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RESUMO

Esse estudo tem por finalidade avaliar os efeitos de inibidores seletivos da COX
(cetorolaco e celecoxibe) e de inibidores néo seletivos (indometacina) da COX sobre
o transporte ileal de dgua e eletrélitos em ratos anestesiados. Também se propde a
avaliar as alteracdes vilo/cripta do ileo de ratos tratados com inibidores seletivos e
ndo seletivos da COX-1 e 2 (cetorolaco-inibidor especifico da COX-1 na dose de
3mg/Kg, celecoxibe-inibidor especifico da COX-2 e indometacina-inibidor nao
seletivo da COX). Os animais foram tratados per os durante trés dias consecutivos
com uma das seguintes substancias: cetorolaco (3mg/Kg), celecoxibe (10mg/Kg),
indometacina (5mg/Kg), cetorolaco + celecoxibe, salina 0,9% ou tampéo fosfato.
Todos os AINES aqui utilizados foram diluidos em solucdo salina (Nacl a 0,9%)
exceto a indometacina que foi diluida em solu¢do tampao fosfato. Apds jejum de 24
horas com livre acesso a agua, os animais foram anestesiados com Uretana (1,2mg
/kg corporal, i.p). A seguir realizou-se laparotomia mediana para isolamento do
segmento a ser perfundido. Canulas foram introduzidas nas extremidades proximal e
distal do segmento mediante criacdo de fistulas. O segmento isolado e as canulas
formaram o circuito que foi perfundido. Para a perfusdo foi utilizada solugéo
modificada de Ringer e Fenolsulftaleina 50mg/L como marcador ndo absorvivel. O
perfusato foi coletado em tubos de ensaio apds 40min (03 amostras). Também
foram obtidas 3 (trés) amostras no inicio e no final (03 amostras) do experimento,
para determinacdo dos parametros controle. Foram determinadas as diferencas
entre as amostras controle e as coletas do perfusato quanto aos valores das
concentracbes de sédio, potassio e cloreto (mmol/L). Ao final do experimento, os
animais foram sacrificados e o0 segmento ileal perfundido retirado, sendo
imediatamente pesado, depois retirados anéis distais de aproximadamente 0,5 cm
para o histopatologico. Nova medicao de peso desse segmento foi realizada apos o
mesmo ser mantido em estufa a 100°C por 48h, de modo a permitir a corre¢do dos
parametros funcionais. A administracdo de cetorolaco aos animais promoveu
secrecdo ileal de agua, de sodio, cloreto e potassio. Por outro lado, o tratamento
com celecoxib, sozinho ou em associacdo com cetorolaco, bem como o tratamento
com indometacina ndo desencadearam alteracfes significativas na secrecdo de
agua, sodio, cloro e potassio, quando comparado com 0S grupos controles. Em
relacéo as alteracbes morfométricas, os tratamentos com celecoxibe sozinho ou em
associacdo com cetorolaco, promoveram um aumento da relacao vilo/cripta. Por
outro lado, a administracdo de cetorolaco aos animais ndo modificou a relacéo
vilo/cripta quando comparado com o controle. Por outro lado, no tratamento com
indometacina, a administracdo de indometacina apresentou uma diminuicdo na
relacdo vilo/cripta, quando comparado com o controle. Baseado nestes dados
podemos concluir, que a inibicdo da COX-1 pelo cetorolaco, mas néo a inibicdo da
COX-2 pelo celecoxib, desencadeia uma alteracéo funcional na secrecéo de agua e
eletrdlitos no ileo, pois ndo houve lesédo do epitélio na analise histolégica do intestino
de ratos tratados com a cetorolaco.

Palavras-chave: COX. Cetorolaco. Celecoxibe. Indometacina. AINES. Transporte
ileal. Agua. Eletrélitos. Sodio. Potassio. Cloro.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of selective and non-selective COX
inhibitors on water and electrolyte transport and the villous/crypt ratio in the ileum of
anesthetized rats. Thirty-six animals distributed in 6 groups were treated with 3mg/Kg
ketorolac (a selective COX-1 inhibitor), 10mg/Kg celecoxib (a selective COX-2
inhibitor), 5mg/Kg indometacin (a non-selective COX inhibitor),ketorolac+celecoxib,
0.9% saline solution or phosphate buffer for 3 consecutive days. Ketorolac and
celecoxib were diluted in 0.9% saline solution, while indometacin was diluted in
phosphate buffer. Following 24 hours of fasting with access to water ad libitum, the
animals were anesthetized with 1.2mg/Kg urethane i.p. and submitted to median
laparotomy to isolate an ileal segment for perfusion. Cannulae were introduced
through surgically created fistulas in the proximal and distal extremities of the
segment. Perfusion was performed with modified Ringer solution containing 50mg/L
phenolsulfonphthalein (a non-absorbable marker). After 40 minutes, 3 samples of
perfusate were collected. In addition, 3 control samples were collected at baseline
and by the end of the experiment for comparison of sodium, potassium and chloride
concentrations (mmol/L). Finally the animals were euthanized, the extremities of the
perfused segment were cut off (5-mm rings) for histopathological examination and
the segment was weighed. After 48 hours of storage at 100°C, the segment was
weighed again in order to correct the functional parameters. The administration of
ketorolac promoted secretion of ileal water, sodium, potassium and chlorine.
However, treatment with celecoxib alone or with ketorolac, and indomethacin
treatment did not induce significant changes in the secretion of water, sodium,
potassium and chlorine, when compared with control groups. In the histological
evaluation, treatment with celecoxib alone or in combination with ketorolac, induced
an increase in villous / crypt ration. On the other hand, ketorolac administration did
not change the villous / crypt ration when we compared with the control.
Indomethacin treatment induced a decrease in villous / crypt ration compared with
the control. Based on these data we can conclude that inhibition of COX-1 by
ketorolac, but not COX-2 inhibition by celecoxib, induced a functional change in the
ileal water and electrolytes secretion, since there was not epithelial damage in the
histological analysis of intestine of rats treated with ketorolac.

Key words: COX. Ketorolac. Celecoxib. Indometacin. NSAID. ileal transport. Water.
Electrolytes. Sodium. Potassium. Chloride.
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1 INTRODUCAO

1.1 Revisao de Cox

Os antiinflamatérios nao esteroidais, conhecidos pela sigla AINEs, estédo
entre as classes terapéuticas mais consumidas no mundo (JONES, 2001) sendo, em
alguns paises, a mais consumida sem receita médica (ALONSO, 1997). Estima-se
gue mais de 30 milhées de pessoas no mundo tomem AINE diariamente (SINGH et
al., 1996) e s6 nos Estados Unidos, sdo vendidos, anualmente, mais de 30 bilhdes
de comprimidos (HANLON et al.,1997). Além disso, os AINES estdo entre os
agentes farmacolégicos mais utilizados na pratica médica e sdo conhecidos pela
humanidade ha cerca de 100 anos. Apresentam um amplo espectro de indicagbes
terapéuticas como: analgesia, antiinflamacao, antipirese e profilaxia contra doencas
cardiovasculares (DUBOIS, 1998).

Inicialmente a salicina, o primeiro AINE, isolada pela primeira vez em sua
forma pura por Leroux no ano de 1829, foi utilizada largamente como antipirético.
Seguiu-se 0 uso de salicilato de sodio para o tratamento da febre reumatica, bem
como antipirético em 1875. Hoffman, um quimico contratado pela Bayer, baseado
em trabalhos de Gerhardt do ano de 1853 ora esquecidos, preparou o acido
acetilsalicilico. Esse composto foi introduzido por Dreser na pratica médica em 1899
(ROBERTS II; MORROW, 2003).

Vane (1971) foi o primeiro a propor que os efeitos terapéuticos e
colaterais dos AINEs resultavam da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX),
enzima essa que catalisa a conversao do acido aracdénico em prostaglandinas e
prostaciclinas, havendo assim reducdo na producdo de prostaglandinas (PGs). O
termo COX deve-se ao seu proposto mecanismo de acdo consistir na formacéo de
peroxidos biciclicos (endoperoxidos) a partir da oxigenacdo de acidos graxos
poliinsaturados (MARNETT et al., 1999).

