgico ao estbmago. Em seguida, o piloro foi ligado
e administrou-se, por via intraduodenal (ID) 0,3 mL/100g de agua destilada ao grupo
controle, 50 mg/kg de ranitidina ao grupo de referéncia e extrato etandlico nas
doses de 100 e 500 mg/kg aos demais grupos. Em seguida, a incisao cirurgica foi
suturada e, transcorridas quatro horas pos-cirurgia, os animais foram sacrificados.
Os estdbmagos foram entdo removidos, pingando o esdfago para evitar perda de
material. Apés a remocéao, foram lavados e enxutos com papel de filtro e mantidos
resfriados, sendo, entdo, abertos ao longo da curvatura menor. A mucosa gastrica
foi lavada com 2 mL de agua destilada e o suco gastrico e o lavado recolhidos em
tubos de ensaio e centrifugados a 1500 rpm / 30 minutos. Foram reservados 200uL
do sobrenadante para determinacao da atividade péptica (ANSON, 1938), sendo
estas aliquotas mantidas a -4° C, até a realizagdo do teste. O restante do suco
gastrico foi imediatamente utilizado para a determinacdo do volume, pH e acidez
total (VISSHER et al, 1954).
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Teste “in vitro”
Avaliagdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do EE de M. charantia foi avaliada pelo método
da atividade sequestradora de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Dez
miligramas do EE foram diluidos em 1mL de alcool metilico e aliquotas de 0,1mL
foram adicionados a 3,9 mL de DPPH. A absorbéancia foi medida em ondas de 515
nm em intervalos de tempo de um até 60 minutos do inicio da reacdo. O indice de
inibicdo dos radicais livres foi calculado em percentual.

Analise estatistica

Os valores foram expressos em média + S.E.M e avaliados por ANOVA,

seguido pelo teste de Dunnett’s. Valores P< 0,05 foram considerados significantes.
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RESULTADOS

PRIMEIRA ETAPA: Levantamento das lesdes gastricas em caes nao domiciliados

na cidade de Fortaleza-Ceara

Na avaliagdo macroscopica da mucosa gastrica dos 257 cées observou-
se a presencga de lesdes em 63 animais, representando 24,51%. Levando-se em
consideragdo o sexo, 61% dos que apresentaram gastropatias sdo machos,

enquanto que as fémeas representaram 39% (Tab. 1).

A localizagdo mais frequente das lesdes foi na regido do corpo (42),
seguida pela regidao antral (14) e fundo do estdbmago (7) (Tab. 2). Nao foram
encontradas lesdes na regido pilorica. Estas lesdes apresentaram-se de formas
diversificadas, porém as ulceras gastricas (Fig.1) e as petéquias (Fig.2) foram as
lesdes mais encontradas, com percentuais de 15,5% (n= 21) e 5,7 % (n= 15),
respectivamente. Outras alteracdes foram observadas, tais como, coloragao alterada
da mucosa; perda de pregas da mucosa (Fig. 2); descamacdo de mucosa;

hemorragias; nédulos e laceragdes (Tab. 3).

Tabela 1 - Distribuigdo de lesdes gastricas em cées oriundos do canil do Centro de
Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara, nos meses de outubro e novembro de
2004.

Lesodes
Presenga Auséncia Total
Sexo
N % N % N
Macho 38 61% 126 65% 165
Fémea 25 39% 68 35% 90

Total 63 100% 194 100% 257
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Tabela 2 - Localizagao das lesdes gastricas em caes oriundos do canil do Centro de

Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara.

Localizagao das lesdes

Locais Antro N° Corpo N° Fundo N° Total N°
Sexo
Macho 10 24 4 38
Fémea 4 18 3 25
Total 14 42 7 63

Tabela 3 - Classificagcdo macroscopica das lesdes gastricas de caes oriundos do

canil do Centro de Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara.

Macho Fémea Total

Achados macroscépicos N N N
Coloragao alterada da mucosa gastrica 3 3 6
Perda de pregas da mucosa gastrica 1 0 1
Descamacao da mucosa gastrica 2 0 2
Petéquias hemorragicas 2 2 4
Petéquias 6 7 13
Hemorragia 1 2 3
Ulceras 15 6 21
Noédulos 5 3 8
Laceracgdes 3 2 5

Total 38 25 63
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L&d 0018
Figura 1 — Visdo macroscopica de estomago de caes apresentando Ulceras na regido do corpo (A) e do
cardia (B).
Fonte: Alencar 2004

Figura 2 — Visdo macroscopica do estdbmago de caes, apresentado petéquias difusas no corpo (A)
perda do pregueamento da mucosa (B).

Fonte: Alencar 2004
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SEGUNDA ETAPA: Ulceras gastricas induzidas por meloxicam em caes

No grupo controle, constituido pelos animais que receberam agua
destilada, ndo foram verificadas alteragdes clinicas, laboratoriais, macroscopicas ou

histopatoldgicas dignas de notas.

No grupo teste, tratado com meloxicam 1mg/kg, todos os caes
apresentaram sintomas (gastrintestinais. Estes sintomas iniciavam-se pelo
aparecimento de diarréia sanguinolenta observada, em média a partir do 5° dia apds
o inicio do tratamento. O vOmito, por sua vez, manifestou-se por volta do 7° dia, com

a permanéncia deste quadro clinico até o término do experimento.

Na segunda avaliacdo endoscopica realizada no 5°dia da administragao
do meloxicam, observou-se em 80% dos caes a presenca de ulceras antro-piléricas
e hiperemia e em 20% dos animais detectaram-se a presenga de sangue (Fig. 3) por
todo o estbmago, hiperemia e edema de mucosa e de antro, com placas de sangue
coagulado. Nos animais em que foi possivel a observagao do duodeno, as lesdes
encontradas foram petéquias, areas hemorragicas e ulceras na porgao inicial do
duodeno. No décimo dia, todos os animais apresentaram ulceragbes graves na
regido antro-pildrica (Fig. 4).

No tocante ao quadro hematologico, todos os animais do grupo teste,
apresentaram alteragdes significativas (p<0,05) tais como eritropenia e leucocitose
com neutrofilia. Foi ainda observado em 30% dos animais linfopenia relativa. Em
relacdo aos parametros renais, 60%(n=06) dos animais do grupo teste apresentaram
elevagao sérica de uréia. Ademais, 20% dos caes tiveram um aumento de creatinina
(Tab-4).

A necropsia, todos os animais tratados com meloxicam, apresentaram
Ulceras gastricas severas (Fig.5), localizadas na regido antro-pilérica. O numero e o
tamanho das ulceras foram variados. Observou-se, além de duodenite em todos os

animais, presenca de ulcera duodenal em 40% dos cées (Fig.6) .

Quanto a avaliagao histopatoldgica, todos os animais apresentaram
lesdes do tipo ulcerativa (Fig.7). As principais alteragdes microscopicas encontradas
no estdbmago foram as seguintes: ulceracées com destruicdo das camadas mucosa,
muscular da mucosa e submucosa. As camadas musculares mais profundas nao

apresentaram lesdes. Observaram-se areas de necrose e exsudagao granulocitaria
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na superficie e linfocitos e macréfagos mais profundamente. Nas areas ulceradas foi
evidente o preenchimento da area lesada por tecido conjuntivo.

No duodeno, por sua vez, observou-se uma enterite severa (Fig.8),
caracterizada por intensa metaplasia intestinal, destruicdo do epitélio superficial,
destruicdo e erosdo da mucosa, e intenso infiltrado celular linfocitario e de

polimorfonuclearas (PMN).

Figura 3 - Visdo endoscopica de estbmago de cdo tratado com meloxicam

1 mg/kg apresentando hemorragia difusa por todo o corpo
Fonte: Alencar 2005
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Figura.-4: Visdo endoscépica de estbmagos de caes tratados com meloxicam 1mg/kg, apresentando
Ulceras antrais (setas) no 10° dia do inicio do tratamento (A, B, C e D).

Fonte: Alencar 2005
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Figura 5 — Visdo macroscopica de Ulcera antrais (A), perfuradas (B) em céo tratado com meloxicam

1 mg/Kg (setas).
Fonte: Alencar 2005

Figura 7 — Visao macroscopica de ulcera duodenal (seta) em céo
tratado com meloxicam 1 mg/Kg.
Fonte: Alencar 2005



Figura 7 — Visdo microscopica da regido pilérica da mucosa do
estdbmagode céo tratado com meloxicam 1mg/kg: Margem da ulcera
(seta) e remanescente da mucosa (cabeca de seta). Lumen com debri
celular. H & E, 20x.

Fonte: Alencar 2005

AR . 4;“‘\.;>i~u~-f\2r.»..~ 3 x.:g - S
Figura 8 — Visdo microscopica do duodeno de cao tratado com
meloxicam 1mg/kg: Destruicao das criptas e vilosidades da mucosa.
Remanescentes do epitélio contendo células necréticas, fibrina e células
inflamatérias (seta). Glandulas da submucosa (G). H & E, 20x.

Fonte: Alencar 2005

58
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TERCEIRA ETAPA: Avaliacdo do efeito citoprotetor do extrato etandlico de

momordica charantia sobre lesdes gastricas induzidas por meloxicam, em caes.

Sintomatologia clinica: Em todos os grupos tratados foi observada sintomatologia
gastrointestinal, tais como anorexia, diarréia e vomito. No entanto, no grupo tratado
com meloxicam 0,5mg/kg, trés animais apresentaram apenas anorexia. Os referidos
sintomas iniciavam-se em média a partir do quarto dia e permaneciam até o término

do tratamento , conforme abaixo descriminado (Tabela-4)

Tabela 4 - Inico da sintomatologia clinica em caes tratados com H;0, meloxicam e
EE de M. charantia

GRUPOS ANOREXIA  DIARREIA  VOMITO
grupo I[(H,0) ausente ausente ausente
grupo Il (meloxicam 1mg) 5%dia 6° dia 9°dia
Grupo Il (misoprostol+ meloxicam 1 mg) 4° dia 5°dia 6° dia
grupo IV (EE 100mg + meloxicam 1mg) 3%dia 3°dia 7° dia
grupo V (meloxicam 0,5 mg) 3%dia 5% dia 9% dia
grupo VI (EE 100 mg + meloxicam 0,5 mg) 6° dia 6° dia 5°dia
grupo VII (misoprostol 4mg + meloxicam 0,5mg 4° dia 4° dia 10° dia

Exames laboratoriais: No tocante ao padréo celular sanguineo, todos os animais
tratados apresentaram, apos os tratamentos, eritopenia e leucocitose com linfopenia.
Em relagéo as plaquetas, ndo foram observadas diferengas entre os valores iniciais

e finais dos grupos.
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Tabela 5 - Média do padrao celular sanguineo (valor inical X valor final) dos caes

tratados com H»0, meloxicam e EE de M. charantia.

GRUPOS He-l He-F Ht-l Ht-F Hg-l Hg-F Leuc-l Leuc-F Plag-l Plaq.F
(x10°%) (x10%) (%) (%) (%) (%) (x10%) (x10* (x10%) (x10°%)

I 6,4 3,1 x385 235 217 67 123 62 38 42

1] 6.2 2.7 442 183 141 182 96 3,9 2,1 1,7
\Y 5.9 31 37,7 244 116 64 86 4,6 22 22
Y, 62° 41 423 279 142 91 111  20. 1,6 1,8
VI) 5,2 41 356 239 123 93 13 3,2. 1,6 1,9
Vil 5,6 37 331 275 116 86 87 1,8. 1,8 1,7

He= hemacias; Ht= hematdcrito; Hg= hemoglobina; Leuc= leucdcito; plag= plaquetas |= valor inicial; F= valor final.

Os parametros bioquimicos sofreram alteragdes,

principalmente na

dosagem sérica de uréia, ALT e AST. A média dos grupos esta representada na

tabela

abaixo

Tabela 6 - Valores médios (inicial vs final) de dosagens de uréia, creatinina, ALT e

AST de caes tratados com meloxicam e EE de M. charantia

Grupos  Uréia-l Uréia-F  Creatinina-I Creatinina-F AST-l AST-F  ALT-l ALT-F
(mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L)
Il 32 70 0,8 0,9 25 37 25 18
11 37 121 0,8 1,22 21 43 26 17
v 22 56 0,6 0,7 15 33 36 15
\ 33 37 0,7 0,7 31 41 29 10
\ 33 43 0.9 1,2 27 31 34 15
i 22 45 0.8 0,9 32 27 29 20
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Macroscopia: Dos animais tratados com a associagdo do EE 100mg/kg +
meloxicam 0,5 mg/kg, apenas dois caes apresentaram lesdes ulcerativas superficiais
no estdbmago e duodeno (Fig-09). No entanto quando o meloxicam nesta mesma
dose foi associado ao misoprostol, todos os caes apresentaram lesdes (Fig.10). Nos
demais grupos foram observados ulceras em 100% dos animais, independente dos

tratamentos (Fig.11, 12 e 13).

Figura 9 - Visdo macroscoépica do estbmago sem lesao de cao
tratado com meloxicam 0,5mg/kg , associado ao EE de M.
charantia na dose de 100mg/kg.

Fonte: Alencar 2005



62

Figura 10 - Visdo macroscopica de estbmago de cédo tratado
com meloxicam 0,5 mg/kg e misoprostol 4ug/kg, apresentando
Ulceras na regiao antral (seta)

Fonte: Alencar 2005.

Figura 11- Visdo macroscopica de estdbmago de cao tratado
com meloxciam 1mg/kg. apresentando Ulcera profunda na
regido antro-pldrica (seta).

Fonte: Alencar 2005.
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Figura 12 - Grupo meloxicam 1mg/kg
misoprostol 4ug/kg apresentandando Ulcera
perfurada na regiao antro-pilérica

Fonte: Alencar 2005.

Figura 13 - Grupo meloxixam 1mg/kg e EEE 100
mg/kg apresentando ulceracao gastro-duodenal
Fonte: Alencar 2005.
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QUARTA ETAPA: Avaliagdo da acao do EE de M. charantia sobre os parametros da

secrecgao gastrica em caes.

Modelo da ligadura pilérica: Nado houve diferengas entre os grupos quanto ao
volume secretado. O pH nos grupos tratados com EE nas doses de 100 e 500mg,
nao diferiu do grupo controle. No grupo tratado com ranitidina, foi observado
aumento do pH, em relacdo ao controle. No entanto, em relagdo a acidez total e
atividade péptica, os grupos tratados com EE, elevaram estes parametros tanto em
relagdo ao grupo controle e ranitidina, que néo diferenciaram entre si (Tabela 7).
Observou-se ainda uma excessiva produ¢cdo de muco em todos os caes tratados
com o EE de M. charantia no modelo do transito Gl (dados nao apresentados) (Fig-
14).

Tabela 7- Valores médios do volume, pH, acidez total e atividade péptica em caes

submetidos a ligadura pil6rica.

Grupos Volume PH Acidez total Atiividade Péptica
total mEq[H ‘. mL " mEq [H *]. mL " ug tirosina. mL”
(mL)

EE 500mg/kg 15,2 3,6 0,167675 160

EE 100mg/Kg 17,5 3,4 0,159496 139

Ranitidina 12,6 59 0,037949 55

salina 17,9 3,5 0,015928 75
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Figura 14 - Estbmago de caes tratados com EE 100
mg/kg demonstrando excessiva produg¢ao de muco
apos procedimento do transito intestinal.

Fonte: Alencar, 2005.
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QUINTA ETAPA: Avaliagcédo da atividade do EE de M. charantia sobre os parametros
da secregao gastrica e transito gastrintestinal (in vivo) e da atividade antioxidante (in

vitro).

Atividade sobre o transito gastrintestinal

Os animais que receberam apenas agua destilada, apresentaram um
percentual percorrido de carvao ativado de 96%, 71, nao diferenciando
significativamente dos resultados obtidos nos grupos tratados com atropina (65,61
EE 100mg (76,15%) e EE 1.000mg (85,67%) e EE 1.000mg associado a atropina
(85.08%). O EE de M. charantia, na dose de 500mg, associado ou nao a atropina,
apresentou valores significativamente maiores (p<0,05), em relagcdo aos demais

grupos com percentuais de 88,93% e 92,83%, respectivamente (Tabela-8).