As prostaglandinas séo produtos originados do acido araquidénico, o qual
€ obtido da dieta ou derivado do acido linoléico dietético. O acido araquiddnico € um
acido graxo insaturado com 20 atomos de carbono e quatro ligac6es duplas. Este

acido, apos ingestao, circula no plasma ligado as proteinas plasmaticas ou na forma
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livre. Nas células, o acido araquidobnico é esterificado em fosfolipidios de membranas
ou a outros lipidios complexos e desta forma fica ligado a cadeia do glicerol na
posicdo sn:2. ApOs algum estimulo, seja fisico, quimico ou hormonal, o acido
araquidonico sera mobilizado da membrana pela acédo de fosfolipases A, as quais
sofrem ativacéo direta pelo estimulo ou s@o ativadas por concentragées citosolicas
aumentadas de Ca*?. Acredita-se que estimulos fisicos ao alterarem a membrana
celular produzam um influxo de Ca*? que ativa a fosfolipase Az (PLAz) (GOLDMAN;
AUSIELLO, 2005.) Existem diversas fosfolipases, porém a PLA; citosélica tipo IV,
por ter maior afinidade pelo acido araquiddnico, é a principal enzima envolvida na
liberacdo deste substrato. A PLA; hidrolisa a ligacédo éster sn:2 dos fosfolipidios da
membrana e catalisa a liberacdo do acido araquidénico. ApGs a liberacédo, este acido
podera ser metabolizado por um dos varios sistemas de enzimas, como 0 das
ciclooxigenases, que catalisa a formacédo de prostaglandinas; o das lipoxigenases,
gue formam os leucotrienos; ou o das isoenzimas citocromo P450, que produzem
acidos epoxieicosatriendico. Tais produtos oxigenados sdo denominados

eicosanoides devido possuirem 20 carbonos (figura 1).

Figura 1. Mostra o acido araquiddonico em duas vias de metabolizacdo, a das
ciclooxigenases e a das lipooxigenases, formando eicosandides.
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Fonte: http:// www.sistemanervoso.com/ pagina.php?secao=11&ma...
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As prostaglandinas e os tromboxanos sdo os produtos da via da
ciclooxigenase e sdo os produtos mais bem conhecidos do &cido araquidénico.
Esses compostos séo classificados em varias categorias principais e designados por
letras A, B, C, D, E e F. A identificacdo de cada prostaglandina € feita através da
estrutura diferente do anel ciclopentano. As principais categorias ainda sao
subdivididas de acordo com o numero de ligacdes duplas nas cadeias laterais, o0 que
€ indicado pelo numero subscrito 1 (uma ligacdo dupla), 2 (duas ligacdes duplas) e 3
(trés ligacbes duplas). As prostaglandinas, formadas pela acdo da prostaglandina
G/H sintetase a partir do &cido araquiddnico, contém duas ligacbes duplas
(bisendicas), indicadas por um subscrito 2. Essas prostaglandinas sédo as principais
nos mamiferos. Aquelas com uma ligacdo dupla (monoendicas) sdo derivadas do
acido diomo-g-linoléico, e aquelas com trés ligacbes duplas (triendicas) sao
derivadas do acido 5,8,11,14,17-eicosapentaenodico (HARDMAN; LIMBIRD 2002). A
prostaglandina G/H sintetase contém atividade de ciclooxigenase, isto é, oxigena e
cicliza o &cido graxo precursor ndo esterificado, formando endoperoxido ciclico
instavel, a PGG. A prostaglandina G/H sintetase possui também atividade de
hidroxiperoxidase, que converte PGG em PGH, também instavel. A via segue com
esses endoperéxidos ciclicos instaveis sendo prontamente transformados, por
reacdes enzimaticas, em varios outros produtos estaveis como prostaciclina (PGI),
tromboxanos (TXA), prostaglandina E (PGE), prostaglandina F (PGF), ou
prostaglandina D (PGD) (vide figura 2).

Fig ura 2. Esquema de ag&o enzimatico de transformagcao do &cido aracddnico

ACIDO ARAQUIDONICO
| CICLOOXIGENASE
PROSTAGLANDINA G,
| HIDROXIPEROXIDASE
PROSTAGLANDINA H;

| ENZIMAS ESPECIFICAS

PROSTAGLANDINAS E, F, D (ciclooxigenase)
PROSTACICLINA | (prostaciclina sintetase)
TROMBOXANOS A (tromboxano sintetase)

Fonte: Revisdo sobre origem dos AINES e substratos
http://www.uff.br/mfl/outras_disciplinas/med_integral_infancia_adolescente/cox2.htm#Revisa
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A prostaglandina G/H sintetase, conhecida como ciclooxigenase (COX)
possui trés isoformas: ciclooxigenase 1, 2 e 3. Sabe-se pouco sobre a COX-3,
existem mais estudos sobre as COX-1 e COX-2 (vide figura 3). Os genes para COX-
1 e COX-2 estéo localizados nos cromossomos humanos 9 e 1, respectivamente. A
COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células, ja a COX-2 pensava-se
estar presente, de forma significativa, apenas em situacdes inflamatérias. No entanto
hoje, estudos tém indicado que essa enzima medeia uma variedade de respostas
fisiolégicas do organismo, sendo expressa fisiologicamente nas células endoteliais,
ovarios, utero, cérebro, medula espinhal, rins e outros 6rgdos (HINZ; BRUNE,
2001).

Figura 3. caracteristicas das COX-1, 2, 3

As isoformas COX-1 e COX-2 tém 60% de semelhanca nas suas

Responsavel pela producdao de prostaglandinas
necessaria para resposta autdcrina e paracrina aos
hormdnios circulantes. Confere protecdo gastrica,
regula a agregacdo plaquetaria, atua na resisténcia

vascular periférica, atua na excrecéo de sédio renal.

Atividades pos-inflamatdrias e presente apos inducao

por IL1, TNF, lipopolissacarideos

Encontrada no coragdo e em altos niveis no

Sistema Nervoso Central (SNC).
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sequéncias de aminoacidos (TOH, 1989; DE WITT et al., 1990; SHIMOKAWA et al.,
1990; SHIMOKAWA,; SMITH, 1991; SHIMOKAWA; SMITH, 1992). A COX-3, uma
variante derivada do gene da COX-1, ainda ndo tem uma funcédo clara
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002). Existem diferengas importantes na regulagao e
expressao dessas enzimas em varios tecidos. A COX-1 é expressa na maioria dos
tecidos. Ela é descrita como uma “enzima responsavel pela faxina”, reguladora de
processos celulares (assim como citoprotecdo gastrica, homeostase vascular,
agregacao plaquetaria e funcéo renal) e é estimulada por hormbnios ou fatores de
crescimento. Muitos estudos afirmam que a COX-2 ndo € usualmente detectada na
maioria dos tecidos, e que sua expressao aumentaria durante estados inflamatoérios
ou experimentalmente em resposta a estimulos mitdgenos. Como um exemplo,
fatores de crescimento e interleucina-1 estimulam a expresssdo de COX-2 em
fibroblastos, enquanto que a endotoxina desempenha a mesma funcdo nos
monacitos/macréfagos (LEE et al.,1992; DEWITT; MEADE; SMITH, 1993). A COX-2
€ expressa constitutivamente no cérebro, rins, ossos e provavelmente no sistema
reprodutor feminino (DUBOIS et al., 1998). A expressdo da COX-2 € inibida por
glicocorticéides (O'BANION; WINN; YOUNG, 1992). Essa propriedade pode
contribuir para o efeito antiinflamatorio significativo dos glicocorticéides. Em quase
todos os tecidos normais foi detectada a presenca estrutural da COX-1 (DUBOIS et
al., 1998) e baixos a indetectaveis da COX-2, a qual pode ser expressa em maior
guantidade mediante presenca de citocinas, fatores de crescimento e estimulantes
tumorais, como dito anteriormente (FITZGERALD; PATRONO, 2001; HARRIS;
BREYER, 2001), sugerindo sua relevancia no cancer e em processos inflamatorios.
A COX-3 parece ser expressa em altos niveis no sistema nervoso central e também
€ encontrada no coracdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002; SCHWAB,;
SCHLUESENER; LAUFER, 2003).

Como as ciclooxigenase possuem papeis anatdomicos e fisiolégicos
diferentes , a inibicdo diferenciada de cada uma ou a inibicdo em conjunto resultara

em diferentes padrdes de efeitos no organismo.