Modelo da ligadura pilérica

Nos animais do grupo | (controle), apés 6 horas da ligadura pildrica, o
volume de suco gastrico secretado foi de 3,68 + 0.7 mL, com pH de 3,11 = 0,3,
acidez total de 0.040 + 0.028 mEq [H *]. mL "' e atividade péptica de 96..2 +1.71ug
tirosina. mL™" . A administragdo do EE de M. charantia na dose de 100mg, aumentou
0 volume do suco gastrico para 6.1+ 1.56 mL, com diminuigdo do pH para 2.79 +
0.12 e aumento da acidez total e atividade péptica para 0.150 + 0.072 mEq [H ]. mL
e 155.6 + 5.33 g tirosina. mL™ , respectivamente, em relacdo ao grupo controle
negativo. O volume secretado pelos grupos EE 500 mg e ranitidina, apresentaram
valores muito préximos entre si, 4.724093 mL e 4.46+x0.54 mL,
respectivamente.Ocorreu um aumento do pH nestes dois grupos, em relagédo ao
grupo controle (3.70 £1.01 EE 500 mg e 3.53 % 0,15 ranitidina). No entanto, a
ranitidina diminuiu a acidez total em relagao ao grupo controle (0.019+0.002 mEq [H
*]. mL "), fato ndo observado com o extrato na dose de 500 mg (0.175+0.097 mEq
[H *]. mL ). Em relacdo a atividade péptica, todos os grupos apresentaram
diferengas significativamente maiores (p<0.05) em relagdo ao grupo controle
negativo (ranitidina 150.8+8.83; EE 100mg 155.6+5.33 e EE 500 mg 154.6+7.45 pg

tirosina. mL™" (Tabela-9).
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Tabela 8 - Efeito do EE de M. charantia sobre o transito gastrintestinal em

camundongos, utilizando como marcador carvéo ativado a 10%.

Grupos Tratamento Média (%)
| Agua destilada 0,5 mL 71,96
Il Atropina 1 mg/Kg/pv 65,61
n EE 100 mg/Kg/pv 76,15
A EE 500 mg/Kg/pv 88,93
\Y, EE 1000 mg/Kg/pv 85,67
Vi EE 500 mg + Atropina 92,83*
Vi EE 1000 mg + Atropina 85,08*

* Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (p <0,05)

apos 6 horas da ligadura pilérica em ratos.

Tabela 9 - Efeito do EE de M. charantia sobre parametros da secregao gastrica,

Grupos Volume PH Acidez total Atividade péptica
(mL) ([H]) (mEq [H ™. mL '1) (Mg tirosina. mL))

Controle 3,68+ 0.76 3,11+ 0,39 0,040+ 0.028 96,20+1.71

Ranitidina 4,46+0.54 3,53+ 0,152 0,019+0.002 150,08+8.83*

EE 100 mg 6,10+ 1.56 2,79+ 0.121 0,150+ 0.072 155,60+ 5.33 *

EE 500 mg 4,72+0.93 3,70+1.01 0,175+0.097 154,60+7.45*

* Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (p <0,05)
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Atividade antioxidante

Os resultados demonstram que a maior concentracdo do EE
(20mg/1mL=2%) foi a mais eficiente tendo um IV (Indice de varredura) de 73,87%, e
a IC50 foi correspondente a 1,11% (11,1mg/mL). Ademais, observou-se que o0s
controle apresentaram um IV de aproximadamente 91% na concentragao de 0,5%,
enquanto que o extrato na concentracédo de 0,5% demonstrou um IV de apenas
35,03%, sendo 2,6 vezes menor quando comparado aos controles na mesma

concentracéo (Tabela-10, Grafico-1).

Tabela 10 - indice de estabilidade do EE of Mormodica charantia determinado pelo
métddo DPPH

Amostras(%) indice de estabilidade (1%)

Extrato etandlico® (%)

2 73.87°
1 45.39
0.5 35.03°
1,11° 50.00°
BHT 0,5% (controle positivo) 90.89°
Quercetine 0.5% (controle positivo) 90.32°

A Percentagens do refererente a concentratagdo (w/v)
B|Cs valores de DPPH (percentagens em w/v)

Diferentes letras differengas estatisticamente significantes P < 0.001
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Grafico 1 - Atividade anatioxidante do EE em diferentes concentracbes e controles

positivos no teste de DPPH. Diferentes letras diferencas estatisticamente

significantes P<0.001.

——2%
—— 1%
—4—05%
—«—BHI

—%— Quercetine
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DISCUSSAO

PRIMEIRA ETAPA: Levantamento das lesdes gastricas em caes ndo domiciliados

na cidade de Fortaleza-Ceara.

As patologias gastricas possuem alta prevaléncia em cées e sao
induzidas por varios fatores: indiscricdes alimentares, infec¢des bacterianas e virais,
parasitos, drogas antiinflamatérios esterdides e DAINEs, produtos quimicos,
neoplasias ou doengas paraneoplasicas, doengas metabdlicas e estresse (TAMS,
1999, ALENCAR, et al, 2003)

Em 25% dos cées foi verificada a existéncia de algum tipo de gastropatia,
independente do sexo. Corroborando com os resultados encontrados pelo presente
trabalho, YAMASAKI et al (1998) utilizando a técnica de endoscopia, encontraram
prevaléncia de 20% de lesbes gastricas em caes clinicamente saudaveis e 25% dos
caes com doenga primaria gastrintestinal. Neste trabalho, as lesdes, em sua maioria,
estavam localizadas na regido do corpo do estbmago, estando provavelmente

associadas com as células parietais que secretam pepsina e acido cloridrico.

Embora sejam escassas as referéncias a este tipo de prevaléncia na
literatura, € sabido que as gastropatias sdo mais comuns do que € relatado,
podendo resultar de qualquer condicdo que cause um desequilibrio entre os
mecanismos de defesa da mucosa (FELIX, 1986). Dentre esses, a privagao
alimentar por um longo periodo é importante, uma vez que acarreta uma maior
producao de acido gastrico e, favorece o aparecimento de lesdes gastricas
(FORSELL, 1988). Este pode ser um dos fatores que contribuiu para o elevado

indice de lesdes gastricas encontradas nos animais ndo domiciliados.

O estresse é outro fator importante no desenvolvimento de lesdes
gastricas, pois contribui para o aumento da liberagcdo de acido e pepsina,
decréscimo na secrecao do muco, alteragdo nos esterdides e catecolaminas,
hipotensao seguida por dano isquémico na mucosa gastrica e alteragdes na sintese
de prostaglandinas. Alguns destes eventos sdo controlados pelo sistema nervoso
central (MURAKAMI et al, 1985, RAINSFORD et al, 2003).

WILLARD et al (2003) utilizando a investigagdo endoscopica, relataram

que 48,5% dos caes que participavam de corridas apresentavam gastrite, ulceracao,
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erosdo ou hemorragia. Estas lesdes foram verificadas apés cinco dias do inicio das
competigdes, demonstrando a importancia do estresse na etiologia das gastropatias

nessa espécie.

As Ulceras foram as lesées encontradas com mais frequéncia (15,5%),
acometendo 21 cées. A ulceragdo gastrica na espécie canina parece ser muito mais
comum do que se supunha antes do uso amplo da endoscopia como ferramenta de
investigacao direta da mucosa gastrica (LEICONDRE, 1994). As lesdes ulcerativas
sdo consideradas benignas, ocorrendo no local em que o epitélio da mucosa foi
exposto a acdo do acido gastrico e da pepsina. O excesso de produc¢do de acido
gastrico ou um defeito na fungdo da barreira mucosa pode levar a faléncia nos
mecanismos de defesa, resultando no aparecimento de ulceragées (SANYAL et al,
1983, KORE, 1990). Estas lesbes sao raramente primarias, podendo refletir uma
variedade de etiologias, tais como: enfermidades sistémicas, estresse, uso de
medicamentos ulcerogénicos, particularmente as DAINEs, radicais livres derivados
do oxigénio e presenca de Helicobacter pylori (MURAKAMI et al, 1985., VANISREE
et al, 1996., BOUSTA et al, 2000., CRAWFORD, 2000., RAINSFORD et al, 2003).

Embora este trabalho ndo tenha tido por objetivo pesquisar a etiologia das
gastropatias, pode-se supor que as lesdes encontradas nos animais foram de
etiologia associada principalmente ao estresse, uma vez que, na sua maioria, estes
caes nao tinham domicilios, e apds a apreensao passaram por um periodo de
confinamento de aproximadamente uma semana. Vale salientar que durante esta
fase, os cades permaneceram em canis comunitarios, com superlotacdo e pouca

oferta de alimentos.

Uma outra hipétese para a causa destas patologias seria a presenga de
bactérias do género Helicobacter. H. pylori tem sido investigada como possivel
causadora de gastrite e ulceragdes em caes e gatos, assim como em humanos.
Bactérias semelhantes a Helicobacter foram identificadas em diferentes estudos,
com indice de variacéo entre 61 a 80% de caes com sintomas de vomitos e de 67 a
86% dos animais sadios (EATON et al, 1996., CORNETTA , 1998., PEACOCK,
1999).

Os resultados apresentados indicam a relevancia do assunto pesquisado

e a contribuicdo para os médicos veterinarios que devem levar em consideragcédo a
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possibilidade da presenca de lesdes gastricas em caes domiciliados, antes da

indicagao de tratamento que possa exacerbar danos a mucosa gastrica.

SEGUNDA ETAPA: Ulceras gastricas induzidas por meloxicam em cées

A idéia para este estudo baseou-se no fato de nao ter sido encontrada na
literatura pesquisada, descricdo de modelos experimentais de ulceragdo gastrica,

utilizando-se DAINEs com acéo seletiva sobre a enzima ciclooxigenase-2.

A presente investigacao claramente demonstra que o meloxicam, na dose
utilizada, é capaz de induzir 100% de ulceracao antro-pilérica. Dai a importancia do
uso desta droga como ferramenta farmacologica na indugédo de ulceragéao gastrica,
induzida por antinflamatério ndo esterdide seletivo COX-2. O meloxicam & um
derivado enolcarboxamidico, relacionado com os oxicanos (piroxicam, tenoxicam e
sudoxicam), que desenvolve uma atividade inibitoria seletiva sobre a COX-2 na
cascata biossintética das prostaglandinas (ENGELHARDT et al, 1996c.,
ENGELHARDT et al.1996d.,VILLEGAS et al, 2004). Estudos clinicos em humanos
tém demonstrado que os pacientes tratados com meloxicam apresentam menos
efeitos adversos gastrintestinais que aqueles tratados com DAINEs ndo seletivas
para COX-2, como, indometacina, naproxeno e aspirina, por exemplo. Na espécie
humana, ao contrario da espécie canina, o meloxicam parece nao afetar
significativamente a atividade da COX-1 (VILLEGAS, 2004)

Em estudos prévios, onde se avaliou a margem de seguranca do
meloxicam em caes, observou-se na dose de 1mg/kg/pv, severo efeitos colaterais,
principalmente os relacionados ao trato gastrintestinal (ALENCAR et al, 2002.,
ALENCAR et al, 2003). Assim, em virtude dos resultados obtidos e dando
continuidade a este estudo, realizou-se a presente investigacédo onde reavaliou-se
os efeitos deletérios do meloxicam sobre o trato gastrintestinal, séries sanguineas e
sistema renal, com o intuito de padronizar um modelo experimental cronico de
ulceracdo antro-pilérica por DAINES COX-2 seletiva. A simplicidade do modelo
estabelecido neste estudo, associado a facilidade de execucgao e reprodutibilidade,
justificam sua adogao para o estudo da acgao deletéria, sobre a mucosa gastrica, de
DAINEs.

O protocolo terapéutico do meloxicam alterou, de modo significativo, as

séries branca e vermelha, caracterizadas por eritropenia, leucocitose, neutrofilia e
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linfopenia. Anemia, secundaria a irritacdo e ulceragao gastrica, € achado freqliente
em caes tratados com DAINES (BOOTHE, 2001). Quanto ao aumento no numero de
leucdcitos, tem sido referido que um quadro de leucocitose com neutrofilia, com
desvio a esquerda, pode ocorrer diante de infeccdes, inflamacdo imunomediada,
necrose tissular e severa hemolise (SILVEIRA, 1988). Uma vez que as lesodes
gastricas e duodenais foram muito extensas fica justificada as alteragbes no padréo
celular sanguineo, observadas nos cdes tratados com o meloxicam nesta

concentracao.

Observaram-se alteracbes na taxa de uréia e creatinina. Dessa forma,
80% dos caes tratados com meloxicam (1,0 mg/kg) apresentaram um aumento
significativo nos niveis de uréia, enquanto 30% tiveram, associado a elevegado da
taxa de uréia, alteragcbes consideraveis na taxa de creatinina. As DAINEs, ao
inibirem a génese de importantes prostandides vasodilatadores como, por exemplo:
PGl e PGE,, induzem uma diminuigdo no fluxo sanguineo renal e na taxa de
filtracdo glomerular, podendo causar uma insuficiéncia renal aguda. Ademais, o uso
prolongado de DAINEs tem sido associado com necrose papilar e insuficiéncia renal
cronica (KORE, 1990; KHAN et al, 1988; LOBETTI & JOUBERT, 2000). As
determinagdes dos niveis séricos de uréia e creatinina sao testes de triagem
utilizados na avaliagao da fungao renal (ETTHINGER & FELDMAN, 1997; COELHO
et. al., 2001).

E importante destacar que as alteracdes observadas na série celular
sanguinea e funcao renal podem ser utilizadas para avaliagao sistémica dos efeitos
deletérios provocados pelo meloxicam, nesta nossa proposta de modelo de

ulceragao.

Nao foram observadas alteracbes nas taxas das transaminases (ALT e
AST).

O meloxicam induziu ulceras em 100% dos caes, sendo todas as ulceras
situadas na regido antro-pilérica. LEICONDRE (1999) refere que as ulceras
resultantes da terapia antiinflamatéria, observada por endoscopia, encontram-se
especialmente na regido antro-pildrica, sob a forma de erosées multiplas com pontos
hemorragicos adjacentes. Estando estas evidéncias, portanto, em acordo com os
resultados desta investigagdo com meloxicam. A avaliagao clinica da especificidade

das DAINEs para COX-1 ou COX-2, pode ser baseado no emprego de técnicas que
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permitem observar a toxicidade clinica, como, por exemplo, a endoscopia para
visualizagdo de ulceras gastroduodenais, ou na observacédo de efeitos terapéuticos
de doses antinflamatorias do agente (KULKARNI et al, 2000). O uso da inspecao da
mucosa gastrica por endoscopia no presente estudo, revelou que as lesdes
iniciaram-se ja no quinto dia do inicio do tratamento, indicando que o meloxicam, na
dose utilizada, é precocemente deletério a mucosa e, que esta agao deletéria tende

a aumentar de acordo com o tempo de utilizagéo.

Dados recentes evidenciam que a sintese de prostaciclinas, em humanos,
ocorre primariamente via COX-2. A prostaciclina € um potente vasodilatador e anti-
agregante plaquetario. WALLACE (2001), postulou que a supressao de COX-2 pode
acarretar disturbios na micro-circulagdo gastrintestinal que ocorrem apds a
administracdo de drogas inibidoras seletivas COX-2. Ademais, a aderéncia de
neutrofilos observadas apds a administracdo de DAINEs, pode ser devido a
supressdo de COX-2. A administragcdo de um inibidor seletivo COX-2 (celocoxibe),
causou significante aderéncia de neutrofilos ao endotélio vascular de vénulas
mesentéricas pos-capilar, em ratos, com similar magnitude observada apos a
administragcao de DAINEs convencionais (WALLACE, 2001).

E importante destacar que em experimentos mais recentes, utilizou-se um
analago da prostaglandina (misoprostol) e ndo observamos um efeito citoprotetor
nos caes tratados com meloxicam (1mg/kg/pv). Dessa forma, fazendo-se uma
associacdo destes dados com os resultados descritos por WALLACE (2001),
podemos supor que as acdes deletérias do meloxicam podem esta associadas a
uma relevante supressao da COX-2, com consequente supressdo na producao de

prostaciclinas.