Apesar de muitos estudos afirmarem que a COX-2 é produzida em
estados inflamatérios, o efeito da inibicdo da COX-2 na inflamacdo néo esta

completamente elucidado. Camundongos nocauteados para COX-2 sao tao
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suscetiveis para inflamag¢do quanto camundongos normais (MORHAM et al., 1995;
DINCHUK et al., 1995). Paradoxalmente, camundongos nocauteados para COX-1
mostraram menos ulceracdo depois da administracdo de indometacina que 0s
camundongos normais mesmo tendo uma taxa de prostaglandinas E, diminuida em
99% (LANGENBACH et al.,1995). Realmente, talvez a COX-2 possua propriedades
antiinflamatérias. Usando um modelo animal de inflamacédo, pleurite induzida por
carragenina, um estudo mostrou que a expressdo maxima de COX-2 coincidiu com a
resolucdo da inflamacgédo e foi associada com a sintese menor de protaglandina E;
(GILROY et al., 1999). Outro estudo mostrou que os linfécitos T humanos expressam
a isoenzima COX-2 e talvez desempenhe algum papel tanto na ativagao inicial como
tardia da das células T, na producédo de interleucina-2, de fator de necrose tumoral
alfa e de interferon gama (INIGUEZ; PUNZON; FRENSNO, 1999).

Embora a inibicéo seletiva da COX-2 produza menos toxicidade gastrica,
também pode estar envolvida com uma demora de cicatrizacdo de lesdes gastricas
e pode aumentar a injuria em tecido inflamado, como no modelo experimental de
colite (REUTER et al, 1996; MIZUNO et al.,1997; NEWBERRY; STENSON;
LORENZ, 1999). Isso pode ser importante em pacientes com doenca inflamatoria
intestinal, nos quais os AINEs podem exacerbar a doenca (REUTER et al., 1996).
Alguns AINEs séao seletivos para o receptor de COX-2 em baixas doses. Nabutone,
por exemplo, parece ser mais efetivo na inibicdo de COX-2 que COX-1 em alguns
estudos experimentais (ROTH, 1996). Cetorolaco também inibe a COX-2 mais que a
COX-1 (PATRIGNANI et al., 1994; GLASER et al., 1995). Wallace (2000) refere
sobre essa ultima droga (Cetorolaco), que na dose de 3mg/kg é inibidora seletiva da
isoforma COX-1 (WALLACE et al., 2000). Em geral, os AINES inibem, de forma
variavel, ambas as isoformas COX em suas dosagens terapéuticas. Deste modo,
passaram a ser caracterizados de acordo com sua capacidade de inibicdo das COX-
1 e 2. Se em sua dosagem terapéutica um determinado antiinflamatorio inibe apenas
a isoforma COX-2, sem interferéncia na atividade COX-1, denomina-se agente
inibidor especifico COX-2. Tais compostos foram intitulados coxibs (BROOKS, 1991;
PAIRET; VAN-RYN, 1998). A esperanca quanto a possibilidade de reter os efeitos
antinflamatorios de farmacos semelhantes ao &cido acetilsalicilico com menor
potencial de toxicidade, principalmente a nivel gastrico, levou aos esforgos

envidados para o desenvolvimento de AINES com maior seletividade para COX-2
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versus COX-1 (MEADE; SMITH; DEWITT, 1993; MITCHELL et al., 1993;
MASSFERRER et al.,, 1994; O'NEILL et al., 1994). Os coxibs representam grande
avanco farmacoldgico pelos menores efeitos colaterais e consequente maior
seguranca para 0 sistema gastrointestinal. Dois grandes ensaios clinicos,
envolvendo cerca de 8000 pacientes, avaliaram a eficacia dos coxibs e o risco
associado de complicagfes gastrointestinais: o0 Vioxx Gastrointestinal Outcomes
Research (VIGOR), e o Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study (CLASS). A
conclusdo em ambos foi a de que os coxibs sdo realmente mais seguros que 0s
AINEs néo seletivos, apresentando cerca de 40 a 60% de reducéo nas complicacdes
gastrointestinais. Os inibidores especificos da COX-2 (coxibs) n&o inibem a COX-1
em doses terapéuticas, mas o efeito poupador da COX-1 nunca é completo,
principalmente em altas dosagens (FITZGERALD; PATRONO, 2001). Os inibidores
seletivos da COX-2 além de possuirem determinadas indicacdes terapéuticas como
polipose adenomatosa familiar e, provavelmente, na prevencdo de doencas
neurolégicas, como a deméncia de Alzheimer, também tém demonstrado interferir
com tumorigénese e apoptose, podendo ser opcéo terapéutica e quimiopreventiva
para pacientes com outros tipos de neoplasias. Maiores avaliacdes sdo necessarias
para confirmacdo destas recentes indicacdes clinicas. Apos a criacdo dos coxibs
diversos estudos foram desenvolvidos como intuito de provar a maior seguranca
gastrintestinal desses medicamentos. Entretanto, esses mesmos estudos suscitaram
duvidas quanto a seguranca cardiovascular dos mesmos. O primeiro estudo a
levantar essas duvidas foi o VIGOR (BOMBARDIER et al., 2000), publicado em
2000, que visava comparar a toxicidade gastrintestinal de dois AINESs: rofecoxib e
naproxeno. Ao analisarmos as classes de inibidores da cicloxigenase, temos que a
aspirina  provoca uma modificacdo covalente da enzima, blogueando
irreversivelmente sua atividade. Como as plaquetas humanas expressam apenas
COX-1, a aspirina bloqueia irreversivelmente esta enzima e, consequientemente, sua
producéo de TXA,. A inibicdo funcional da ativacédo plaquetaria dependente de TXA,
requer supressao da capacidade de gerar esse prostandide superior a 95% e
somente a aspirina € comprovadamente capaz de sustentar tal efeito durante seu
intervalo de administracdo. Apesar de também provocar supresséo de prostaciclina,
a supressao concomitante de tromboxano predomina e o efeito final & cardioprotetor
(FITZGERALD, 2002). A classe de AINEs tradicionais inibe a producao de TXA, e de
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prostaciclina a um grau semelhante, apesar de haver pequenas variagdes na
seletividade bioquimica por cada isoforma entre os diversos medicamentos e este
efeito € reversivel durante o intervalo de administracdo. Portanto, a inibicdo
intermitente da funcdo plaquetaria ndo produziria efeito final cardioprotetor. A divida
restante, contudo, € sobre o efeito cardiovascular da supressao de prostaciclina sem
concomitante supressdo de tromboxano, determinada pelos inibidores especificos
de COX-2. Estudos com a delecdo de genes que codificam 0s receptores para
prostaciclina (IP) e PGE2 (EP2) de camundongos ndo demonstram ocorréncia de
trombose espontanea, mas 0s animais cujos genes para IP foram deletados
apresentaram responsividade aumentada a estimulos trombéticos (NARUMIYA,;
FITZGERALD, 2001; MURATA et al., 1997). De tal modo, seria esperado um
aumento de efeitos adversos cardiovasculares apenas em individuos predispostos.
A COX-1 é a unica isoforma presente em plaquetas, onde leva a formacéo de TXA2
(FITZGERALD; PATRONO, 2001). Os recentes resultados dos trés ultimos estudos
envolvendo rofecoxib, celecoxib e valdecoxib fortaleceram evidéncias preexistentes
(DRAZEN, 2005) e convenceram especialistas do maior risco de eventos adversos
cardiovasculares da classe, como IAM, AVC, hipertensédo e insuficiéncia cardiaca
(BRESALIER et al., 2005), (DRAZEN, 2005). Ha indicativos de que a
cardiotoxicidade seja dose-dependente e proporcional a seletividade para COX-2
(HUGHES, 2005).

Como toda nova medicacdo, o0s coxibs devem passar por uma
observacdo criteriosa e adicionais analises clinicas em larga escala serdo
importantes para determinacdo do real beneficio e seguranca destes agentes. E por
serem drogas de alto custo, torna-se fundamental uma correta avaliacdo custo-
beneficio para o uso adequado dos atuais e futuros inibidores seletivos da COX-2
(KUMMER; COELHO, 2002).

1.2 Breve abordagem da fisiologia do trato digestério

Existem poucos estudos que mostrem detalhadamente a fisiologia e
anatomia do trato gastrintestinal de ratos. Bredo e Odo (2010) descrevem as partes
do aparelho digestorio na espécie Rattus norvegicus albinus. Inicialmente a boca
seguida pelo es6fago com suas partes toracica e abdominal; o estdbmago dividido em

fundo, corpo, regido pildérica; duodeno, com suas por¢des cranial, descendente,



22

flexura duodeno caudal, duodeno ascendente, flexura duodeno-jejunal; jejuno e ileo;
continuando com o cecum e depois passando para o intestino grosso, composto
pelo colon ascendente flexura codlica direita, colon transverso, flexura cdlica
esquerda, célon descendente e reto. A anatomia e fisiologia humanas e dos ratos
séo semelhantes.

O trato gastrointestinal é a principal porta de entrada de agua e eletrdlitos
no organismo. O tubo digestorio inicia-se na cavidade oral e inclui a faringe, eséfago,
estbmago, intestino delgado e o intestino grosso. A estrutura do tubo digestoério tem
aproximadamente o mesmo arranjo ao longo de toda sua extensdo, sobretudo a
partir do tergo inferior do eséfago. Tomando-se como exemplo um corte transversal
do intestino delgado, podem-se identificar quatro camadas principais: mucosa,
submucosa, muscular e serosa.

A digestdo comeca na cavidade oral, onde os alimentos s&o misturados a
saliva, triturados e fragmentados pela acdo da mastigacdo. Uma vez formado o bolo
alimentar, este sera entdo deglutido. A faringe participa do processo de degluticao.
Ao final da faringe tem inicio o es6fago que atravessa toda a cavidade toracica e
limita-se com o estdbmago. O esbdfago conecta-se a faringe com o estbmago. Sua
funcao é transportar o bolo alimentar da faringe para o estdbmago. O estbmago € um
orgao oco, localizado na cavidade abdominal, comunicando-se com o es6fago e o
intestino delgado. As camadas que constituem suas paredes estdo estruturalmente
preparadas para participar dos processos digestivos. Na maioria dos mamiferos, o
estbmago comporta-se como reservatério transitorio de alimentos; promove a
mistura destes com 0 suco gastrico, convertendo-os em massa pastosa de
consisténcia uniforme, denominada quimo (CURI; ARAUJO, 2009).

As células parietais do estdbmago secretam hidrogénio e cloreto que no
limen gastrico formam acido cloridrico. O estdmago inicia a digestdo de proteinas
por intermédio da pepsina e continua a digestdo do amido iniciada na boca pela
amilase salivar. O esvaziamento gastrico do quimo para o intestino se da de maneira
lenta, sob estrito controle neuroenddécrino. O estbmago pode ser dividido em cardia,
corpo, fundo e regido pilérica. O intestino delgado compreende a regido
imediatamente caudal ao piloro até o esfincter ileocecal. Constitui-se de duodeno,
jejuno e ileo. E nessa parte do TGI que a maioria das enzimas digestivas atua sobre

as substancias provenientes dos alimentos. No intestino delgado ocorre a maior
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parte dos processos digestivos e absortivos. Nele também ocorrem processos de
controle enddcrino, pois produz e secreta horménios para o sangue. Com diametro
maior que o intestino delgado, o intestino grosso compde a parte final do TGI. Ele
tem inicio apds a valvula ileocecal e abrange o ceco, o apéndice vermiforme, o célon
(ascendente, transverso, descendente e sigmdide), o reto e o canal anal.
Desempenha as seguintes funcfes: absor¢cdo de agua e eletrdlitos, producdo de
muco e formac&o do bolo fecal (CURI; ARAUJO, 20009).
A absorcdo pode ocorrer por duas vias: entre células, chamada de absorcado
paracelular ou através de células, chamada de absorcdo transcelular. A via
paracelular tem como limitacdo o tamanho da substancia. Ou seja, muitos produtos
da digestdo de nutrientes podem ser grandes demais para passar entre células.
Assim, a via paracelular € mais utilizada por ions, sendo que ions monovalentes sao
absorvidos mais prontamente do que ions divalentes (PAULINO; PINHEIRO, 2006).
A via transcelular implica na passagem da substancia pelas duas
membranas das células, a membrana apical e a membrana basolateral.
A via transcelular é a principal forma de absorcao de nutrientes e nesta, a
passagem através da membrana pode ocorrer de diferentes modos :
a)Difusdo passiva - quando a membrana é permeavel e existe gradiente de
concentracao entre os dois lados da membrana.
b)Difusdo facilitada - quando existe gradiente de concentracdo mas a
membrana ndo permite a passagem da substancia. Nestes casos o transporte
se da com a ajuda de transportadores, que sdo proteinas inseridas na
membrana.
c)Transporte ativo — € contra gradiente, exige a presenca de transportadores
e, além disso, o transporte se faz com gasto de energia (PAULINO;
PINHEIRO, 2006).
O trato gatrointestinal absorve diariamente grande quantidade de liquidos
e solutos. A maior parte da absor¢céo acontece no jejuno e ileo. Em termo de vias de
transporte, cabe salientar que a medida que se caminha pelo intestino em direcédo ao
anus, modificacbes nas juncdes intercelulares vao tornando a via paracelular cada
vez menos permeavel, ou seja, 0s segmentos vao sucessivamente passando de
epitélios leaky para epitélios do tipo tight, o que aumenta a participacdo da via

transcelular nas porgbes finais do trato gastrointestinal. Isto confere as porgoes
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distais do intestino a capacidade de regulacédo fina da absorcdo e secrecao das
substancias (CURI; ARAUJO, 2009). .

Os eletrolitos sdo absorvidos e secretados ao longo do intestino. O sédio,
em sua maior o parte, sofre absor¢cdo no duodeno e jejuno. No ileo e no célon, a
absorcdo encontra grandes barreiras pelo gradiente existente. O transporte na
direcdo da luz intestinal € impedido pela baixissima permeabilidade da via
paracelular dos segmentos distais. A absorcdo de sdodio requer a presenca, na
membrana basolateral das células, da bomba Na® - K ATPase, associada a
assimetria das membranas basolateral e luminal, em relacdo as suas propriedades
de transporte. Esse arranjo cria uma situacdo extremamente favoravel a absorcdo
do Na' a partir da luz intestinal por gerar uma diferenca de potencial elétrico
transepitelial, com a face intersticial negativa em relacdo a luminal e baixa
concentragdo de Na' intracelular. Assim, o Na* que se encontra na luz intestinal
possui forca movente proveniente de seu gradiente de potencial eletroquimico para
atravessar a membrana luminal em direcado ao interior celular. Uma vez dentro da
célula, é continua e ativamente bombeado para o espaco intercelular e intersticial
por acdo das bombas Na'- K'ATPases. A absor¢cdo de Na* ocorre de diferentes
maneiras. Ha o transporte acoplado aos monossacarideos glicose e galactose, a
aminoacidos e vitaminas hidrossoluveis. Além dessas vias o0 sodio pode ser
absorvido por co-transporte com ions cloreto, mecanismo encontrado
predominantemente no jejuno e ileo, onde se processa por acoplamento de um ion
sédio e um ion cloreto, num transporte eletroneutro que responde por cerca de 20%
da absorcéo de Na* no intestino delgado. Outro mecanismo de transporte envolve a
presenca de um trocador Na*/H" na membrana celular do jejuno e ileo. O hidrogénio
proveniente da hidratagdo do CO; intracelular é langado na luz em troca do Na*. Da
Hidratacdo do CO,, também surge o ion HCOj3, que € lancado na luz por um
trocador CI/HCO3;. Da associacdo dos dois mecanismos resulta a absorcdo de
NaCl. O Cloreto é absorvido por dois sistemas principais: a) por co-transporte
eletroneutro com Na® (Na™:Cl) e b) por cotransporte com HCOz (Cl-/ HCOs ). Na
membrana basolateral, a saida de ClI" se d4 de maneira passiva, possivelmente
mediada por uma proteina transportadora. Além da via transcelular, a absorcéo pode
ocorrer pelo espaco intercelular devido ao gradiente elétrico gerado pelo transporte

de cétions, sobretudo de Na*. O potassio tanto é absorvido quanto secretado pelo
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epitélio intestinal. No intestino delgado, sobretudo no jejuno e ileo, o K™ é
reabsorvido na borda em escova dos vilos, tanto passivamente através de canais,
quanto ativamente por H* - K’ATPase. Nas criptas, o K* é secretado em fungdo do
gradiente elétrico que se estabelece pela absorcdo de ions positivos, como Na* e
H*. Na membrana basolateral, o K* é transportado para o intersticio através de
canais, ou seja, de forma passiva. No coélon, onde se da a regulacdo fina dos
transportes de ions e agua, a absorcdo ocorre quando ha& aumento das
concentragbes luminais do ion e secrecdo em caso de diminuicdo desta
concentragdo, regulando a homeostase do K+ nas diferentes situacdes (CURI,
ARAUJO, 2009).