RAINSFORD et al (2003), testando varias DAINEs inibidoras seletivas
sobre COX-1 (Indometacina, Naproxeno e aspirina) em suinos, sob condi¢des
semelhantes as empregadas no presente estudo, observaram que todos os animais
apresentaram ulceras ou lesdes superficiais da mucosa, localizadas no fundo e antro
do estbmago, porém, apenas a indometacina foi capaz de induzir ulceras no ceco. O
meloxicam na dose de 1mg/kg/pv, em caes neste estudo, ndo sé levou ao
desenvolvimento de ulceras localizadas apenas na regido antro-pilorica, como
também foi capaz de causar duodenite em todos os animais. Foi também observado

ulceras duodenais em 20% dos caes. A presencga de ulceras duodenais, pode ter



75

ocorrido pela circulagao entero-hepatica deste farmaco ou pela supressao excessiva
da COX-2. A inibicdo de COX-2 em colite experimental em ratos, resultou numa
marcada exacerbagado da injuria colénica levando a perfuragao intestinal e a morte
(VILLEGAS et al, 2001). Recentemente, um importante papel tem sido sugerido para
COX-2 na reacao da mucosa intestinal para antigenos luminal, que podem,

parcialmente, explicar os danos intestinais causados por inibidores COX-2.

Os achados observados na presente investigagdo podem ser
considerados importantes para o estudo da fisiopatologia gastrintestinal associada a
utilizacdo de DAINEs, podendo, este modelo de ulceragdo, ser empregado para
investigar importantes fatores clinicos implicados no desenvolvimento de Uulceras
gastro-duodenais em outras espécies animais, incluindo o homem. Este estudo abre
também perspectivas para que outras drogas possam ser avaliadas quanto a sua
atividade citoprotetora e/ou anti-ulcerogénica frente a um modelo crbénico de

ulceragao.

TERCEIRA ETAPA: Avaliagdo do efeito citoprotetor do extrato etandlico de

momordica charantia sobre lesdes gastricas induzidas por meloxicam, em caes.

Momordica charantia, tem sido testada como agente citoprotetor em
modelos agudos de ulceragdo em ratos e camundongos (LEITE et al, 2004.,
GURBUZ et al 2000), tendo sido efetiva na prevencao destas lesbes nos modelos
utilizados. No entanto nao foi realizado, até a presente data, nenhum experimento
com M. charantia, utilizando a espécie canina como modelo. Ademais, também nao
foi encontrado na literatura, qualquer referéncia relativa a inducdo de ulceracao

cronica utilizando um antiinflamatorio seletivo COX-2.

Neste estudo, foi utilizado o meloxicam (DAINE inibidora seletiva COX-2),
como droga indutora de lesdes gastricas cronicas em caes. Inicialmente utilizou-se o
meloxicam na dose de 1mg/kg para inducédo das lesdes. Porém, foi verificado que,
embora o grupo de caes tratados com a associagao do meloxicam e misoprostol
(citotec) ou EE de M. charantia na dose de 100mg, estes tratamentos nao foram
capazes de prevenir o aparecimento de lesdes ulcerativas graves nos cées desses
grupos. Uma vez que o misoprostol, droga de referéncia na protegcao gastrintestinal

de lesbes induzidas por DAINEs (RANG et al, 2001), ndo demonstrou nenhuma
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acao preventiva, ndao sendo possivel concluir que o EE n&o possuia atividade

citoprotetora.

Foi, entdo, realizado um novo experimento com o objetivo de verificar se o
meloxicam na dose de 0,5mg/kg, seria capaz de induzir lesdes gastricas em cées,
partindo-se da premissa que a dose de 1mg/kg estaria sendo extremamente
agressiva a mucosa gastrica, ndo permitindo que as drogas testadas exercessem
suas atividades farmacoldgicas. Uma outra hipétese formulada seria a de que o
meloxicam n&o atuasse na espécie canina, via prostaglandinas, como a maioria das
DAINEs (SIMON, 1999),

Os resultados obtidos demonstraram que o meloxicam na dose de 0,5
mg/kg induziu ulceragcbes gastricas em 100% dos animais do grupo. Quando
comparado com a dose de 1mg/kg, os sintomas clinicos e as lesdes

gastroduodenais foram mais brandos.

Uma vez confirmado o poder ulcerativo do meloxicam na dose de
0,5mg/kg, o experimento foi repetido, utilizando-se a mesma metodologia utilizada

com a dose de 1mg/kg.

Os resultados obtidos demonstraram que o misoprostol ndo foi capaz de
proteger a mucosa gastrica, provavelmente pelo fato do meloxicam produzir injuria a
mucosa por mecanismo nao diretamente relacionados ao bloqueio na génese das

prostaglandinas.

No grupo tratado com o EE 100mg/kg, dois caes nao apresentaram
sintomatologia clinica e nem ulceragdes gastricas. .Ademais, um cdo sintomatico
apresentou apenas ulceragdes superficiais no duodeno, com integridade da mucosa
gastrica. Em outro experimento realizado, onde utilizamos o método da ligadura
pilérica em caes, foi observado um excesso de produgdo de muco nos animais
tratados com EE nas doses de 100 e 500mg/kg. LEITE et al (2004), utilizando a
dose de 100mg/kg de M. charantia em camundongos, observaram aumento do teor
de proteinas do muco em todos os modelos utilizados (etanol,indometacina, acido
acetil salicilico,e agente necrosante), este aumento foi acompanhado de hipertrofia
das células mucosas. Baseado nos achados de LEITE et al, 2004 e na citoproteg¢ao
conferida neste experimento pelo EE, podemos hipotetizar que o extrato EE de M.
charantia exerce sua atividade citoprotetora, atuando através da estimulacdo das

células produtoras de muco, ativando a génese das PGs. A secrecao local de PGs
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da série E; € um importante mecanismo de defesa, promovendo o aumento da

producdo de muco, bicarbonato, fluxo sanglineo e reepitelizagdo (WALLACE,2001)

Embora conferindo citoprotecdo, o EE n&o foi capaz de minimizar as
alteragdes observadas na série celular sanguinea, porém nao produziu alteragdes
na fungéo renal. No sistema renal, as prostaglandinas, em especial PGl, e PGE;, em
decorréncia de sua atividade vasodilatadora, apresentam fundamental importancia

no fluxo sanguineo, e, por conseguinte, em sua homeostasia (Rocha, 2001).

QUARTA ETAPA: Avaliagéo da agao do EE de M. charantia sobre os parametros da

secrecgao gastrica em caes.

Para este estudo da avaliacdo da agdo do EE de M. charantia sobre os
parametros da secregao gastrica em cées, utilizamos o modelo da ligadura pilorica.
Este modelo ideal por inferir o mecanismo pelo qual uma droga funciona como
agente anti-ulcerogénico. (GOEL & BHATTACHARYA, 1991).

Foram avaliadas as alteragdes no volume, pH, acidez e atividade péptica
em caes nao tradados (controle), tratados com ranitidina e EE nas doses de 100 e
500mg/kg. No presente estudo, nés encontramos que EE de M. charantia nas doses
utilizadas n&o induziu mudangas significativas em relagdo ao volume e ao pH,
quando comparados ao grupo controle. No entanto, observou-se que estas doses
induziram um aumento significativo da acidez total e a atividade péptica, em relagao

ao grupo controle e ao grupo ranitidina.

O alto nivel de acidez e de atividade péptica, encontrados nos grupos que
receberam EE demonstra que nestas circunstancias, somente uma excelente
protecdo na superficie da mucosa pode evitar a agéo digestiva da secrec¢ao péptica.
De acordo com os achados de LEITE et al. (2002) o EE de M. charantia na dose de
100mg, elevou significativamente o teor de proteinas totais do muco gastrico, com
hipertrofia das células mucosas, conferindo gastroprotecdo relacionada a
citoprotecdo produzida pelo extrato. Segundo LI et al. (2000), a estimulagdo da
sintese de 5-HT(,) pelo EE obtido de frutos de M. charantia, ocorre , possivelmente
através dos receptores 5-HT(2C) e 5HT(2B), os quais, por seu turno, aumentam a

sintese de prostaglandinas (PGs). O aumento da sintese de PGs consequentemente
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leva ao aumento na produgcado do muco, bicarbonato e aumento do fluxo sangtuineo,

conferindo citoprotegéao.

O aumento significativo da acidez total e de atividade péptica encontrados
nos grupos que receberam EE indica que acdo citoprotetora de M. charantia, pode
estar relacionada a outros mecanismos nao relacionados a neutralizacdo acida ou

acao anti-secretora.

QUINTA ETAPA: Avaliagédo da atividade do EE de M. charantia sobre os parametros
da secregao gastrica e transito gastrintestinal (in vivo) e da atividade antioxidante (in
vitro).

Neste estudo, o extrato etandlico de M. charantia obtido de partes aéreas,
foi testado para verificar sua agdo sobre a secregdo gastrica e transito
gastrintestinal. Os resultados obtidos no grupo de animais tratados com a dose de
500mg/kg mostram que o EE de M. charantia, produziu um aumento do transito
intestinal, ndo dose dependente, uma vez que esta dose, foi a Unica que apresentou
diferengas significativamente maiores em relagdo ao grupo controle. Ademais, sua
acao sobre o aumento no transito intestinal parece nao sofrer acdo da atropina, pois
a associagao desta droga as doses de 500 e 1000 mg néo interferiu na agao proé-
cinética do EE. A atropina € um antagonista competitivo das a¢des da acetilcolina
(ACh) e outros agonistas muscarinicos, compete com estes agonistas por um local
de ligacdo comum no receptor muscarinico Como o antagonismo da atropina é
competitivo, pode ser anulado se a concentragdo da ACh ou agonistas colinérgicos
nos locais receptores do 6rgao efetor for aumentado suficientemente (LEE et al,
2005a, LEE et al, 2005b). Baseado nos resultados obtidos que demonstraram que o
efeito pré-cinético do EE nao foi abolido pela associacdo do sulfato de atropina,
podemos supor que ele ndo exerga agao antagonista nos recptores muscarinicos,
elevando a concentracado da acetilcolina. LI et al. (2000), postularam que momordin
Ic, acelera o ftréansito intestinal por estimulacdo da sintese de 5-HT (5-
hidroxitriptamina). Os receptores 5-HT4 estdo presentes nos terminais nervosos
colinérgicos do tubo digestivo e sua ativagdo provoca aumento da liberacdo de
acetilcolina e estimulagao peristaltica. Embora ndo se tenha utilizado, neste estudo,

o EE fracionado, podemos supor que o mecanismo pelo qual o EE provocou
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aumento o aumento da atividade do transito Gl, possa esta relacionado a presenca

de momordin lc.

Neste estudo nés demonstramos a atividade pro-cinética de M. charantia,
sugerindo que este extrato tem potencial para ser utilizado no tratamento nas
desordens de motilidade do trato intestinal. Este achado €& particularmente
importante em virtude da cisaprida, que foi muito usada no tratamento de disturbios
da motilidade gastrintestinal nos anos 90, foi recentemente removida do mercado,
devido a efeitos cardiovasculares. Entretanto, estudos sdo necessarios para isolar o
componente efetivo desta atividade, para elucidar o mecanismo de acao e avaliar o
potencial do EE de M. charantia, como agente terapéutico para tratamento de

desordens da motilidade gastrintestinal.

O modelo da ligadura pilérica € um modelo ideal por inferir o mecanismo
pelo qual uma droga funciona como agente anti-ulcerogénico. Ulceras gastricas
induzidas por ligadura pilérica ocorrem pelo aumento de acido e pepsina devido a
obstrucao pildérica e subsequente digestdo da mucosa. Uma grande quantidade de
muco € secretada durante o dano superficial e provém um favoravel micro-
envolvimento no reparo. Portanto, o calculo estimativo da secrecédo acida, secregao
péptica e do muco é uma valiosa parte do estudo para clarear o mecanismo de acao
de droga sob teste (GOEL & BHATTACHARYA, 1991).

No presente estudo, ndés encontramos que EE de M. charantia nao
induziu mudancas significativas em relagado ao volume e ao pH, porém, observou-se
que na dose de 500mg o pH produzido pelo EE (3,7) foi superior ao da ranitidina
(3,53) e ao do grupo controle (3,11). No tocante a acidez total e a atividade péptica,
as doses de 100 e 500mg do EE induziu aumento significativo destes valores em
relacdo ao grupo controle. Este fato pode ser explicado pelos resultados obtidos no
teste do transito intestinal, onde o EE parece exercer uma agao agonista, com
aumento de liberacdo da acetilcolina. O aumento da liberacdo de ACh estimula a
secrecao de todos os tipos celulares secretores nas glandulas gastricas, incluindo a
secrecao de pepsinogénio pelas células pépticas, de acido cloridrico pelas células

parietais e de muco pelas células mucosas.

Embora, neste estudo, o EE de M. charantia tenha induzido o aumento
dos fatores agressores da mucosa gastrica (acido e pepsina), LEITE et al (2004) e

GURBUZ et al (2000), demonstraram que o EE desta planta, obtidos de partes
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aéreas e frutos, possui atividade anti-ulcerogénica em varios modelos de ulceracao.
A acéo citoprotetora de M. charantia, pode estar relacionada a outros mecanismos
nao relacionados a neutralizacido acida ou ag¢ao anti-secretora. O alto nivel de acidez
total e de atividade péptica encontrados nos grupos que receberam EE demonstra
que nestas circunstancias, somente uma excelente protegdo na superficie da
mucosa pode evitar a agao digestiva da secregao péptica. De acordo com os
achados de LEITE et al. (2004) o EE de M. charantia na dose de 100mg, elevou
significativamente o teor de proteinas totais do muco gastrico, com hipertrofia das
células mucosas, conferindo gastroprotecdo relacionada a citoprotegao produzida
pelo extrato. Segundo LI et al. (2000), a estimulagéo da sintese de 5-HT ) pelo EE
obtido de frutos de M. charantia, ocorre , possivelmente através dos receptores 5-
HT(2C) e 5HT(2B), os quais, por seu turno, aumentam a sintese de prostaglandinas
(PGs). O aumento da sintese de PGs consequentemente leva ao aumento na
producdo do muco, bicarbonato e aumento do fluxo sanguineo, conferindo

citoprotecao.

Uma vez que o EE néo aboliu os fatores agressores da mucosa gastrica,
resolvemos verificar se sua agao citoprotetora estava relacionada a alguma atividade
antioxidante. No entanto, o EE demonstrou possuir baixa atividade. Um grande
variedade de modelos experimentais utilizando DAINEs na indugdo de lesdes
gastrintestinais, demonstram que estas lesbes podem ser reduzidas por agentes que
facilitem a captura de radicais livres (VAANANEN et al, 1991.,WALLACE et al, 1994.,
VILLEGAS et al, 2001).
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CONCLUSAO GERAL

Os experimentos realizados neste trabalho de tese permitiram estabelecer

as seguintes conclusoes:

1. As gastropatias sado freqlientes em caes nao domiciliados na
cidade de Fortaleza. Outros levantamentos devem ser realizados com a
finalidade de contribuir para a saude publica, uma vez que, as lesdes ulcerativas

observadas, podem ter como agente etioldgico a bactéria Helicobacter pilory.

2. Foi possivel estabelecer um modelo cronico de ulceragao antro-

pilérica induzida por DAINE COX-2 seletiva (meloxicam).

3. O EE de M. charantia na dose de 100 mg/kg, exerceu efeito
gastroprotetor em caes, quando se utilizou o meloxicam na dose de 0,5 mg/kg

na indugao de ulceras gastricas.

4. EE de M. charantia dose de 500mg/Kg, exerce uma agao proé-

cinética sobre o transito gastrintestial.

5. A acéo citoprotetora do EE de M. charantia pode estar associada
a outros mecanismos nao relacionados a simples neutralizagao acida, agao anti-

secretora ou atividade antioxidante.
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PERSPECTIVAS

M. charantia demonstrou ter uma agao pro-cinética sobre o transito
gastrintestinal, abrindo uma nova perspectiva para sua utilizagdo nas desordens de
motilidade do trato intestinal. O baixo indice de lesdes observadas nos estdbmagos
dos cées tratados com o EE de M. charantia associado ao meloxicam (0,5mg),
demonstra que o referido extrato possui propriedade gastroprotetora em lesdes
induzidas por DAINEs.

Os resultados obtidos neste estudo sdo bastante promissores, porém,
novas pesquisas devem ser realizadas para abordar outros esquemas de dosagens
do EE de M. charantia no modelo de ulceragdo empregado, bem como isolar os
constituintes que possam estar associados a sua agao pré-cinética e
gastroprotetora. Embora tenha sido observado que o mecanismo de gastroprotegéo
exercido por M. charantia nao se encontra relacionado a neutralizagao acida,
atividade anti-secretora ou antioxidante, outros estudos devem ser realizados para
confirmar a hipotese de que este mecanismo esteja relacionado ao aumento da

sintese das prostaglandinas.
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LesoOes gastricas em caes nao domiciliados na cidade de Fortaleza, Ceara
Gastric lesions in houseless dogs at the city of Fortaleza, Ceara

ALENCAR’, M. M. A, NUNES-PINHEIRO, D.C.S., GIRAO, M.D., JATAI, I.

Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Veterinarias

Faculdade de Veterinaria / Universidade Estadual do Ceara

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a presencga de lesdes gastricas
em céaes errantes da cidade de Fortaleza. Foram utilizados 257 cées oriundos do
canil do Centro de Zoonoses, entre outubro e novembro de 2004. Os estdmagos
foram removidos, abertos ao longo da curvatura maior, lavados, enxugados e
avaliados macroscopicamente. As lesdes gastricas foram agrupadas de acordo com
a localizagdo anatbmica. Os resultados demonstraram que 24,51% dos animais
apresentavam lesdes gastricas, sendo 26,9% machos e 23,5% fémeas, localizadas
no corpo (51%), antro (19%) e fundo (8%) do estébmago. As Ulceras gastricas
(15,5%) e as petéquias (5,7 %) foram as lesbes mais frequentes. Conclui-se que as
gastropatias sdo bastante comuns em caes nao domiciliados na cidade de Fortaleza
e devem ser consideradas de importancia clinica e epidemioldgica, embora de

causas desconhecidas.

Unitermos: cades nado domiciliados, lesbes gastricas, avaliagao

macroscopica.

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the presence of gastric
lesions in dogs of the city of Fortaleza, Cear4, Brazil. It was utilized 257 dogs coming
from the Canil of Zoonosis Center, between October and November 2004. The
stomachs were removed, opened of the greater curvature, washed, dried and
evaluated macroscopically. The gastric lesions were set according to the anatomic
localization. The results demonstrated that 24,51% of the animals presented gastric
lesions, 26,9% males and 23,5% females, localized at the body (51%), the antrum

(19%) and the fundus (8%) regions of stomach. The gastric ulcers (15,5%) and the
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petechiaes (5,7%) were the lesions more frequents. The gastrophaties are common
in houseless dogs at city of Fortaleza and can be considered of clinical and

epidemiological importance although of cause unknown.

Keywords: houseless dogs, gastric lesions, macroscopical evaluation.

Introducgao

As patologias gastricas em caes sao frequentes na clinica médica
veterinaria, sendo a gastrite aguda, gastrite crénica por Helicobacter spp, gastrite por
corpo estranho e ulceragdes gastricas as mais comuns. A gastrite atréfica e as
neoplasias gastricas ndo sao frequentes nesta espécie. As gastrites e ulceragdes
gastricas estdo associadas a varias alteracdes sistémicas '>'®. O estresse é um fator
importante no desenvolvimento destas patologias em cées e, consequentemente,
animais internados, confinados em espacgo limitado e debilitados sdo altamente
susceptiveis a desenvolverem Ulceras gastricas e gastrite aguda. Outro fator
fortemente associado a etiologia das gastropatias nesta espécie inclui a utilizagao de

drogas antiinflamatérias néo esterdides (DAINEs). 121

As lesbes gastricas ocorrem pela incapacidade da barreira mucosa
gastrica em se proteger, ndo apenas do acido gastrico normal, mas também de
acidos gastricos biliares e outras substancias lesivas. A presenga e grau de leséo a
mucosa parecem ser determinados quando existe desequilibrio entre os fatores
agressivos (secregao acida) e protetores (mucosa gastrica). Portanto, qualquer
agente que possa estimular a liberacdo de fatores protetores pela mucosa gastrica,
tais como secrecéo de bicarbonato e muco, aumento do fluxo sanguineo, aceleragéo
da proliferacdo de células mucosas, aumento de monosfofato ciclico de adenosina
(cAMP), formacao de fosfolipideos, dentre outros, podera ser considerado agente
citoprotetor’. Varios sinais clinicos estdo associados a estas patologias, como
anorexia, nauseas, perda de peso, polidipsia e melena. O diagnostico das patologias
gastricas € realizado através do histérico, exame fisico, radiografias simples e

contrastada, endoscopia, bidpsia e exame histopatoldgico. '8

Embora extremamente comuns e ocorrendo em todas as fases da vida do
animal, ndo ha, no Ceara, relatos ou levantamentos sobre a prevaléncia de lesdes

gastricas em cades. Considerando a importancia clinica e epidemiologica dessas
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afeccdes, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca lesdes gastricas em

caes errantes da cidade de Fortaleza.

Material e métodos
Animais

Os caes sem raga definida (SRD) foram apreendidos em diversos bairros
da cidade de Fortaleza, Ceara, pela equipe de captura do canil do Centro de
Zoonoses. Apds a captura, os cdes permaneceram em canis comunitarios por um
periodo de aproximadamente uma semana, sendo posteriormente destinados ao
procedimento de eutanasia. O canil do Centro de Zoonoses da cidade de Fortaleza

captura por més, cerca de 1.200 caes errantes nos diferentes bairros da cidade.

Esta investigagdo foi conduzida durante os meses de outubro e novembro
de 2004 e foram utilizados 257 caes, sendo 153 machos e 104 fémeas. Os caes
foram fornecidos para o estudo a medida que iam sendo sacrificados pelos
profissionais do canil, ndo havendo interferéncia por parte dos pesquisadores. Cerca
de 20 animais foram eutanasiados e necropsiados aleatoriamente a cada visita ao
canil. Para o procedimento de eutanasia foi utilizado tiopental sédico (25 mg/kg/pv),

seguido de cloreto de potassio, ambos por via endovenosa.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Estadual do Ceara.

Avaliacao Macroscopica

Os animais destinados ao estudo foram encaminhados a sala de
necrépsia, onde, procedeu-se a abertura da cavidade abdominal com o auxilio de
bisturi e tesoura. Os estdbmagos foram removidos e abertos ao longo de sua
curvatura maior, lavados em agua corrente, enxugados e avaliados quanto a
presenca de lesdes. A avaliacdo macroscopica baseou-se principalmente na
observagao dos seguintes achados: alteragao na coloragdo da mucosa, presenca de
edema, perda de pregueamento, presenca de nodulos, hemorragias, petéquias
hemorragicas e lesdes superficiais ou profundas na mucosa. As lesdes gastricas
foram agrupadas de acordo com a sua localizagdo anatdbmica nas regides cardia,

corpo, fundo, antro e piloro.
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Analise estatistica

O célculo da amostra foi baseado em estudo de YAMASAKI et al*® que
observaram prevaléncia de 20% para gastrites. A precisdo absoluta e intervalo de

confianca foram de 5%"".

Resultados

Na avaliagdo macroscopica da mucosa gastrica dos 257 caes observou-
se a presencga de lesdes em 63 animais, representando 24,51%. Levando-se em
consideragao o sexo, 26,9% dos machos apresentaram gastropatias, enquanto que

as fémeas representaram 23,5% (Tab. 1).

A localizagdo mais frequente das lesbdes foi na regido do corpo (51%),
seguida pela regido antral (19%) e fundo do estémago (8%) (Tab. 2). Ndo foram
encontradas lesdes na regido pilorica. Estas lesbes apresentaram-se de formas
diversificadas, porém as ulceras gastricas (Fig.1) e as petéquias (Fig.2) foram as
lesbes mais encontradas, com percentuais de 15,5% (n= 21) e 5,7 % (n= 15),
respectivamente. Outras alteragcdes foram observadas, tais como: coloragao alterada
da mucosa (2,3%); perda de pregas da mucosa (0,3%, Fig. 2); descamagao de

mucosa (0,7%); hemorragias (1,1%,); ndédulos (2,7%,) e laceragdes (1,5%) (Tab. 3).

Discussao

As patologias gastricas possuem alta prevaléncia em caes e sao
induzidas por varios fatores: indiscricbes alimentares, infec¢des bacterianas e virais,
parasitos, drogas antiinflamatérios esterdides e DAINEs, produtos quimicos,

neoplasias ou doengas paraneoplasicas, doencas metabdlicas e estresse.'®

Em 25% dos caes foi verificada a existéncia de algum tipo de gastropatia,
independente do sexo. Corroborando com os resultados encontrados pelo presente
trabalho, YAMASAKI et al.22, utilizando a técnica de endoscopia, encontraram
prevaléncia de 20% de lesbes gastricas em caes clinicamente saudaveis e 25% dos
caes com doenga primaria gastrintestinal. Neste trabalho, as lesdes, em sua maioria,
estavam localizadas na regido do corpo do estdmago, podendo estar associadas

com as células parietais que secretam pepsina e acido cloridrico.
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Embora sejam escassas as referéncias a este tipo de prevaléncia na
literatura, € sabido que as gastropatias sdo mais comuns do que é relatado,
podendo resultar de qualquer condicdo que cause um desequilibrio entre os
mecanismos de defesa da mucosa®. Dentre os fatores que podem ocasionar um
desequilibrio nos mecanismos de defesa da mucosa, a privagao alimentar por um
longo periodo € importante, uma vez que acarreta uma maior produgao de acido
gastrico e, favorece o aparecimento de lesdes gastricas’. Este pode ser um dos
fatores que contribuiu para o elevado indice de lesbdes gastricas encontradas nos

animais nao domiciliados.

O estresse é outro fator importante no desenvolvimento de lesbdes
gastricas, pois contribui para o aumento da liberagdo de acido e pepsina,
decréscimo na secrecdo do muco, alteracdo nos esterdides e catecolaminas,
hipotensdo seguida por dano isquémico na mucosa gastrica e alteragdes na sintese
de prostaglandinas. Alguns destes eventos sao controlados pelo sistema nervoso
central & " 12152123 "\ | ARD et al.?®, utilizando a investigagdo endoscopica,
relataram que 48,5% dos caes que participavam de corridas apresentavam gastrite,
ulceragao, erosao ou hemorragia. Estas lesées foram verificadas apds cinco dias do
inicio das competi¢cées, demonstrando a importancia do estresse na etiologia das

gastropatias nessa espécie.

As Ulceras foram as lesdes encontradas com mais frequéncia (15,5%),
acometendo 21 caes. A ulceragao gastrica na espécie canina parece ser muito mais
comum do que se supunha antes do uso amplo da endoscopia como ferramenta de
investigacdo direta da mucosa gastrica'®. As lesdes ulcerativas sdo consideradas
benignas, ocorrendo no local em que o epitélio da mucosa foi exposto a agdo do
acido gastrico e da pepsina. O excesso de producao de acido gastrico ou um defeito
na fungéo da barreira mucosa pode causar uma faléncia nos mecanismos de defesa,

6 Estas lesbes s&o raramente

resultando no aparecimento de ulceracdes®
primarias, podendo refletir uma variedade de etiologias, tais como: enfermidades
sistémicas, estresse, uso de medicamentos ulcerogénicos, particularmente as
DAINEs, radicais livres derivados do oxigénio e presenca de Helicobacter pylori * '*
20.

Embora este trabalho ndo tenha tido por objetivo pesquisar a etiologia das

gastropatias, pode-se supor que as lesbes encontradas nos animais foram de
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etiologia associada principalmente ao estresse, uma vez que, na sua maioria, estes
caes nao tinham domicilios, e apds a apreensao passaram por um periodo de
confinamento de aproximadamente uma semana. Vale salientar que durante esta
fase, os cades permaneceram em canis comunitarios, com superlotacdo e pouca

oferta de alimentos.

Uma outra hipétese para a causa destas patologias seria a presencga de
bactérias do género Helicobacter. H. pylori tem sido investigada como possivel
causadora de gastrite e ulceragdes em caes e gatos, assim como em humanos.
Bactérias semelhantes a Helicobacter foram identificadas em diferentes estudos,
com indice de variagao entre 61 a 80% de caes com sintomas de vOmitos e de 67 a

86% dos animais sadios >*""

Os resultados apresentados indicam a relevancia do assunto pesquisado
e a contribuicdo para os médicos veterinarios que devem levar em consideracédo a
possibilidade da presengca de lesdes gastricas em cdes domiciliados, antes da
indicagdo de tratamento que possa exacerbar danos a mucosa gastrica. Conclui-se
que as gastropatias sao freqlentes em cées nado domiciliados na cidade de
Fortaleza. Outros levantamentos devem ser realizados com a finalidade de contribuir

para a Saude publica.

Tabela 1 - Distribuicdo de lesdes gastricas em caes oriundos do canil do Centro de
Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara, nos meses de outubro e novembro de
2004.

Lesodes
Presenga Auséncia Total
Sexo
N % N % N
Macho 38 61% 126 65% 165
Fémea 25 39% 68 35% 90

Total 63 100% 194 100% 257
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Tabela 2 - Localizagao das lesdes gastricas em caes oriundos do canil do Centro de

Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara.

Localizagao das lesdes

Locais Antro N° Corpo N° Fundo N° Total N°
Sexo
Macho 10 24 4 38
Fémea 4 18 3 25
Total 14 42 7 63

Tabela 3 - Classificagdo macroscopica das lesbes gastricas de caes oriundos do

canil do Centro de Zoonoses do municipio de Fortaleza, Ceara.

Macho Fémea Total
Achados macroscépicos N N N
Coloragéo alterada da mucosa gastrica 3 3 6
Perda de pregas da mucosa gastrica 1 0 1
Descamagédo da mucosa gastrica 2 0 2
Petéquias hemorragicas 2 2 4
Petéquias 6 7 13
Hemorragia 1 2 3
Ulceras 15 6 21
Nodulos 5 3 8
Laceracgbes 3 2 5

Total 38 25 63
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Fig 1 — Fotografia do estdémago (c&o), apresentado petéquias difusas no corpo (A) e perda do pregueamento da
mucosa (B).

Fonte: Alencar 2004
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Inflammation and its Modulation by NSAIDs: risks and benefits — review

ALENCAR, M.A .A, NUNES-PINHEIRO., ROCHA, M.F.G.

RESUMO

A inflamagdo € um processo dependente da interacdo de varios
mediadores que, agindo em conjunto, induzem modificagbes morfolégicas e
funcionais peculiares ao processo, tais como eritema, rubor, edema, dor e perda da
funcdo. Dentre os mediadores da inflamac&o, em uso clinico, os antinflamatérios nao
esterdides (AINEs) sdo mais especificos na inibicdo da sintese das prostaglandinas
e, por conseguinte, causam e o diminuicdo do processo inflamatério. Estas drogas
sdo bastante utilizadas na medicina veterinaria e seu uso indiscriminado esta
associado a efeitos colaterais graves, principalmente relacionados ao trato
gastrintestinal e sistema renal.. As DAINEs constituem uma importante ferramenta
farmacoldgica utilizada na rotina da clinica veterinaria e o objetivo desta revisao foi
chamar a atengcdo de se considerar os efeitos deletérios das DAINEs ao se

estabelecer um procedimento terapéutico.

Palavras-chave: Inflamacao, DAINEs, efeitos colaterais

ABSTRACT

Inflammation is a dependent interaction process of some mediators which,
acting together, induce some peculiar morphologic and functional modifications to the
process, such as: erythema, heat, oedema, pain and loss of the function. Amongst
the inflammation mediators, regarding the clinical use, the NSAIDs are more specific
in the inhibition of the prostaglandins synthesis. Therefore, they reduce the
inflammatory process. These drugs are widely used in veterinary medicine and its

indiscriminate use is associated to several collateral effects, which the ones related
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with the gastrointestinal and renal systems are more prevalent. The NSAIDs
constitute an important pharmacological tool in the veterinary medicine clinical
routine and the objective of this review is to focus the importance of considering the

deleterious effects of the NSAIDs in order to establish a therapeutical proceeding.

Key words: Inflammation, NSAIDs, collateral effects

INTRODUGAO

A inflamagcdo €& um processo dependente da interacdo de varios
mediadores que, agindo em conjunto, induzem modificagbes morfoldgicas e
funcionais peculiares ao processo, tais como eritema, rubor, edema, dor e perda da
funcdo. Esses mediadores pro-inflamatdrios sao tanto de origem tissular, como por
exemplo, os eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de
ativacdo plaquetaria, aminas vaso ativas (histamina e serotonina), citocinas proé-
inflamatorias (IL-1, IL-8, TNF-a IFN-a), 6xido nitrico, como de origem plasmatica,
aqui representados como os componentes do sistema complemento, sistema de
coagulagao, sistema fibrinolitico e pelas cininas (BOOTHE, 2001; ROCHA, 2001.,
CARVALHO et al, 2002).