A regulacao do transporte intestinal de eletrélitos, 4gua, solutos e liquidos
em geral, depende de propriedades intrinsecas dos enterocitos, de hormonios de
acao local e sistémica, fatores de crescimento, neurotransmissores e de uma
interacdo complexa entre nervos da submucosa e células da imunidade na lamina
propria. Uma variedade de mediadores influenciam direta e indiretamente no
transporte intestinal (quadro 1). Os enterdcitos raramente encontram um Unico sinal,
mas provavelmente um coquetel de sinais paracrinos e endécrinos simultaneamente
ou sequencialmente (PACHA, 2000). Para entender a regulacéo fisioldgica dos
processos de transporte do intestino, uma abordagem integral € necessaria, se
levarmos em consideracdo a interacdo complexa e multifacetada entre as células
mucosas, células enddcrinas, neurdnios, células do sistema imune, vasos linfaticos,
sangue e musculos lisos, 0s quais tem uma relevancia maior no controle deste
transporte que o enterdcito propriamente dito (BANKS; FARTHING, 2002).
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Quadro 1. Fatores que influenciam a absorcéo e secrecédo de agua e eletrolitos

AGENTES QUE AUMENTAM A ABSORGAO E AGENTES QUE AUMENTAM A SECREGAO

INIBEM A SECRECAO E INIBEM A ABSORCAO
Nutrientes Toxinas bacterianas
Glicose Toxina vibrio colera
Aminoécidos Toxina de escherichia coli
Peptideos Acidos biliares
Neurotransmissores Neurotransmissores
Neuropeptideo Y Acetilcolina
Noradrenalina Prostaglandinas
Dopamina Leucotrienos
Somatostatina Serotonina
Encefalina Histamina
Angiotensina Peptideo intestinal vasoativo
Glicocorticoides Neurotensina

Colecistocinina

Glucagon

Secretina

Bradicinina

Substancia P

Radicais livres de oxigénio

Bombesina

Fator de ativacdo plaguetéria

Trifosfato de adenosina (ATP)

Fonte: Read, 1992.

O intestino delgado absorve uma quantidade muito grande de agua. Essa
agua é proveniente tanto da dieta quanto das secrecdes provenientes das glandulas
salivares, estdbmago, pancreas, figado e do proéprio intestino delgado. O movimento
de 4gua através das membranas celulares ocorre através de osmose. E importante
entender que no intestino delgado, existe uma forte ligacdo entre a absorcdo de
agua e a absorcdo de solutos. Ou melhor, a absorcdo de agua é absolutamente
dependente da absorcdo de solutos, principalmente em se tratando do sodio. O
sédio é absorvido através de varios mecanismos: diretamente por difusédo
eletrogénica, unido ao cloreto, em troca com hidrogénio ou unido a substancias

organicas como glicose e aminoacidos (CORTEGUERA, 1999). No co-transporte de
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sédio com glicose e aminoacidos, a bomba de sodio estabelece uma osmolaridade
elevada entre os espacos intercelulares adjacentes aos enterécitos e no espaco
intercelular a agua se difunde em resposta ao gradiente osmético criado pelo sodio.
A agua, assim como o sodio, se difundem para os capilares sanguineos dentro dos
vilus. O intestino pode absorver agua mesmo quando a osmolaridade no Iimen
intestinal esté alta, pela maior osmolaridade criada pela bomba de sédio embebida

na membrana basolateral dos enterdcitos (figura 4).

Figura 4. Absorcao de sodio e agua no intestino delgado
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Fonte: Bowen,1995

Em ratos, existem cerca de 150.000 bombas de sddio por enterdcito que
permite a célula transportar cerca de 4,5 bilhoes de ions de sédio para fora da célula
em um minuto (HARMS; WRIGHT, 1980).

Os ions cloreto entram nas criptas das células por co-transporte com
sédio e potassio. O sbédio € bombeado para fora da célula via bomba de sédio e 0
potassio flui através dos canais de potassio. A adenilciclase pode ser ativada por
inimeras substancias secretagogas que levam a geracdo de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc). Concentracfes intracelulares elevadas de AMPc nas
criptas ativam o canal regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica
(CFTR) resultando em secrecdo de ions cloreto dentro do limen. J4 o acumulo de
anions cloreto nas criptas criam um potencial elétrico que atrai o sédio resultando

em secrec¢do de cloreto de sédio (NaCl) na luz intestinal. NaCl nas criptas cria um
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gradiente osmotico através da jungdo celular e a 4gua é drenada no lumen (figura
5).
Figura 5. Absorcao e secrecao de eletrélitos no intestino delgado
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Muitos tipos de bactérias produzem toxinas que afetam a producédo de
adenilciclase nas criptas dos enterdcitos, levando a um aumento de AMPc o0 que
ocasiona abertura permanente dos canais de cloro. Isso resulta em secrecéo
massiva de agua que se manifesta através de diarréia. A toxina do célera é o melhor

exemplo desse fendmeno (BOWEN, 2006).

O que foi relatado acima ndo passa de um resumo grosseiro da regulacao
fisiolégica dos processos de transporte do intestino, que para serem realmente
entendidos se faz necessaria uma abordagem integral, levando em consideracdo a
interacdo complexa e multifacetada entre as células mucosas, células enddécrinas,
neurdnios, células do sistema imune, vasos linfaticos, sangue e muasculos lisos, 0s
guais tem uma relevancia maior no controle deste transporte que 0 enterdcito
propriamente dito (BANKS; FARTHING, 2002).
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1.3COXe TGl

Uma variedade de fatores pode influenciar tanto na absor¢cdo como na
secrecao de substancias no trato gastrointestinal incluindo mediadores inflamatérios
que podem ser ativados por processos inflamatérios desencadeados por diversas

causas incluindo agentes infecciosos.

Schotka, Stimpel e Jungermann (1999) sugeriram que a PGE2 aumenta
a atividade do co-transportador de glicose dependente de sodio e assim aumenta a
absorcéo de glicose. Por outro lado, Sundaram et al. (1997) descreveram que o ileo
inflamado em coelhos (com excesso de prostaglandinas) expressa baixos niveis do
co-transportador de glicose acoplado ao sédio, o que indica que prostaglandinas
(PGs) podem inibir a atividade destes co-transportadores. Kimberg et al.(1974), tém
sugerido que PGs elevam a atividade da adenilato ciclase em seus sitios de ligacao
na mucosa do intestino delgado e assim inibem a atividade da Na+K+ATPase na
mucosa do intestino (MOZSIK, 1970; PARKINSON et al., 1972). Além do mais, uma
gueda na absorcédo de glicose devido ao aumento de PGs e citocinas tem sido
observado tanto em pacientes com inflamacao grave (SOMASUNDARAM; SADIQUI,;
SUBRAMONIAM, 1983) como em pacientes cirurgicos (OHRI et al., 1994; WICKS et
al., 1994).

Beubler et al. (2001) demonstraram que o estimulo a formacao de PGE 2
pela toxina do célera que resulta na secrecao de fluidos, € mediado primariamente

via Ciclooxigenase 2 (COX-2).

A COX-1 parece ter fundamental papel em manter a arquitetura glandular
do estbmago. Constitui-se na Unica isoforma identificada na mucosa gastrica de
animais normais, incluindo humanos, estando intimamente envolvida na prevencao
de erosfes e ulceracdes (BEEJAY; WOLFE, 1999). Entretanto, diante de infec¢bes
ou Ulceras gastricas ja formadas, assim como infeccdo pelo Helicobacter pylori
(FITZGERALD; PATRONO, 2001), detecta-se maior expressdo de COX-2 nas
células epiteliais do estbmago, induzindo a formacdo de prostaglandinas que
contribuem para a cicatrizacdo destas lesdes (DUBOIS et al., 1998; EMERY, 2001).