Dentre os mediadores da inflamagao, em uso clinico, os antinflamatérios
nao esterdides (AINEs) sdo mais especificos na inibicdo da sintese das
prostaglandinas, e, por conseguinte, diminuindo o processo inflamatério. Estes
farmacos sao bastante utilizados em medicina veterinaria e seu uso indiscriminado
estd associado a uma série de efeitos colaterais, estando a maioria deles
relacionados ao trato gastrintestinal e sistema renal. Uma vez que os AINEs
constituem uma ferramenta farmacolégica importante na rotina clinica veterinaria,
esta revisdo tem por objetivo atentar ao profissional quanto aos seus efeitos

deletérios ao se estabelecer uma conduta terapéutica.

DESENVOLVIMENTO
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Dentre os mediadores quimicos da inflamagao, os eicosandides, em
particular as prostaglandinas (PGs), tém um papel de destaque, uma vez que sdo o
principal sitio de acdo dos AINEs. Por conseguinte, sera feita uma breve descrigao
desses mediadores proé-inflamatérios, enfocando sua biossintese, principais acoes
bioldégicas e modulagdo farmacoldgica (CARVALHO et al, 2002), assim como uma

breve revisio dos antiinflamatoérios ndo esteroides.

Eicosanodides

Biossintese

Os eicosandides nado estdo localizados ou armazenados em
compartimentos teciduais, ou seja, eles sdo prontamente produzidos a partir de
fosfolipidios. Por conseguinte, sua liberagao, por diferentes tipos celulares, reflete o
aumento imediato na sua sintese, a partir de precursores de acidos graxos
disponiveis (TASAKA, 1999; BOOTHE, 2001).

O acido araquidénico € um acido graxo essencial, sendo incorporado por
ligacao éster a fosfolipidios de membranas celulares e pode estar contido em outros
lipidios complexos, como os trigliceridios. Os fosfolipidios celulares liberam acido
araquidénico em resposta a enzima fosfolipase A; e outras acidolases. Estas
enzimas sao ativadas por uma série de estimulos fisiologicos, farmacologicos e
patolégicos. Apos a liberagdo, o acido araquidénico é submetido a rapido
catabolismo oxidativo, através de duas vias enzimaticas distintas envolvendo as
enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase. A lise do acido araquidbnico pela
COX origina as prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, ao passo que a
lipoxigenase esta envolvida na biossintese dos leucotrienos (NEWCOMBE, 1988;
TASAKA, 1999; BOOTHE, 2001).

A sintese das prostaglandinas comega com os eventos de oxigenagao e
ciclizacdo do acido araquiddnico, que sao catalisados pela enzima COX. O produto
imediato destes eventos é a sintese de endoperdxidos, altamente instaveis como,
por exemplo: PGG;, que se transforma imediatamente em PGH, Os endoperéxidos
sofrem biotransformagdes originando diferentes tipos de prostaglandinas (PGDo,
PGE; e PGF;). Ademais, o endoperoxido PGH, origina ainda outros mediadores pro-

inflamatodrios, tais como tromboxano A; e prostaciclina, que sao altamente ativas,
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mas possuem estruturas que diferem um pouco das prostaglandinas (VANE, 1971;
TASAKA, 1999).

Por volta da década de 1980, foi descoberta a existéncia de dois tipos de
COX, denominadas de COX-1 e COX-2. Assim, os mediadores originarios da lise do
acido araquidonico pela COX-1 (enzima constitutiva), expressa em muitos tecidos,
estdo representados principalmente pelas prostaglandinas envolvidas na fisiologia
renal, gastrintestinal e cardiovascular e do trato reprodutor. Por outro lado, a
atividade da COX-2 (enzima induzida), presente em células inflamatodrias, leva a
sintese de prostaglandinas relacionadas ao processo inflamatério (GRISWOLD &
ADAMS, 1996; CROWFORD, 1997)

O metabolismo do acido araquidbénico, através da via enzimatica das
lipoxigenases, em especial a 5-lipoxigenase, a exemplo do observado com a via
COX, leva a sintese de um fator instavel, denominado leucotrieno A4 (LTA4). Esse
eicosandide, tanto pode ser convertido em LTB4, como da origem aos cisteinil-
leucotrienos (LTCy4, LTD4, LTE4 € LTF4) (BOOTHE, 2001).

Acdes Biologicas

Os prostandides, em especial as prostaglandinas, encontram-se
intrinsecamente implicados na dinamica do processo inflamatério, que cursa com
eventos vasculares e celulares que, por sua vez, predispdéem o surgimento dos
sinais classicos da inflamacdo. A fase vascular caracteriza-se, inicialmente, por
dilatacdo arteriolar, especialmente desencadeada via PGIl, PGD, e PGE,, que
proporciona aumento no fluxo do sangue, seguido de estase sanguinea, aumento na
permeabilidade venular pds-capilar e, por ultimo, exsudacao plasmatica, carreando
para os tecidos componentes dos sistemas complemento, da coagulagéo,
fibrinolitico e das cininas. Concomitante, ha a ativagdo dos eventos celulares com a
participacdo efetiva das células polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos), mononucleares (monécitos, macrofagos e linfocitos) e mastécitos e seus
respectivos mediadores pré-inflamatérios (TASAKA, 1999; BOOTHE, 2001).

No que diz respeito ao envolvimento de prostaglandinas na dor
inflamatdria, sabe-se que este processo € iniciado com a sensibilizacdo de

nociceptores, pelas PGl,, PGE1 e PGE;, tornando-os mais responsivos aos agentes
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algicos enddégenos, como bradicinina e histamina. Nesse sentido, tem sido referido
que a PGil; relaciona-se com a hiperalgesia imediata e de curta duragéo, enquanto a
PGE, com a dor de agao prolongada, que pode persistir por um periodo de até seis
horas (PAPICH, 1997).

No decorrer do processo inflamatério, certos agentes deletérios, como as
endotoxinas bacterianas, fazem com que os macréfagos liberem o pirégeno
enddgeno, interleucina-1 que, por sua vez, é capaz de estimular a sintese de PGE,,
que causa a elevagédo do ponto de ajuste da temperatura corporea (FELDMAN &
McMAHON, 2000, BOOTHE, 2001).

Modulagao Farmacoldgica

Ha dois grandes grupos de antinflamatérios em uso clinico: drogas
antinflamatérias  esterdides, representados pelos glicocorticoides, e drogas
antinflamatérias nao-esterdides (AINES), que agem inibindo a sintese de
prostandides, por mecanismos distintos (RANG et al., 1996b; BOOTHE, 2001).

Em decorréncia da estreita correlacdo entre os mediadores pro-
inflamatorios, seja de origem celular ou plasmatica, torna-se dificil conter a evolugéo
da inflamagao pelo simples uso de antagonistas especificos de um ou outro destes
agentes ativos. Contudo, do ponto de vista clinico, em decorréncia da importancia
dos eicosandides na dindmica desse processo, 0s sinais e sintomas da inflamacgao
sao melhores modulados por farmacos que interferem na sintese destes mediadores
pré-inflamatoérios, como os AINEs e os glicocorticéides (CONLON, 1988; RANG et
al., 1996b; TASAKA, 1999; ROCHA, 2001; BOOTHE, 2001).

Os glicocorticoides atuam inibindo a génese dos eicosandides, através da
indugao da sintese de uma proteina especifica, denominada lipocortina que, por sua
vez, inibe a enzima fosfolipase-A,, bloqueando a liberagdo do acido araquidénico
dos fosfolipidios da membrana celular. Os glicocorticoides bloqueiam ndo somente a
sintese de prostandides, como fazem os AINES, mas também sao capazes de inibir
outros mediadores e fenbmenos da inflamagao, possuindo, portanto, uma potente
atividade antinflamatéria (JOHNSTON & BUDSBERG, 1997).

Antiinflamatoérios Nao-Esteroéides
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Em 1899, Felix Hoffman, sintetizou o acido acetilsalicilico, o primeiro
farmaco antinflamatério nao-esterdide, denominado aspirina. Esse farmaco foi
proposto inicialmente para tratamento da febre e enfermidade reumatica (VANE et
al, 1971). Desde a descoberta de John Vane, no inicio da década de 1970, de que
substancias a base de acido acetilsalicilico bloqueiam a conversdo enzimatica do
acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos, uma grande variedade de
drogas antinflamatorias ndo-esteroides tem sido sintetizada, para uso clinico, tanto
na medicina humana, como na medicina veterinaria (HIGGINS & LEES, 1984.,
ROCHA, 2001).

Os AINES podem ser divididos em acidos carboxilicos, no qual
enquadram-se os acidos salicilicos (ex. aspirina, ac. salicilico, diflunisal), acidos
acéticos (diclofenaco, etodolaco, indometacina, sunlidaco.), acidos propidnicos
(ibuprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, naproxeno, carprofeno), acidos fenémicos
(acido. flufenamico, acido. meclofenamico, acido. tolfendmico ) e acidos amino-
nicotinicos (flunixina meglumina); acidos endlicos formado pelas subclasses
pirazolonas (oxifembutazona, fenilbutazona, dipirona) e oxicanos (tenoxicam,
piroxicam, meloxicam ) e miscelanea (nimesulida, paracetamol e DMSO). Vale
salientar que devido a elevada toxicidade de alguns antinflamatérios como, por
exemplo, indometacina e diclofenaco, seu uso, em pequenos animais, tem sido
restrito (ROCHA, 2001).

A maioria desses farmacos inibe ambas as cicloxigenases (COX-1 e
COX-2); muito embora varie quanto ao grau de inibicdo de cada uma delas. Com a
descoberta da COX-2, isoforma induzida e expressa predominantemente durante o
processo inflamatério, uma nova perspectiva terapéutica emergiu para o
desenvolvimento de drogas mais seletivas e com menores efeitos adversos. O
conjunto desses agentes originou uma nova geragao de antinflamatoérios (inibidores
seletivos da COX-2), denominados de Coxibes (FITZGERALD & PATRONO, 2001)

Este fato, inicialmente, contribuiu para uma verdadeira revolucdo na
terapia antiinflamatoéria, uma vez que o potencial téxico de um AINE é determinado
pela relagdo COX-1:COX-2 Para a avaliagao dos AINE é utilizado um indice de
especificidade relativa entre as isoformas da COX, expresso como o indice ICsq para
COX-2/COX-1. De acordo com este critério, quanto menor o valor do quociente

relativo ou razdo de COX-2/COX-1, maior sera a seletividade da droga sobre a COX-
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2 (CRYER & DUBOIS 1998). A descoberta de duas distintas formas da COX levou a
primeira possibilidade racional do uso de AINEs com perfil maior de seguranga
(GRISWOLD & ADAMS, 1996; FROLICH, 1997., MARNETT & KALGUTKAR, 1999).

A primeira geragao propriamente dita dos inibidores especificos da COX-2
€ representada pelo nimesulide, etodalaco e meloxicam. A descoberta da
especificidade destes produtos foi na realidade constatada apds a comercializacao,
sendo decorrente, principalmente, de observacbdes clinicas e experimentais da
reduzida incidéncia de efeitos colaterais gastrintestinais, sendo posteriormente
constatada por estudos in vitro. O nimesulide é considerado exemplo aberrante dos
AINE, com boa poténcia in vivo em modelos inflamatdrios, mas com fraca inibigao in
vitro de preparacdes da COX. O nimesulide, além de exibir especificidade de acao
sobre a COX-2, apresenta adicionalmente outros efeitos que intensificam sua
atividade antinflamatoria, como a inibicdo da ativagcado de neutrdfilos e propriedades
antioxidantes. Baseando-se em estudos in vitro, inicialmente sugeriu-se que o
meloxicam inibia seletivamente a COX-2. No entanto, quando testado in vivo em
seres humanos e animais, sua especificidade para a COX-2 foi somente cerca de
dez vezes maior do que aquela para a COX-1, apresentando ainda inibicao
plaquetaria (PANARA et al, 1999, ALENCAR, 2003).

A modificagcdo molecular destes produtos, notadamente do nimesulide,
visando o aumento de sua seletividade sobre a COX-2, originou estruturas sem um
grupamento carboxilico e com a presenga de grupos sulfonamida ou de sulfona,
originando os chamados inibidores especificos de segunda geracao. Este grupo
inclui o celecoxibe, rofecoxibe, valdecoxibe, parecoxibe (pro-droga do valdecoxibe),
APHS [-(acetoxifenil)hepta-2-vinil sulfeto] e etoricoxibe (KULKARNI et al, 2000).

O aparecimento de compostos seletivos COX-2 foi muito rapido e esses
farmacos foram recebidos com entusiasmo, em virtude de serem mais seguros,
demonstrando pouco potencial ulcerogénico, quando comparadas com AINEs néao
seletivos. Porém estudos posteriores em animais demonstraram que a COX-2
parece exercer um papel importante na fisiologia. Consequentemente, o potencial
terapéutico e o perfil de seguranca de inibidores seletivos COX-2 foram revistos
(RICKETTS et al, 1998, BARNETT et al, 2000).

O papel protetor da enzima COX-2 na mucosa gastrica € suportado pelos

efeitos prejudiciais observados em estudos em animais apods inibicdo de COX-2,
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principalmente através de trés observagdes: 1) interferéncia com a resposta
adaptativa da mucosa gastrica a meios irritantes; 2) agravamento de lesdes
gastricas induzidas por indometacina ou por reperfusédo isquémica; 3) por retardar a

cicatrizacao de ulceras cronicas (LI et al, 2002).

Diferente do papel protetor observado no estdémago, inibidores seletivos
COX-2 nao retardam a cicatrizagao de ulceras duodenais, onde o 6xido nitrico (NO)
aparentemente parece ser o principal responsavel na defesa da mucosa (CORUZZI
et al, 2004).

Estudos em animais sugerem que COX-1 e COX-2 podem contribuir para
a protecdo da mucosa gastrica, embora em diferentes condi¢ées. Todavia,
diferencgas significantes nas propriedades ulcerogénicas tem sido encontradas entre
AINEs tradicionais e COX-2 seletivos. As PGs derivadas de COX-2 ndo exercem
papel importante na manutengao da integridade da mucosa sob condi¢gdes normais,
mas parecem ganhar importancia na presenga de uma injuria, por atuar como
segunda linha de defesa para reparo e cicatrizagdo de ulceras (CORUZZI et al,
2004).

Em paralelo com esses novos estudos, as plaquetas passaram a ser
consideradas importantes no mecanismo de defesa da mucosa gastrica, por sua
habilidade em liberar fatores pro-angiogénese PDGF (fator de crescimento derivado
das plaquetas) que estimulam a expressdo do VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) Este fato tem levado a novas estratégias baseadas na adigao
de doadores de NO em AINEs padrdo. O efeito benéfico da adicdo de NO a AINEs
pode ser atribuido a sua habilidade em causar um aumento nos niveis séricos
VEGF, representando uma alternativa atrativa para AINEs convencionais e seletivas
COX-2 por facilitar a angiogénese, e com isto, uma melhor cicatrizagdo e cura de

gastropatias induzidas por antinflamatorios (LI et al, 2002 )

Recentemente, estudos tém demonstrado que o retardo na cicatrizagao
de Ulceras ndo é observado apdés a administragdo do composto PD138387, um
inibidor seletivo COX-2 que também inibe a atividade da 5-lipooxigenase, sugerindo
que a supressao desta enzima pode contrapor-se ao retardo na cicatrizagao

causado por inibidores seletivos COX-2 (LI et al, 2002).
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Acbes Farmacoldgicas

Os antinflamatérios nao-esterdides constituem um grupo heterogéneo de
compostos,que possuem fungdes terapéuticas, em comum, ou seja, séo
analgésicos, antipiréticos e antinflamatérios. Os AINES, ao inibirem a sintese de
prostaglandinas, (PGl,, PGE e PGE,), diminuem a vasodilatagdo, causam efeitos
inibitérios nos nociceptores, centro termoregulador hipotaldamico e modulam os sinais
e sintomas da inflamagao (FELDMAN & McMAHON, 2000).

Estas acdes farmacologicas séo particularmente importantes nas
desordens musculoesqueléticas, que geralmente cursam com dor. Por conseguinte,
estes antinflamatoérios sao utilizados para o alivio sintomatico da dor e inflamacéao
associados as doencas artriticas. Entretanto, o uso de AINES nas terapias de
degeneragdes articulares deve ser bastante cauteloso, haja vista que algumas delas,
como acido acetil-salicilico, fenilbutazona, naproxeno, ibuprofeno, indometacina ,
apesar de demostrarem uma potente atividade antinflamatéria, podem agravar o
quadro clinico, por aumentarem a lesao articular (BUDSBERG, 1999, WALLACE,
2001).