Tais prostaglandinas (PG), dentre elas a do tipo E; com atividade predominante,
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agem estimulando a secrecdo de fluidos e cloretos pela mucosa, 0 que impede a

invasao de bactérias na circulacéo sistémica (ECKMANN et al., 1997).

O uso de antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) provavelmente pode
afetar o transporte gastrintestinal de agua e eletrdlitos através da mucosa do trato
digestdrio. Alteracdes no tonus gastrintestinal também sao capazes, per si, de alterar
esse transporte (LEVENS, 1983; FISHER; PEARSONS, 1953). Santos et al. (2007)
afirmaram que a inibicdo de COX-2 retarda o esvaziamento gastrico e aumenta o
tbnus gastrintestinal em ratos acordados e anestesiados.

Tendo em vista que os AINES modificam a motilidade gastrintestinal, o
gue poderia por si s6 modificar a taxa de absorcao/secrecéo intestinal e que essas
drogas podem alterar a formacdo de PGs envolvidas na secrecao gastrintestinal,
esse estudo visa avaliar o efeito de AINES (inibidores seletivos das ciclooxigenases
1 e 2 e AINES néao seletivos) sobre o transporte ileal de agua e eletrélitos (sédio,

potassio e cloreto) em ratos anestesiados.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos de antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) sobre o

transporte ileal de agua e eletrdlitos (sodio, potassio e cloro) em ratos anestesiados.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar o efeito de inibidores seletivos (Cetorolac e Celecoxibe) sobre o
transporte ileal de 4gua e eletrdlitos em ratos anestesiados.

Avaliar o efeito de inibidores nédo seletivos (Indometacina) da COX-1 e 2
sobre o transporte ileal de agua e eletrélitos em ratos anestesiados.

Avaliar as alteracdes histopatolégicas na mucosa ileal de ratos tratados

com inibidores seletivos e nao seletivos da COX-1 e 2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e principios éticos

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar, machos, pesando
entre 180 e 220g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara — UFC e abrigados no Biotério Setorial da FAMED-Sobral-UFC no Centro de
Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Sobral. Os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com o0s principios para uso e
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Esse trabalho foi aprovado na comissdo de ética em pesquisa animal do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC (Numero: 3207).

3.2 Drogas

Todas as drogas utilizadas nesse estudo foram preparadas imediatamente
antes da administracdo. Foram utilizadas cetorolaco (Inibidor seletivo da COX-1 na
dose de 3mg/Kg) (SANTOS, 2007), indometacina (inibidor nao-seletivo da COX -
5mg/Kg) (WALLACE et al., 2000) e celecoxibe (Inibidor celetivo COX-2, 10 mg/Kg)
(SOUZA et al., 2003). Cetorolaco e celecoxibe foram diluidos em solucdo salina

(Nacl a 0,9%) e indometacina em solucéo tampao fosfato (pH 8.0).

3.3 Protocolos experimentais

Apbés os procedimentos cirargicos, os animais foram mantidos em
repouso por 30min para a estabilizacdo das parametros hemodinamicos. Todos 0s
animais foram monitorados por um periodo total de pelo menos 60min, sendo o0s
20min iniciais de monitoracdo considerados como periodo basal. A seguir, 0s
animais foram distribuidos em um dos protocolos experimentais seguintes e
tratados por 3 dias por gavagem com:

1. Protocolo 1: Cetorolaco (Inibidor seletivo da COX-1 na dose de 3mg/Kg)

(SANTOS, 2007);
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2. Protocolo 2: Celecoxibe (Inibidor celetivo COX-2, na dose de 10 mg/Kg)
(SOUZA et al., 2003);
3. Protocolo 3: Indometacina (inibidor n&o-seletivo da COX - 5mg/Kg)
(WALLACE et al., 2000);
4. Protocolo 4: Cetorolaco + Celecoxibe;
5. Protocolo 5: Salina 0,9% e
6. Protocolo 6: Tampéao fosfato.
Todos os AINES aqui utilizados foram diluidos em solugéo salina (Nacl a
0,9%) exceto a indometacina que foi diluida em solu¢éo tampao fosfato (pH 8.0).
O perfusato foi colhido por 40 minutos, cada protocolo foi constituido
aproximadamente de 6 animais (Figura 2).

Figura 6. Delineamento experimental utilizado para avaliagéo do efeito de AINES ou
veiculo sobre o transporte ileal de agua e eletrdlitos de ratos anestesiados.
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3.4 Estudo do transporte de agua e eletrdlitos através da mucosa ileal

Os animais foram tratados durante trés dias com os AINES ja descritos
per os e apos jejum de 24 horas com livre acesso a agua, 0s animais foram
anestesiados com Uretana (1,2mg /kg corporal, i.p). A seguir, foi realizada uma
laparotomia mediana de aproximadamente 5 (cinco) cm para visualizacdo das
visceras. Foi realizado o isolamento em separado de segmento que dista
aproximadamente 30 cm do ileo terminal (LIMA et al., 2002) e 5 cm da flexura
duodenojejunal (BEUBLER et al., 2001). As canulas foram introduzidas nas

extremidades proximal e distal do segmento, mediante criacdo de fistulas. As fistulas
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foram ocluidas e as canulas fixadas. A seguir, o ileo e as extremidades das canulas
foram reintroduzidas na cavidade abdominal e a parede abdominal foi aproximada
com pontos separados com fio de nylon 3.0. O segmento isolado e as canulas
formaram o circuito que foi perfundido.

ApoOs a cirurgia, foi iniciada a perfusdo mediante conexdo da céanula
proximal a uma bomba do tipo peristaltica (Mini-pump variable flow, Control
Company, Edgewood Friendswood, TX, USA) promovendo fluxo de 0.14 mL/min,
com solucédo modificada de ringer (NaCl 6,5g/L; KCI 0,14g/L; CaCl, 0,12g/L; NaHCOs3
0,2g/L; NaH,PO, 0,01g/L) e fenolsulftaleina 50ug/mL, como marcador nao absorvivel
para o célculo do fluxo de agua. O liquido perfusor foi mantido aquecido em banho-
maria a 37°C.

Apos estabilizacdo de fluxo luminal, o perfusato foi coletado em tubos de
ensaio apos 40min (03 amostras). O volume de cada amostra foi medido em becker.
Ao final do experimento, os animais foram sacrificados e o segmento ileal perfundido
retirado, sendo imediatamente pesado. Nova medicado de peso desse segmento foi
realizada apds o mesmo ser mantido em estufa a 100°C por 48h, de modo a permitir

a correcao dos parametros funcionais.

Aliguotas da solucao perfusora foram obtidas no inicio (03 amostras) e no
final (03 amostras) do experimento, para determinacdo dos parametros controle.
Foram determinadas as diferencas entre as amostras controle e as coletas do
perfusato quanto aos valores das concentracbes de sodio, potassio e cloreto
(mmol/L).

A concentracdo de fenolsulftaleina foi determinada mediante
espectrofotometria (Spectrophotometer Model B382; Micronal S. A Aparelhos de
Precisdo; Sao Paulo, SP, Brasil), seqguindo o método descrito por Schedl e Clifton
(1961). As dosagens das concentracfes de sodio e potassio no perfusato foram
medidas por fotometria de chama (FC180 Celme ®). O método de colorimetria foi
usado para determinacdo da concentracdo de cloretos (Labtest Bio. Diagnésticos;
Belo Horizonte, MG, Brasil) foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante
(LIMA et al., 2002).
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3.5 Analise histopatolégica da mucosaileal

ApOs o sacrificio dos animais, foram retirados anéis de aproximadamente 0,5
cm das extremidades perfundidas do ileo para posterior andlise histolégica. A seguir,
tais espécimes foram fixados em formol tamponado 10% e processados para
coloracao pelo método HE (hematoxilina-eosina) para exame em microscopia optica
(40x). A andlise histopatoldgica envolveu a observacao do aspecto de vilos e criptas,
assim como da mucosa intestinal. Para a analise morfométrica, a medida de vilos foi
verificada considerada desde o ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo
em mensurado (altura do vilo) e criptas intestinais (definida como o ponto de
encontro entre dois vilos medidos até o inicio da camada submucosa), para a
correlacdo para a capacidade absortiva (razdo da altura de vilo/ profundidade das
cripta). A razdo entre o cumprimento dos vilos intestinais e as criptas de Lieberkihn
foi calculada em um utilizando-se o software ImageJ versao 1,36, sendo medidos

entre 5 e 10 vilos e criptas por corte histologico.

3.6 Analise estatistica dos resultados

Os célculos do fluxo foram feitos com o auxilio do programa Microsoft Excel
4.0 (Microsoft Corporation, Cupertino, CA, USA) para Windows, sendo 0s grupos
testados usando o teste “t” de Student. Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
(cetorolaco, celecoxibe) sobre o transporte ileal de agua (H.O) em ratos
anestesiados

No grafico 1 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
cetorolaco, celecoxibe ou cetorolaco + celecoxibe sobre o transporte ileal de agua.
Em relagdo ao grupo controle (salina), a administracdo de cetorolaco aos animais
promoveu secrecao ileal de agua (- 0,00414 + 0,00062 ml/g/min vs 0,0043 + 0,0021
ml/g/min — p<0,05, teste “t” de Student). O pré-tratamento com celecoxibe, apesar de
promover absor¢cdo de agua, ndo o fez de forma significativa em relacdo ao grupo
controle (0,00756 ml/g/min £ 0,0027ml/g/min vs 0,0021 ml/g/min + 0,0021ml/g/min —
p>0,05, teste “t” de Student). O tratamento com cetorolaco + celecoxibe impediu o
efeito do celecoxibe isoladamente (0,0045 + 0,0029 ml/g/min vs 0,0043 + 0,0021
ml/g/min — p<0,05, teste “t” de Student )

Gréafico 1 — Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2 sobre o
transporte ileal de agua (H,O) em ratos anestesiados
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6),
cetorolaco (N=6), celecoxibe (N=5) ou cetorolaco + celecoxibe (N=6). Decorridos 3 dias de
tratamento, os animais foram anestesiados com uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal
foram perfundidos com uma solu¢cdo de Ringer modificada com vermelho de fenol (50pg/mL)
utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao longo de 40min. Alicotas da solucéo perfusora e do
perfusato serviram para a determinagdo da concentragdo de H,O por meio da dosagem da
concentracdo de fenolsulftaleina mediante espectofotometria e as diferengcas entre essas
concentracdes se prestaram para determinar o transporte ileal de H,O em ml/g/min.* p<0,05 vs salina
(controle), **p<0,05 vs cetorolaco, teste “t” de Student.
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4.2 Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
(cetorolaco, celecoxibe) sobre o transporte ileal de sédio (Na’) em ratos
anestesiados

No Grafico 2 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
cetorolaco, celecoxibe ou cetorolaco + celecoxibe sobre o transporte ileal de sédio.
Em relagdo ao grupo controle (salina), a administracdo aos animais de cetorolaco
promoveu secrecao ileal de sddio (-0,47 = 0,23 pEg/g/min vs 2,280 + 1,235
MEQg/g/min — p<0,05, teste “t” de Student). Ja o pré-tratamento com celecoxibe,
demonstrou uma pequena absorcao ileal ndo significativa de sdédio (0,476 + 0,4
MEg/g/min vs 2,280 + 1,235 pEg/g/min — p>0,05, teste Anova). O pré-tratamento com
cetorolaco + celecoxibe ndo mostrou alteracdo no transporte ileal de sodio (0,0966+
0,395 PEg/g/min vs 2,280 * 1,235 pEg/g/min — p>0,05, teste “t” de Student).

Grafico 2 — Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
sobre o transporte ileal de Sodio (Na*) em ratos anestesiados
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6),
cetorolaco (N=6), celecoxibe (N=5) ou cetorolaco + celecoxibe (N=6). Decorridos 3 dias de
tratamento, os animais foram anestesiados com uretana 1,2mg/100g, e a seguir 30 cm do ileo
terminal foram perfundidos com uma solu¢éo de Ringer modificada com vermelho de fenol (50ug/mL),
utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao longo de 40min. Alicotas da solucéo perfusora e do
perfusato serviram para a dosagem da concentracdo de Na+ por meio de fotometria de chama e as
diferengas entre essas concentracdes se prestaram para determinar o transporte ileal de Na+ em
MEQg/g/min. * p<0,05 vs salina (controle), teste “t” de Student.
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4.3 Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2

(cetorolaco, celecoxibe) sobre o transporte ileal de cloro (ClI) em ratos
anestesiados

No Grafico 3 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
cetorolaco, celecoxibe ou cetorolaco + celecoxibe sobre o transporte ileal de Cloro
(CI). Em relagdo ao grupo controle (salina), a administracdo de cetorolaco aos
animais promoveu secrecao ileal de cloro (- 0,35 + 0,14 pEg/g/min vs 1,83 + 1,99
MEQ/g/min — p<0,05, teste Anova). J& o pré-tratamento com celecoxibe, causou uma
absorcdo minima, sem significAncia, no transporte ileal de cloro (0,19 =
0,27uEg/g/min vs xx + 1,83 £ 1,99 uEg/g/min — p>0,05, teste Anova). O pré-
tratamento com cetorolaco + celecoxibe ndo mostrou alteracéo no transporte ileal de
cloro (0,077 + 0,11pEqg/g/min vs 1,83 £+ 1,99 pEqg/g/min — p>0,05, teste “t” de
Student).

Grafico 3 — Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
sobre o transporte ileal de cloro (CI") em ratos anestesiados
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6),
cetorolaco (N=6), celecoxibe (N=5) ou cetorolaco + celecoxibe (N=6). Decorridos 3 dias de
tratamento, os animais foram anestesiados com uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal
foram perfundidos com uma solucdo de Ringer modificada com vermelho de fenol (50ug/mL),
utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao longo de 40min. Alicotas da solucéo perfusora e do
perfusato serviram para a dosagem da concentragédo de CI por meio de colorimetria e as diferencas
entre essas concentracdes se prestaram para determinar o transporte ileal de CI" em pEg/g/min. *
p<0,05 vs salina (controle), teste “t” de Student.
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4.4 Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
(cetorolaco, celecoxibe) sobre o transporte ileal de potassio (K) em ratos
anestesiados

No Grafico 4 observou-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
cetorolaco, celecoxibe e cetorolaco + celecoxibe sobre o transporte ileal de potassio.
Em relagdo ao grupo controle (salina), a administracdo de cetorolaco aos animais
promoveu secrecao ileal significativa de potassio (K*) (-0,12 + 0,028 pEg/g/min vs
0,30 = 0,202uEqg/g/min — p<0,05, teste “t” de Student). Enquanto que o0s pré-
tratamentos com celecoxibe e com cetorolaco + celecoxibe n&o promoveram
alteracdo no transporte de Potassio (K) (0,036 + 0,057 pEg/g/min vs 0,30 *
0,202uEg/g/min — p>0,05, teste “t” de Student e 0,015 + 0,025uEq/g/min vs 0,30 *
0,202uEQg/g/min— p>0,05, teste “t” de Student).

Grafico 4 — Efeitos do pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
sobre o transporte ileal de potassio (K*) em ratos anestesiados
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6),
cetorolaco (N=6), celecoxibe (N=5) ou cetorolaco + celecoxibe (N=6). Decorridos 3 dias de
tratamento, os animais foram anestesiados com uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal
foi perfundido com uma solucdo de Ringer modificada com vermelho de fenol (50ug/mL), utilizando
uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao longo de 40min. Alicotas da solugéo perfusora e do perfusato
serviram para a dosagem da concentra¢do de K™ por meio de fotometria de chama e as diferencas
entre essas concentracdes se prestaram para determinar o transporte ileal de K* em pEg/g/min. *
p<0,05 vs salina (controle), teste “t” de Student.
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4.5 Alteragcdes morfométricas no ileo de ratos secundarias ao pré-tratamento

com inibidores da cicloxigenase 1 e 2 (cetorolaco, celecoxibe)

No gréfico 5 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
cetorolaco celecoxibe ou cetorolaco + celecoxibe sobre a morfometria ileal. Em
relagdo ao grupo controle (salina), a administracdo de cetorolaco aos animais néo
modificou a relacao vilo/cripta (2,17+0,09 vs 2,10+0,06 — p>0,05, teste t student).
Evidenciado no grafico 5 e na figura 3. Enquanto que o pré-tratamento com
celecoxibe (grafico 5 e figura 2) ou a associacdo de cetorolaco + celecoxibe (gréafico
5 e figura 4 e 5) promoveram aumento da relagao vilo/cripta (2,57+0,09 ou 2,40+0,06
vs 2,10+0,06 — p<0,05, teste t de student).