Através de estudos sobre o efeito analgésico dos AINES, sabe-se as que
prostaglandinas da série E, em especial PGE; e PGE,, sdo capazes de sensibilizar
os terminais nervosos nociceptivos aferentes aos mediadores algicos enddgenos,
tipo bradicinina, histamina e 5-hidroxitriptamina. Como os AINES inibem a
biossintese desses prostandides, eles sdo bastante eficazes na dor de cunho
inflamatério (FELDMAN & McMAHON, 2000). .

A febre pode resultar tanto da exposicdo dos animais a microrganismos,
como de leséo tissular, reagdes antigeno-anticorpo, rejeicdo de enxerto, cancer ou
outros estados patoldgicos. Sabe-se que durante o processo inflamatério ocorre a
liberagdo de interleucina-1, por macrofagos, estimulando a génese de PGE; que, por
sua vez, age diretamente no centro termorregulador, elevando o ponto de ajuste da
temperatura, produzindo a resposta febril. Portanto, o efeito antipirético dos AINES
pode ser explicado pelo seu bloqueio na biossintese dessa prostaglandina (RANG et
al., 1996b; TASAKA, 1999; BOOTHE, 2001).

CHANDRASEKHARAN et al (2002), descreveram uma terceira isoforma
de COX (COX-3), produzida através da COX-1, que é expressada principalmente no

cortex cerebral de caes. Essa nova isoforma é seletivamente inibida por substancias
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analgésicas e antipiréticas como o acetominofen e a dipirona e, potencialmente
inibida por algumas AINEs. Portanto, a inibicdo de COX-3 pode representar o
mecanismo central primario pelo qual essas substancias diminuem a dor e

possivelmente a febre.

Além dessas trés acgbes farmacoldgicas classicas, os AINES também
desempenham atividades antitrombotica e antiendotéxica. A acdo antitrombotica é
explicada pela inibicdo da agregacgao plaquetaria, em decorréncia da modulagdo da
sintese de tromboxanos, em especial TXA,. Dessa forma, os AINES alteram a
dindmica da hemostasia, podendo, muitas vezes, trazer complicagbes hemorragicas.
A atividade antiendotéxica dos AINES decorre da diminuicdo na sintese de
determinados prostandides, como prostaciclina e tromboxanos, envolvidos nas
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas (TASAKA, 1999; BOOTHE, 2001).

Informagdes obtidas de diversos estudos epidemiolégicos humanos, de
modelos animais e de experimentos in vitro de cultura de células, evidenciam a
participacdo da COX-2 no desenvolvimento de processos neoplasicos, abrindo a
perspectiva do uso dos inibidores especificos da COX-2 na prevengao € no
tratamento de diversos tipos de cancer. Estudos epidemiolégicos revelaram que a
aspirina € capaz de reduzir de 40% a 50% a incidéncia de cancer de codlon
(WILLIAMS et al, 1997).

Diversos outros AINES, incluindo os inibidores especificos da COX-2, tém
mostrado excelentes resultados na prevencgao de varios tipos de cancer, incluindo os
de pancreas, figado, eséfago, intestino, estbmago, pulméo, mama, préstata, dentre
outros. A base molecular para o desenvolvimento da atividade quimioprotetora dos
AINE nos processos neoplasicos encontra-se principalmente relacionada com a
elevada expressao e producdo de COX-2 pelo tecido tumoral, como acontece no
adenocarcinoma de es6fago e em neoplasias colorretais (WU, 2000.,BARON et.al,
2003).

Um dos mecanismos propostos para atividade antineoplasica dos AINE
seria a inibigdo da ligacao do ativador de proliferagdo do peroxissomo (PPARd) com
o DNA da célula, impedindo a ativagcdo dos genes responsaveis pelo
desenvolvimento, metabolismo, crescimento e diferenciagdo celular. Um outro
mecanismo seria 0 da capacidade dos AINE de induzir apoptose das células

cancerosas, pela inibicdo da funcdo do PPARd. Além disso, os AINE, inibindo a
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COX-2, estariam também impedindo a formagdao de PGE; no tecido tumoral,
prevenindo a estimulagdo do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), que
induz a angiogénese, estimulando indiretamente o crescimento e expanséo da célula
neoplasica. A expressao aumentada de COX-2 e a regulagao negativa de PPARd,
com a modulagdo subsequiente nas concentracbes de PGE; e 15desoxiD PGJ,
(JANEWAY et al, 2001., CARVALHO, 2002 As PGJ, podem influenciar o
desenvolvimento de cancer de mama, e sua progressdo para metastase ((WU ,
2000). Este dado sugere, de maneira indireta, que possa ocorrer uma possivel
participacdo da COX-3, como fonte de 15desoxiD PGJ, . No entanto, esta € uma
observacgéo apenas especulativa (JANEWAY et al, 2001., CARVALHO, 2002).

Efeitos colaterais associados ao uso dos AINES

No sistema renal, as prostaglandinas, em especial PGIl, e PGE;, em
decorréncia de sua atividade vasodilatadora, apresentam fundamental importancia
no fluxo sanglineo, e, por conseguinte, na homeostasia. Os AINES, ao inibirem a
génese desses importantes prostandides, induzem uma diminuigdo no fluxo
sanguineo renal e na taxa de filtragdo glomerular, podendo causar insuficiéncia renal
aguda. Esses farmacos podem promover, ainda, retengédo de sodio, cloreto e agua,
e, por conseguinte, aumentar o volume plasmatico, bem como alterar a dindmica
cardiaca (VANE & BOTTING, 1995., LOBETTI & JOUBERT, 2000; COELHO et al.,
2001).

Os AINES apresentam outros efeitos indesejados, tais como inibicdo da
agregacao plaquetaria e prolongamento da gestacdo, que também estédo
relacionados, pelo menos em parte, com a capacidade destes antinflamatérios em
bloquear a génese de prostandides. A fungado plaquetaria pode ser comprometida
em decorréncia da acao inibitéria dos AINES na sintese de TXA; que, por sua vez, é
um importante mediador dos processos de agregacdo plaquetaria e coagulagao
sanguinea. Em relagéo ao efeito dos AINES no prolongamento da gestagéo, sabe-se
que determinadas prostaglandinas, em especial a PGF,,, sdo potentes substancias
ureotropicas. Por conseguinte, a modulagdo na sintese deste prostandide, pelos
AINES, pode interferir nesta fung¢ao reprodutiva (FELDMAN & McMAHON, 2000).

As acdes deletérias no trato gastrintestinal induzidas por estes farmacos

podem resultar em irritagdo local, iniciada pelas propriedades acidas da aspirina e
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muitos outros AINEs por terem uma constante de dissociagado baixa, que varia de
um composto a outro. Estes acidos fracos permanecem em sua forma lipofilica n&o
ionizada no meio altamente acido da luz gastrica. Estas condi¢gbes favorecem a
migragdo destas drogas através do muco gastrico até a superficie das células
epiteliais e ali se associam a sua forma ionizada, o que resulta no acoplamento de
ions hidrogénio Os AINEs podem também causar danos tépicos por diminuicdo da
hidrofobicidade do muco gastrico, que permite a passagem do acido cloridrico e da
pepsina até as células epiteliais, lesionando-as. A injuria topica pode ainda ocorrer
como resultado de mecanismos indiretos, através da secre¢ao biliar e o posterior
refluxo duodeno-gastrico de metabdlitos ativos excretados na bile que ao entrarem
no duodeno causam lesdes na mucosa por suas propriedades acidas. Em virtude
disto, o uso de preparacdes com cobertura entérica e administracdo de AINEs por
via retal ou parenteral, com fins de prevenir a injuria tépica, ndo tem trazido nenhum
resultado benéfico (WOLFE & SOLL, 1988, TANAKA et al, 2001).

A injuria sistémica € a principal responsavel pelos danos causados a
mucosa gastroduodenal e isto decorre da inibigdo da biossintese de PGI2 e PGEZ2,
as quais, inibem a secrecdo de HCI, promovem a secre¢ao de muco citoprotetor,
aumentam a secregao de bicarbonato e do fluxo sanglineo e mantém a integridade
endotelial, estando, portanto, todas estas a¢des das prostaglandinas envolvidas na
citoprotecédo gastrica. A inibicdo na biossintese destas prostaglandinas € a principal
causa dos efeitos deletérios como gastrite, ulceragdo, hemorragias e perfuragéo
gastrintestinal, comumente observados com o uso dos AINES (KONTUREK, et al.,
1981; WALLACE, 2001; ALENCAR et al, 2003). Outras complicagcbes sérias, porém
menos conhecidas, incluem a esofagite medicamentosa, as ulceragdes e estenoses
no intestino delgado, as estenoses colonicas e as exacerbagdes de enfermidades
inflamatdrias intestinais (LICHTENSTEIN et al, 1995).

A injuria na mucosa gastroduodenal causada pelo uso de AINEs é rapida
e em pouco tempo sdo produzidos danos ultraestruturais ao epitélio gastrico. No
entanto, ocorre uma adaptagdo da mucosa em resposta a estes danos. Nenhum
segmento do estdbmago € resistente a injuria por AINES, porém o sitio mais

freqientemente afetado € o antro (HUNG, 2000).

Os fatores que incrementam os riscos de complicagbes gastrintestinais

incluem idade avangada, antecedente de Ulceras, uso concomitante de corticoides e
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anticoagulante, altas doses, enfermidades sistémicas sérias e infeccdo por
Helicobacter pylori. A presenca do H. pylori como fator de risco, é bastante
controverso, uma vez que este microorganismo aumenta a sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrintestinal. Estudos epidemiolégicos tém
demonstrado que a infeccao por H. pylori € um co-fator para as ulceras por AINEs.
Outras investigagbes, no entanto, revelam uma menor incidéncia de ulceras

gastroduodenais em pacientes que fazem uso de AINEs. (BARKIN, 1998).

Conclusao

A terapia antinflamatéria teve uma evolugédo significativa a partir da
descoberta do seu mecanismo de acdo (John Vane, 1971). No final dos anos 80,
com a descoberta da existéncia de duas isoformas de ciclooxigenase (COX-1 e
COX-2), que determinam diferentes fungées no organismo, os pesquisadores
abriram novos horizontes para o estabelecimento de uma conduta terapéutica mais
eficaz e com menor incidéncia de efeitos colaterais Ha uma grande variedade de
AINEs no mercado e ha, ainda, um fluxo continuo de pesquisas, buscando novos
medicamentos desta natureza. Baseado nessas informacdes pode-se concluir que
nenhuma dessas substancias, pelo menos até o presente momento, tem sido
completamente eficaz no controle da resposta inflamatdria, sem causar efeitos

deletérios no organismo.
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Effects of Momordica charantia aerial parts extract on gastrointestinal
parameters in murine models

Marilac Maria Arnaldo Alencar , Diana Célia Sousa Nunes-Pinheiro ,Selene Maia de
Morais, Isabele Oliveira Jatai, Luciana Medeiros Bertine, Ivanilde Andrade Candido

Abstract

The present study investigated the effect of the ethanol extract (EE) of the
aerial parts of the Momordica charantia (bitter melon) upon the gastrointestinal tract
of murine models. The gastrointestinal transit was assessed with mice receiving 100,
500 or 1000 mg/kg orally. The administration of 500 mg/Kg significantly increased the
gastrointestinal transit (p <0.05). Volume, pH, total acidity and peptic activity were
evaluated using rats subjected to pyloric ligature and dosages of 100 and 500 mg/Kg.
While volume and pH levels remained unchanged in relation to the controls and to
rats receiving ranitidine, total acidity and peptic activity increased significantly. The
results indicate that the ethanol extract of M. charantia exerts a prokinetic effect upon
the gastrointestinal transit in murine models and that its cytoprotective action may be
associated with mechanisms other than acid neutralization, antisecretory activity or

anti-oxidant activity

Key words: Momordica charantia, gastrointestinal transit, antisecretory activity

Introduction

Momordica charantia (bitter melon), also called bitter gourd or balsam
apple, belongs to the large family Curcubitaceae, is found in the tropics, especially in
South America, India, China and East Africa (Costa et al., 1992). Ingestion of M.
charantia is said to be stimulating, laxative and anti-helminthic it is also used to purify
the blood and treat wounds, leprosy and malignant ulcers (Matos, 1995; Yesilada et
al., 1999).

The biological action of the species probably is due to its content of
glycosides, saponins, alkaloids, fixed oils, triterpenes, proteins and steroids (Raman
& Lau, 1996).
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The fruit, which is widely used in the treatment of diabetes, presents
hypoglycemic and antihyperglycemic properties due to the substances charantia,
vicine and p-insulin (Raman & Lau, 1996; Murakami et al., 2001). Extracts made from
the fruit are also claimed to be helpful in the treatment of tumors, HIV and bacterial
infections (Jiratchariyakul, 2001; Lee et al., 1998; Yesilada et al., 1999).

Although the ripe fruit of M. charantia has been tested under laboratory
conditions in the treatment of peptic ulcer (Matsuda et al., 1999; Gurbuz et al., 2000),
few attempts were made to assess the gastroprotective action of leaf extracts of the

plant.
The findings published by Leite and coworkers (2004), theses authors

claim that ethanol extracts made from the leaves of M. charantia are
gastroprotective, the present study was performed to assess the effect of ethanol
extracts of the aerial parts of the plant upon the gastrointestinal transit and

parameters of gastric secretion in murine models.

Materials and methods
Plant material

Aerial parts of Momordica charantia were collected in the morning hours
on July, 2004, in Fortaleza, Brazil. The species was identified by botanists of the
Prisco Bezerra Herbarium, Botany Department of the Federal University of Ceara

(samples deposited under registration # 32441).

Preparation of ethanol extract of M. charantia

The aerial parts (5kg) of the plant were left to dry in the shade.
Subsequently, the material was kept immersed in hexane during seven days. The
resulting solution was filtered and once the residual hexane had evaporated the
remaining plant matter was immersed in ethyl alcohol 95° for seven days. After
filtering, the solution obtained was processed in a rotary evaporator at 78.5°C in
order to produce the ethanol extract (EE). The average yield was 16.36 g/L. The EE

was diluted in a 0.9% NaCl solution containing 5% Tween 20 before administration.
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Antioxidant activity assay
1.1 Free radical scavenging activity (DPPH) method.

The hydrogen atoms or electrons donation ability of the corresponding
extract and some pure compounds was measured from the bleaching of purple
colored methanol solution of DPPH. This spectrophotometric assay uses the stable
radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picryllhydrazyl) as reagent and was carried out as
described elsewhere (Yepez et al, 2002). Hundred microliters of different
concentrations (2 — 0.5%, w/v) of the extract were added to 3,9 mL of a 6,5 x 10° M
methanolic solution of (DPPH) free radical and the absorbance was read twelve
times during 1h at 515 nm in a Speckol spectrophotometer. Methanol was as used as
blanket. The absorbance of the DPPH radical solution was measured and represents
0 time in figure 1. Inhibition of free radical DPPH in percent (1%) was calculated in

following way:
% = (Ablank - Asample / Ablank) x 100

Where Apank is the absorbance of the methanolic solution of DPPH, and
Asample IS the absorbance of the test compound. Extract concentration providing 50%
inhibition (ICsp) was calculated using graph by plotting inhibition percentage against
extract concentration. Synthetic antioxidant reagent butylated hydroxytoluene (BHT)
and quercetine were included in experiments as positive controls and all tests were

carried out in triplicated (Yepez et al, 2002).

For statistical analysis in antioxidant activity, one-way ANOVA test was

used follow by student’s t-test .

Animals

The pylorus ligature model was developed using male albino rats weighing
240-300g. For the assessment of gastrointestinal transit male Swiss mice weighing
25-35g were used. All animals were kept under controlled light and temperature
conditions with unrestricted access to food and water. Before starting the treatment

the animals were subjected to a 16-hour fast.
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Biological experiments

Studies on intestinal transit: The mice (n=42) were weighed, separated in seven
groups (n=6) and assigned to one the following treatments: Group | saline solution
(0.3 mL); Group Il atropine sulfate IM 1mg/kg body weight ; 100, 500 and 1000
mg/kg body weight of ethanol extract of M. charantia administered orally (Groups I,
IV and V, respectively); 1mg/kg body weight atropine sulfate IM co-administered with
500 and 1.000 mg/kg body weight of ethanol extract of M. charantia (Groups VI and
VII, respectively). The tested materials were administered orally after one hour of
treatment; a solution of 10% activated carbon in water was administered orally at a
dosage of 0.1mL/10g body weight. After 30 minutes of activated carbon
administration, the mice were anesthetized intraperitonially with a barbiturate and
sacrificed by intracardial perfusion of potassium chloride for subsequent excision of
the stomach and small intestine. The total length of the intestine was measured in
centimeters from the pylorus to the ileocecal junction as was the distance covered by
the activated carbon from the pylorus to the last continuous centimeter of carbon
markings in the intestine. The amount of activated carbon observed in the intestinal

tract was expressed as a percentage of the total intestinal length (Arbos et al., 1993).

Studies on gastric secretion: Pyloric ligature method: The rats (n=20) were
assigned to one of four groups (A-D; n=05) and, prior to the surgical procedure,
submitted to a 16-hour fast with unrestricted access to water containing 5% glucose.
Initially, before proceeding with the pylorus ligature, the animals were anesthetized
intraperitonially with 2.5% sodium thiopental (0.1mL/100g body weight). The stomach
was accessed through a median(retirar) subumbilical incision in order to perform the
ligature. Group A (control group) was given distilled water (0.3 mL/100g) body weight
intraduodenally; Group B (reference group) was given ranitidine at 50 mg/kg body
weight; the remaining two groups (C and D) received EE at 100 and 500 mg/kg body
weight, respectively. The incision was closed and the animals were sacrificed four
hours later. Upon removing the stomach, the upper end of the esophagus was kept
closed to avoid loss of contents. Once the sample had been washed, dried with filter
paper and positioned on a surface of ice, an opening was made along the lesser
curvature. The gastric mucosal membrane was rinsed with 2 mL of distilled water
then the gastric juice and lavage were collected in test tubes and centrifuged at 1500

rom for 30 minutes. 200uL of supernatant was reserved and kept at -4°C for peptic
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activity determination (Anson, 1938); the remainder gastric juice was immediately

used to determine volume, pH and total acidity (Vissher et al., 1954).

Statistical analysis: The results are expressed as means + S.E.M. Statistical
significance was tested using a Dunnett’s test. A difference was taken to be
significant at P < 0>05.

Results

Effect on intestinal transit; In the animals that received distilled water, the activated
carbon covered a distance equivalent to 71.96%. This did not differ significantly from
animals treated with atropine sulfate 65.61 EE 100mg (76,15%), EE 1.000mg
(85,67%) and EE 1.000mg associated to atropine (85.08%). However, as shown in
Table 1, animals treated with 500mg EE, with or without atropine sulfate, displayed

significantly higher values (88.93% and 92.83%, respectively; p <0.05).

Effects on gastric secretion: Pylorus ligature model: Six hours after pyloric ligature,
the parameters for Groups are show in table 2. When 100 mg of EE was
administered, pH levels decreased while the volume of gastric juice, total acidity and
peptic activity increased, as compared to the control group. The volume secreted by
animals in the groups receiving 500 mg body weight of EE and ranitidine was nearly
equivalent), although the pH increased in these two groups compared to control
group. Unlike Group D, animals receiving ranitidine presented lower total acidity. All
four groups displayed significantly higher levels of peptic activity in relation to

controls.
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Table 1 — Effect of ethanol extract (EE) of M. charantia upon

gastrointestinal transit in mice using a 10% activated carbon solution as marker.

Groups Treatment Average (%)

| 0.5 mL distilled water 71.96

1l 1 mg atropine sulfate/kg body weight  65.61

1 100 mg EE/kg body weight 76.15
\Y% 500 mg EE/kg body weight 88.93
\Y 1000 mg EE/kg body weight 85.67
W 500 mg EE + atropine sulfate 92.83*
Vil 1000 mg EE + atropine sulfate 85.08*

* Difference significant when compared to Group | (control group) (p<0.05)

Table 2 — Parameters effect of ethanol extract (EE) of M. charantia upon

of gastric secretion in rats 6 hours after pyloric ligature.

Groups Volume pH Total acidity Peptic activity
(mL) [H] meq [H']/mL Mg tyrosine/mL

A: control 3.68+0.76 3.11+0.39 0.040 + 0.028 96.20 + 1.71

B: ranitidine 4.46 + 0.54 3.53 +0.152 0.019 + 0.002 150.08 + 8.83*

C: 100 mg EE 6.10 £ 1.56 2,79 0.121 0.150 £ 0.072 155.60 + 5.33*

D: 500 mg EE 472 £0.93 3.70 + 1.01 0.175  0.097 154.60 + 7.45*

* Significantly difference when compared to Group A (control group) (p <0.05)

Antioxidant activity assay

The results showed that the higher concentration of EE (20mg/1mL=2%)
was the most efficient of 73.87% and the IC50 was 1.11% (11.1mg/mL).
Nevertheless, the control group showed an IV of about 91% with the concentration of
0.5%, while the extract (0.5%) revealed an IV of only 35.03%, witch is 2.6 times lower

when compared to the control with the same concentration (Tab-3, Graphic 1)
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Table 3: Stability index EE of Mormodica charantia determined by DPPH

method

Sample (%)

Stability index (1%)

Extract ethanolic® (%)
2

1

1,11®
BHT 0,5% (positive control)

Quercetine 0.5% (positive control)

73.87°

45.39°

35.03°

50.00°

90.89°

90.32°

A Percentages of the dry extract refer to the concentrations (w/v)

B IC5 values of DPPH assay (as percentage in w/v)

Different small letters means statistically significant differences at P < 0.001

0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1

0,3 9

Absorbance

0,2 1
0,1 4

Time in minutes

7

9

——2%
—a— 1%
—a—0.5%
—<—BHT

—%— Quercetine

Grat. 1: Antioxidant activity of the extract in ditterents concentrations and

positives controls on the DPPH  test. Different lettters means statistically significant

diferences at P<0.001.

Discussion

The present study tested the effect of an ethanol extract (EE) made with

the aerial parts of M. charantia upon the gastric secretion and gastrointestinal transit

in murine models. Only the animals treated with 500mg EE/kg showed the

gastrointestinal transit that showed enhancementy to be dose-dependent. Moreover,

the effect of EE (500 or 1000 mg) upon the gastrointestinal transit did not seem to be
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altered by co-administration with atropine sulfate. Atropine sulfate is an antagonist to
acetylcholine (ACh) and other muscarinic agonists, competing for muscarinic
receptor sites (Boothe, 2001). As a competitive antagonist, atropine sulfate may be
neutralized by a high enough concentration of ACh or other cholinergic agonists at
the receptor sites of the effector (Boothe, 2001). Considering that the pro-kinetic
effect of the ethanol extract remained unaltered in the presence of atropine sulfate, it
may be hypotesized that EE exerts an agonistic effect upon the muscarinic receptors
leading to heightened ACh concentrations. Li and coworkers (2000) claim that
momordin Ic infused intracardially accelerates the gastrointestinal transit by
stimulating the synthesis of 5-HT (5-hydroxytryptamine). 5-HT4 receptors are present
at the cholinergic nerve terminals of the digestive tube, and their activation is known
to increase ACh release and to stimulate peristalsis. Although the EE used in this
study was not fractioned, it may be hypothesized that the mechanism by which it
caused increasing in the gastrointestinal transit could be related to momordin Ic an

oleanolic acid oligoclycoside present in the fruit.

The pyloric ligation (PL) is a ideal model to infer the mechanism by which
a drug works as an anti-ulcerogenic agent. PL-induced gastric ulcers occurs because
of an increase in acid-pepsin accumulation due to pyloric obstruction and subsequent
mucosal digestion. A copious amount of mucus is secreted during superficial damage
and provides favorable microenvironment in repair. Hence estimation of acid
secretion, pepsin secretion and mucus secretion is a valuable part of the study to
clarify the mechanism of action of the drug under trial (Goel and Bhattacharya, 1991).
In present study, we found that the EE not induced significant changes in relation to
volume and pH levels; however at a dosage of 500mg, EE produced higher pH levels
(3.7) than ranitidine (3.53) or water (3.11; control group). Furthermore, dosages of
100 and 500mg EE significantly increased total acidity and peptic activity levels, as
compared to controls. This may be explained by the results obtained in our study of
gastrointestinal transit: EE seems to exert an agonistic effect increasing ACh release
and thereby stimulating the secretion of all types of secreting cells in the gastric
glands, including the secretion of pepsinogen by the peptic cells, of hydrochloric acid

by the parietal cells and of mucous by the mucosal cells.

Although in the present study EE enhanced the activity of gastric mucosal-

offensive factors, such as acid and pepsin, Leite and colleagues (2004) and Gurbiz
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and coworkers (2000) have shown that the ethanol extract of the fruit and aerial parts
of M. charantia exerts an antiulcerogenic action in a number of ulceration models.
The cytoprotective action of M. charantia may be related to mechanisms other than
acid neutralization or antisecretory activity. The high levels of total acidity and peptic
activity observed in the groups receiving EE suggest that the digestive action of
peptic secretion may be prevented only by an efficient protection of the mucosal
surface. According to Leite and coworkers (2004), 100mg EE of M. charantia
significantly increased the total protein content in the gastric mucous leading to
hypertrophy of the mucosal cells and consequently enhancing cytoprotection. Li and
colleagues (2000) believe that the stimulation of the 5-HT(2) synthesis may be
associated with receptors 5-HT(2C) and S5HT(2B), which are known to up regulate

prostaglandin synthesis.

Due to the EE of M. charnatia has not shown any gastro protective effect
as an antisecretory agent, we proceeded with the assay of its antioxidant properties.
Comparing the results of the EE with the control, it was observed that it has low
antioxidant property, as it can be assumed by the results of the IVs: about 91% at a
concentration of 0.5% for the control and 33.03% for the extract at the same

concentration.

In conclusion, the ethanol extract of the aerial parts of M. charantia in a
dosage of 500mg/Kg exerts a pro-kinetic effect upon the gastrointestinal transit in
murine models and that its cytoprotective action may be associated with mechanisms

others than acid neutralization , antisecretory activity or properties anti-oxidant.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the use of meloxicam as an
inducing experimental agent of ulcers in dogs. Fifteen male dogs, weighing between
8 and 16 kg, were used. All the animals were submitted to clinical and laboratory
evaluation and an endoscopic examination. The animals were distributed in two
groups: the control group was given water and the test group that was treated with
meloxicam (1mg/kg) for 10 days. The endoscopic examinations of the gastric and
duodenal mucosa were performed during the 5™ and 10" days of the treatment with
meloxican. The examination of the control group on the 10™ day did not reveal any
clinical or laboratory alterations. However, all the animals in the test group presented
gastrointestinal symptoms and alterations in the number of leukocytes of peripheral
blood, and an increase in serum urea and creatinine levels. The autopsy revealed
duodenitis and gastric ulcers in all the animals of the test group and of these 20%
presented duodenal ulcer. The meloxicam induced antrum-pyloric ulcer in all the
animals studied. The macroscopic alterations were confirmed by histopathological
examination of these tissues. Based on these results an experimental model of

gastroduodenal chronic ulcer in dog is recommended.
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Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are among the most
commonly implicated agents in chronic and recurrent gastric lesions. The ability of
NSAIDs to cause ulceration and bleeding in the upper gastrointestinal tract has been
recognized for over 60 years and has even been referred to as an “epidemic”
(Gabriel and Bombardier, 1990). These drugs are known to produce anti-
inflammatory effects mainly by inhibiting cyclooxygenase (COX) synthesis and
thereby impairing prostaglandin genesis. In the 1990s two isoforms of COX were
identified, COX-1 (constitutive enzyme) and COX-2 (inducible enzyme). The
mediators stemming from COX-1-dependent arachidonic acid, as observed in some
tissues, are represented mainly by prostaglandins (PGs) involved in renal,
gastrointestinal, cardiovascular and reproductive physiology. On the other hand,
COX-2 activity in inflammatory cells leads to the synthesis of pro-inflammatory PGs
(Vane and Botting, 1995., Simon, 1999, Warner et al., 1999).

NSAID-induced gastric ulcers occur predominantly in the gastroduodenal
region, particularly in the antrum, however the mechanism of antral ulcer formation
remains unclear (McCarthy et al., 1999). A number of experimental models have
been used to study NSAID-induced antral ulceration, some of which use carbamate
(DDC) and highly acid solutions such as acetic and hydrochloric acid. However, the
mortality of laboratory animals as well as the development of antral ulcers are
subjects to considerable variation. NSAIDs may also cause injury to the body of the
stomach and fail to satisfactorily mimic spontaneous antral ulceration as observed in
the clinical setting (Okabe and Feiffer, 1972; Satoh et al., 1981; Hung, 2002). The
intragastric presence in rats of highly concentrated hydrochloric acid may also
produce antral ulcers while preserving the integrity of the mucous membrane of the
body of the stomach. However, this model is not appropriate for studying. The

behavior of the aggressive and defensive factors of the gastric mucous, which are
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sensitive indicators of damage caused to parts of the antrum and gastric body cannot
be evaluated (Hung, 2000).

In an earlier study, 1 mg / kg meloxicam (a COX-2 inhibitor) administered
orally to the dogs for ten days induced ulcer in 100% of the animals (Alencar et al.,
2003). In spite of the use of meloxicam as an anti-inflammatory drug, to the writers'
knowledge no study has been published regarding its ulcerogenic potential in dogs.
As the mechanism of NSAID-induced antral ulcer formation is still unclear and
because most of the available models are based on induction of acute ulcers and not
on spontaneous antral ulceration, the objective of this study was to evaluate the use

of meloxicam as inductive experimental agent of ulcers in dogs.

Materials and Methods
Animals

In the present study, 15 adult male mongrel dogs were used. The dogs
weighing between 8 and 16 kg, ranged from 2 to 5 years of age, were obtained from
the local pound (Fortaleza, Ceara, Brazil). Prior to triage the animals were
maintained were kept apart for three days with unrestricted access to commercial

feed and water.

All the animals have been conducted in accordance with the guideline for
care and use experimental animal of Brazilian College of Experimental Animal
(COBEA). Ethics Committee of State University of Ceara, Fortaleza, Brazil, approved

the protocol employed in this study.

Triage of animals

The clinical examination covered the following parameters: temperature,
mucous membrane coloring, capillary refill, heart and lung sounds, palpation of
abdomen and superficial lymphatic ganglions, secretions, excretions, appetite and
behavior. The animals were subsequently submitted to gastroscopic and laboratory
examinations, including a routine hematologic testing and renal function assessment
(serum urea and creatinine levels). The animals with results in the normal range were

dewormed with a single application of pyrantel pamoate in association with oxantel
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pamoate and praziquantel (14.5, 9.5 and 2.5 mg/kg/per os, respectively). Finally, the

dogs were kept under observation for seven days prior to initiating the treatment.

The gastric mucous membrane was examined endoscopically at baseline
and on the 5™ and 10 ™ day of treatment, using a 1 m gastroscope coupled with a
Ferrari power source and 250 W halogenic lamp. The animals were initially sedated
intravenously with an association of 2% xylazine® (0.2 mg/kg), 5% ketamine® (0.08
mg/kg) and 0.8 mg/kg midazolam® in equal parts (1 mL of each drug and 7 mL of

saline solution).

Experimental groups

The dogs were weighed and randomly assigned to either a control
group (n=5), given distilled water, or a test group (n=10), given 1 mg of meloxicam®
per kg of body weight per day. The total dose per animal was diluted grinding the

tablets in 2 mL of distilled water and administered orally for 10 consecutive days.

During this period the animals were monitored for anorexia, vomiting, fecal
consistency, temperature and behavior. On the 5™ and 10™ days, the animals were
submitted to endoscopic examination for evaluation: hyperemia, edema, petechial,
hemorrhage, patches of clotted blood and ulcers. On 11" day, after completion of the
treatment blood samples were collected by jugular venopunction for laboratory tests
(hematological parameters and serum urea and creatinine levels). The animals were
then weighed and, respecting the ethical standards of experiments, sacrificed with

rapid intravenous infusion of 50 mg/kg sodium thiopental®.

The stomach and upper duodenum were removed by surgery. The former
was opened along the greater curvature, rinse and checked for lesions (number, size
and location). The upper part of duodenum was incised longitudinally and likewise
checked for lesions. Stomach and duodenum samples were taken and placed in
individual vials containing 10% formaldehyde for histopathological examination. The

samples were used to prepare slides for hematoxylin and eosin staining.

Statistical analysis
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All the results were expressed as percentage. The difference between
baseline averages was compared to endpoint average of the control group and test
group, was evaluated by one-way ANOVA, and followed by Dunnets's t-test. P values

of < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Animals in the control group (given water) displayed no significant clinical
alterations, laboratory, macroscopical or histopathological changes through the

experiment.

In the test group all the animals presented gastrointestinal symptoms.
These symptoms started with bloody diarrhea seen around the 5" day of treatment
and vomiting was observed after 7 days, continuing until the end of the experiment.
All the animals presented reduction of body weight at last of treatment with

meloxicam®.

The second endoscopic evaluation, performed on 5™ day of meloxicam®
administration, revealed that 80% of the animals in the test group had already
developed antrum-pyloric ulcers and hyperemia, while 20% had blood throughout the
stomach, hyperemia and edema of the mucous membrane and antrum with patches
of clotted blood. Petechia, ulcers and hemorrhagic areas were also seen in the upper
part of the duodenum of the animals (Fig.1). By on 10" day all animals presented

severe ulcerations in the antrum-pyloric region (Fig.2).

There were significant alterations (P<0.05) in the hematological
parameters in the test group, indicating the presence of erythropenia and
leukocytosis associated with neutrophilia (data not shown). Relative lymphopenia
was also observed in 30% of the animals and elevated serum urea levels were seen
in 60% (n=06) (data not shown). In addition, the creatinine level increased

significantly in 20% of the dogs (data not shown).

During the necropsy of the animals treated with meloxicam, severe gastric
ulcers in variable numbers and sizes were seen in antrum-pyloric region (Fig.3). All

the dogs suffered from duodenitis and 40% also displayed duodenal ulcers (Fig 4).

The histopathological examination revealed ulcerative lesions in all

medicated animals. The main microscopic changes observed in the stomach were
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ulceration with destruction of the mucosal, muscular and submucosal layers (Fig.5).
The deeper muscle layers remained intact. Areas with necrosis and granulocyte
exudation were observed on the mucosal surface, while lymphocytes and
macrophages were found at deeper levels. Connective tissue was observed filling the

ulcerated areas.

Severe enteritis was detected in the duodenum (Fig.6), characterized by
intense intestinal metaplasia, destruction of the superficial epithelium, destruction
and erosion of the mucous membranes, as well as copious polymorphonuclear and

lymphocyte infiltrates.

Discussion

The present study was prompted by absence to the writers' knowledge, of
studies describing experimental models of COX-2-selective NSAID-induced gastric

ulceration in dogs.

The results clearly show that meloxicam®, administered at 1 mg/kg for 10
days, is capable of inducing antrum -pyloric ulcers in 100% of cases, thus confirming
the adequacy of this drug as a pharmacological tool for investigating COX-2-selective

NSAID-induced gastric ulceration.

Meloxicam® is an enol-carboxamide derivative related to the oxicams
(piroxicam, tenoxicam and sudoxicam), with a selective inhibitory effect on COX-2 in
the biosynthetic prostaglandin cascade. Studies in the rats have shown that
meloxicam® is superior to conventional NSAID in terms of its anti-inflammatory effect
and shows particularly good gastric tolerance (Engelhardt et al., 1995). However,
Villegas et al. (2000) demonstrated that it could induce lesions associated with an
increase of oxidative metabolism in rats. In dogs, meloxicam have shown selectivity
for canine COX-2 (Ricketts et al., 1998).

In earlier studies evaluating the safety margin of meloxicam® in dogs,
severe side effects were observed, particularly in the gastrointestinal tract, at a
dosage of 1 mg per kg of live weight (Alencar et al., 2002; Alencar et al., 2003). This
study evaluated the deleterious effects of meloxicam® on the gastrointestinal tract,
hematological parameters and renal function with the purpose of developing an

experimental model of chronic, COX-2-selective NSAID-induced antrum-pyloric
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ulceration. The simple design of the model, easy to execute and reproduce, justifies
its adoption in studies evaluating deleterious, NSAID-induced effects on the gastric

mucous membrane.

Therapy with meloxicam significantly changed red and white blood cell
counts, producing erythropenia, leukocytosis, neutrophilia and lymphopenia. Anemia
secondary to gastric irritation and ulceration is commonly observed in dogs treated
with NSAIDs (Boothe, 2001). The increase in the number of leukocytes suggests
leukocytosis associated with neutrophilia, as observed in infections, immuno-
mediated inflammation, tissue necrosis and severe hemolysis (Silveira, 1988). The
extensive gastric and duodenal lesions observed in this study account for the

changes in blood count of dogs treated with 1 mg/kg meloxicam®.

In the test group, 80% and 30% of the animals presented significant
changes in their serum levels of urea and creatinine, respectively. As NSAIDs inhibit
the genesis of important vasodilating prostanoids, such as PGl, and PGE,, they
cause the renal blood flow and glomerular filtration rate to decrease and may actually
lead to acute renal failure. Prolonged use of NSAIDs has also been associated with
papillary necrosis and chronic renal failure (Kore, 1990; Khan et al., 1988; Lobetti
and Joubert, 2000). Serum urea and creatinine levels are used as renal function

parameters during triage (Etthinger and Feldman, 1997, Coelho et al., 2001).

The findings of this study clearly show, that in the proposed ulceration
model, changes observed in hematological parameters and renal function may be

used to determine the deleterious systemic effects of meloxicam® administration.

Meloxicam induced antro-pyloric ulcers in 100% of the dogs. This result
agrees with findings published by Leicondre (1999) who reported that ulcers induced
by anti-inflammatory drugs, as observed endoscopically, were primarily located in the
antrum-pyloric region assuming the form of multiple erosions with adjacent
hemorrhagic areas. The clinical evaluation of COX-1 or/and COX-2 selectivity of
NSAIDs may be performed by endoscopically checking for gastroduodenal ulcers or
by observing the therapeutic effects of anti-inflammatory concentrations (Kulkarni et
al., 2000). In the present case, the endoscopic examination of the gastric mucous
membrane, showing that lesions had appeared by the 5" day of treatment, indicates
that 1 mg/kg meloxicam® is highly injurious to the mucous membrane of the stomach

and that destruction tends to progress with prolonged use.
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Recent findings have shown that prostacycline synthesis in humans
occurs primarily by way of COX-2. Prostacycline is a potent vasodilator and platelet
anti-aggregating agent. COX-2 suppression can lead to disturbances in
gastrointestinal microcirculation after administration of COX-2-selective inhibiting
agents. The administration of a COX-2-selective inhibitor (celocoxib®) produces a
significant degree of neutrophil adherence in the vascular endothelium of
postcapillary mesenteric venules in rats, the magnitude being the same following

administration of conventional NSAIDs (Wallace, 2001).

In a recent experiment using a prostaglandin analog (misoprostol®) no
cytoprotective effects were observed in dogs medicated with 1 mg/kg meloxicam®.
Thus, comparing ours findings with those of Wallace (2001), the deleterious effect of
meloxicam® may be associated with a considerable degree of COX-2 suppression

leading to the suppression of prostacycline production.

While testing a number of COX-1-selective inhibiting NSAIDs
(indomethacin, naproxen and aspirin) in pigs in a setting much like ours, Rainsford et
al. (2003) found that all their animals presented ulcers or superficial mucosal lesions
in the fundus and antrum of the stomach, although only indomethacin would have
induced cecal ulcers. In the present study 1 mg/kg meloxicam® not only caused
ulcers to develop in the antrum-pyloric region alone, but also caused duodenitis in
100% and duodenal ulcers in 20% of the animals. The presence of duodenal ulcers
may be associated with the entero-hepatic circulation of the drug (Corruzi et al,
2004., Reuter et al., 1997) or with excessive COX-2 suppression. COX-2 inhibition in
experimental colitis in rats significantly aggravated colon damage and eventually

produced intestinal perfuration and death ().

The findings of the present study are important in that they contribute to
current knowledge of NSAID-related gastrointestinal pathophysiology. This ulceration
model may be useful in the investigation of important clinical factors implicated in the
development of gastroduodenal ulcers in other animal species and humans. The
study also suggests the possibility of testing news drugs for cytoprotective and/or

anti-ulcerogenic activity using a model of chronic ulceration.

Acknowledgements

We thank the CAPES and FUNCAP for financial support.



149

References

Alencar, M.M.A., Pinto, M.T., Oliveira, D.M., Pinho, W.A.P., Candido, I.A., Virginio, C.G.,
Coelho, H.S.M. Rocha, M.F.G., 2003. Margem de segurangca do meloxicam: efeitos
deletérios nas células sanglineas e trato-gastrintestinal. Ciéncia Rural 38, 625-532.

Alencar, M.M.A., Pinto, M.T., Oliveira, D.M., Pinho, W.A.P., Candido, |.A., Virginio, C.G.,
Coelho, H.S.M. Rocha, M.F.G., 2002. Avaliacdo da atividade farmacoldgica do meloxicam
sobre a fungao renal em caes. Ciéncia Animal 12, 25-33.

Boothe, D.M., 2001. Anti-inflammatory drugs. In: Boothe, D.M. Small Animal Clinical
Pharmacology and Therapeutics. First ed., W.B. Saunders Company, Philadelphia, 281-311.

Coelho, B.M.P., lkesaki, J.Y.H., Simdes, D.M.N., Kanayama, L.M., Guerra, J.L., Kogika,
M.M., 2001. Insuficiéncia renal crénica em céaes jovens: Estudo clinico de 25 casos. Clinica
Veterinaria 33, 52-56.

Coruzzi, G., Menozzi, A., Dobrilla, G., 2004. Novel Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs:
What we have learned from animal studies. Current Drug Targets-Inflammation & Allergy 3,
43-61.

Engelhardt, G., Homma, D., Schlegel. K., Utzmann, R.,Schnitzer, C., 1995. Anti-
inflammatory, analgesic, antipyretic and related properties of meloxicam, a new non-steroidal

anti-inflammatory agent with favorable gastrointestinal tolerance. Inflammation Researche,
44,423-433.

Etthinger, S. J., Feldman, E. C, 1997. Sistema Urinario. In: Tratado de Medicina Interna
Veterinaria. 4° ed., Manole, Sao Paulo, 2355-2374.

Gabriel, S.E and Bombardier, 1990. NSAID induced ulcers. An emerging epidemic?. Journal
of Rheumatology, 17, 1-4.

Hung, C.R., 2000.Importance of histamine, glucathione and oxyradicals in modulating
hemorrhagic ulcer in septic rats. Clinical Experimental Pharmacoloy and Phisioology, 27,
306-312.

Hung, C. R., 2002. Experimental antral ulcer and several protective drugs.
Inflammopharmacology 10, 375-384.

Khan, K.N., Venturini, C.M., Bunch, R.T., Brassard, J.A., Koki, A.T., Morris, D.L., Trump,
B.F., Maziasz, T.J., Alden, C.L., 1988. Interspecies differences in renal localization of
cyclooxygenase isoforms: implications in nonsteroidal antiinflammatory drug-related
nephrotoxicity. Toxicology and Pathology 26, 612-620.

Kore, A.M., 1990. Toxicology of nonsteroidal antiinflammatory drugs. Veterinary Clinical
North American Small Animal Practice 20, 419-430.

Kulkarni S.K, Jain, N.K., Singh, A., 2000. Cyclooxygenase isoenzymes and newer
therapeutic potential for selective COX-2 inhibitors. Methods Finding Experimental Clinical
Pharmacology 22, 291-298.



150

Leicondre, P., 1999. Atlas de endoscopia gastrointestinal en perros y gatos. Walthan Focus
9, 2-9.

Lobetti, R.G., Joubert, K.E., 2000. Effect of administration of nonsteroidal anti-inflammatory
drugs before surgery on renal function in clinically normal dogs. American Journal of
Veterinary Research 61, 1501-1507.

McCarthy, C. J., Crofford, L. J., Greenson, J. Scheiman, J.M., 1999. Cyclooxygenase-2
expression in gastric antral mucosa before and after eradication of Helicobacter pylori
infection. The Americam Journal of Gastroenterology 94, 1218-1223.

Okabe, S., Pfeiffer, C.J. 1972. Chronicity of acetic acid ulcer in the rat stomach. American
Journal Digestive Diseases 17, 619-629.

Rainsford, K.D., Stesko, P. I., Sirko, S.P., Debeski, S., 2003. Gastrointestinal mucosal injury
following repeated daily oral administration of conventional formulations of indomethacin and
other non-steroidal anti-inflammatory drugs to pigs: a model for human gastrointestinal
disease. Journal of Pharmacy and Pharmacology 55, 661-668.

Reuter, B.K., Davies, N.M., Wallace, J.L., 1997. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
enteropathy in rats: role of permeability , bacteria and enteropatic circulation.
Gastroenterology 112, 109-117.

Ricketts, A.P., Lundy, K.M., Seibel, S.B., 1998. Evaluation of selective inhibition of canine
cyclooxygenase 1 and 2 by carprofen and other nonsteroidal anti-inflammatory drugs.
American Jounal of Veterinary Research 59, 1441-1446.

Satoh, H., Inada, |., Hirata, T., Maki, Y., 1981. Indomethacin produces gastric antral ulcers in
the refed rat. Gastroenterology 81, 719-725.

Silveira, J. M, 1988. Bioquimica Clinica. IN: SILVEIRA, J. M. Patologia Clinica Veterinaria:
Teoria e Interpretagdo. 12 edigdo, Ed. Guanabara, Rio de Janeiro, 86-97.

Simon, L.S., 1999. Role and regulation of cyclooxygenase-2 during inflammation. American
Journal of Medicine 106, 37S-42S.

Uchida, M., Takayma, M., Kato, Y. et al., 1999. A novel method to produce extensive gastric
antral ulcer in rats: Pharmacological factors involved in the etiology of antral ulceration.
Journal of Physiology (Paris) 93, 437-442.

Vane, J.R., Botting, R.M., 1998. Mechanism of action of nonsteroidal anti-inflammatory
drugs. American Journal of Medicine 104, (3A), 2-8.

Villegas, I., Martin, M. J., La Casa, C., Motilva, V., Alarcon de la Lastra, C., 2000. Effects of
meloxicam on oxygen radical generation in rat gastric mucosa. Inflammation Research 49,
361-366.

Wallace, J., 2001. Pathogenesis of NSAID-induced gastroduodenal mucosal injury. Best
Practice & Research Clinical Gastroenterology 15, 691-703.



151

Warner, T.D., Giuliano, F., Vojnovic, |., Bukada, A., Mitchell, J.A., Vane, J.R., 1999.
Nonsteroid drug selectivities  for cyclo-oxygenase -1 rather than cyclo-oxygenase-2 are
associated with human gastrointestinal toxicity: a full in vitro analysis. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 96, 7563-7568.

Figure List

Fig. 1 - Endoscopic view of duodenal area showing intense hyperemia and
duodenitis.

Fig. 2 - Endoscopic view of antrum-pyloric area of test group showing ulcers and
edema.

Fig. 3 - Macroscopic view of antrum-pyloric area of test group showing ulceration.
Fig. 4 - Macroscopic view of duodenal showing ulcers and mucosal hyperemia.

Fig. 5 - Histological aspect of antrum-pyloric area. Margin of the ulcer and
reminiscent mucosa. Lumen showing inflammatory cellular debris. H&E. 20x.

Fig. 6 - Histological aspect of duodenal section showing destruction of the mucosal
vilosities and crypts. Epithelial reminiscent with fibrin, inflammatory and necrotic cells.
H & E. 20x.

Fig.1-Endoscopic view of duodenal Fig-2: Endoscopyc view of antrum-
area showing intense hyperemia pyloric area of test group showing
and duodenitis. ulcers and edema.
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Fig. 3 - Macroscopic view of Fig. 4 - Macroscopic view of
antrum-pyloric area of test group duodenal showing ulcers and
showing ulceration. mucosal hyperemia.

Fig. 5 - Histological aspect of antrum-
pyloric area. Margin of the ulcer and
reminiscent mucosa. Lumen showing
inflammatory cellular debris. H&E. 20x.

Fig. 6 - Histological aspect of duodenal
section showing destruction of the
mucosal vilosities and crypts. Epithelial