Grafico 5 — Alteragbes morfométricas no ileo de ratos secundarias ao pre-
tratamento com inibidores da cicloxigenase 1 e 2
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6),
cetorolaco (N=6), celecoxibe (N=5) ou cetorolaco + celecoxibe (N=6). Apds o sacrificio dos animais,
Segmentos das extremidades do ileo foram coletadas, seguindo-se rotina histolégica para H&E
(hematoxilina-eosina) com posterior exame em microscopia Optica (100X e 400x). Para a analise
morfométrica, a medida da altura dos vilos e a profundidade das criptas (calculada em ym - software
ImageJ versdo 1,36) serviu para determinar a razao vilo/cripta, expressa como média + E.P.M.
*p<0,05, vs salina (controle).
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Figura 7. A) Fotomicrografia (100x) do ileo de ratos controle B) )
Fotomicrografia (400x) do ileo de ratos controle C) Fotomicrografia (100x) do
ileo de ratos em H&E E apds tratamento com cetorolaco D) Fotomicrografia
(400x) do ileo de ratos em H&E apds tratamento com cetorolaco.

A)) Salina 100 X B ) Salina 400 X
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6) ou
cetorolaco (N=6). Ap6s o sacrificio dos animais, segmentos das extremidades do ileo foram
coletadas, seguindo-se rotina histologica para H&E (hematoxilina-eosina) com posterior exame em
microscopia optica (100X e 400x).
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Figura 8. A) Fotomicrografia (100x) do ileo de ratos controle B) )
Fotomicrografia (400x) do ileo de ratos controle C) Fotomicrografia (100x) do
ileo de ratos em H&E E apOs tratamento com celecoxibe D) Fotomicrografia
(400x) do ileo de ratos em H&E apds tratamento com celecoxibe.

A) Salina 100 X B) Salina 400 X
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D) Celecoxibe 400 X

Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6) ou
celecoxibe (N=6). Apos o sacrificio dos animais, segmentos das extremidades do ileo foram
coletadas, seguindo-se rotina histolégica para H&E (hematoxilina-eosina) com posterior exame em
microscopia optica (100X e 400x).
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Figura 9. A) Fotomicrografia (100x) do ileo de ratos controle B) )
Fotomicrografia (400x) do ileo de ratos controle C) Fotomicrografia (100x) do
ileo de ratos em H&E E apds tratamento com cetorolaco + celecoxibe D)
Fotomicrografia (400x) do ileo de ratos em H&E apds tratamento com
cetorolaco + celecoxibe.

A) Salina 100 X

D) Cel. + Cet. 400 X

Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com salina (N=6) ou
cetorolaco + celecoxibe (N=6). Apds o sacrificio dos animais, segmentos das extremidades do ileo
foram coletadas, seguindo-se rotina histolégica para H&E (hematoxilina-eosina) com posterior exame
em microscopia 6ptica (100X e 400x)..
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4.6 Efeitos do pré-tratamento com inibidor da néo seletivo da cicloxigenase

(indometacina) sobre o transporte ileal de 4gua (H,O) em ratos anestesiados

No Grafico 6 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
indometacina sobre o transporte ileal de 4gua. Em relacdo ao grupo controle
(tampéo Fosfato), a administragdo aos animais de indometacina promoveu uma
diminuicdo na absorcdo ileal de agua sem significancia estatistica (0,0007 =+
0,0007ml/g/min vs 0,0020 £ 0,00056 ml/g/min — p>0,05, teste “t” de Student).

Grafico 6 - Efeitos do pré-tratamento com inibidor n&o especifico da
cicloxigenase sobre o transporte ileal de agua (H,O) em ratos anestesiados.
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com Tampao fosfato
(N=6) ou indometacina (N=6). Decorridos 3 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal foram perfundidos com uma solugdo de Ringer
modificada com vermelho de fenol (50ug/mL), utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao
longo de 40min. Alicotas da solucdo perfusora e do perfusato serviram para a determinacdo da
concentracdo de H,O por meio da dosagem da concentragdo de fenolsulftaleina mediante
espectofotometria e as diferencas entre essas concentracdes se prestaram para determinar o
transporte ileal de H,O em ml/g/min.
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4.7 Efeitos do pré-tratamento com inibidor da néo seletivo da cicloxigenase
(indometacina) sobre o transporte ileal de sddio (Na*) em ratos anestesiados

No Grafico 7 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
indometacina sobre o transporte ileal de sodio (Na*). Em relacdo ao grupo controle
(Tampéo Fosfato), a administracdo de indometacina aos animais n&o alterou o
transporte ileal de sddio (0,006 + 0,094pEqg/g/min vs 1,33 + 1,12 pEg/g/min —
p>0,05, teste “t” de Student) .

Grafico 7 — Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo especifico da
cicloxigenase sobre o transporte ileal de s6dio (Na*) em ratos anestesiados.
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com Tampao fosfato
(N=6) ou Indometacina (N=6). Decorridos 3 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal foram perfundidos com uma solugdo de Ringer
modificada com vermelho de fenol (50ug/mL), utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao
longo de 40min. Alicotas da solucdo perfusora e do perfusato serviram para a dosagem da
concentracdo de Na+ por meio de fotometria de chama e as diferencas entre essas concentragfes se
prestaram para determinar o transporte ileal de Na+ em pEg/g/min.
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4.8 Efeitos do pré-tratamento com inibidor da néo seletivo da cicloxigenase
(indometacina) sobre o transporte ileal de cloro (Cl) em ratos anestesiados

No Gréfico 8 observou-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
indometacina sobre o transporte ileal de Cloro (CI"). Em relagdo ao grupo controle
(Tampéo Fosfato), a administracdo de indometacina aos animais nao promoveu
alteracado no transporte ileal de Cloro (CI) (-0,025 = 0,061pEqg/g/min vs 0,72 *
0,61uEqg/g/min — p>0,05, teste “t” de Student) .

Grafico 8 — Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo especifico da
cicloxigenase sobre o transporte ileal de cloro (Cl") em ratos anestesiados.
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com tampéao fosfato
(N=6) ou indometacina (N=6). Decorridos 3 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal foram perfundidos com uma solugdo de Ringer
modificado com vermelho de fenol (50ug/mL), utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao
longo de 40min. Alicotas da solucdo perfusora e do perfusato serviram para a dosagem da
concentracdo de CI" por meio de colorimetria e as diferencas entre essas concentracdes se prestaram
para determinar o transporte ileal de CI" em pEg/g/min.
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4.9 Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo seletivo da cicloxigenase
(indometacina) sobre o transporte ileal de potassio (K*) em ratos anestesiados

No Grafico 9 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
Indometacina sobre o transporte ileal de Potassio (K*). Em relagdo ao grupo
controle (tamp&o Fosfato), a administracdo de indometacina aos animais nao
promoveu alteragdo no transporte ileal de Potassio (K*) (0,008 + 0,038uEq/g/min vs
0,13 + 0,16pEg/g/min — p>0,05, teste “t” de Student) .

Grafico 9 — Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo especifico da
cicloxigenase sobre o transporte ileal de potassio (K*) em ratos anestesiados.
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com Tampao fosfato
(N=6) ou indometacina (N=6). Decorridos 3 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
uretana 1,2mg/100g e a seguir 30 cm do ileo terminal foram perfundidos com uma solugdo de Ringer
modificado com vermelho de fenol (50ug/mL), utilizando uma bomba peristéltica (0,16ml/min) ao
longo de 40min. Alicotas da solucdo perfusora e do perfusato serviram para a dosagem da
concentracdo de K* por meio de fotometria de chama e as diferencas entre essas concentracdes se
prestaram para determinar o transporte ileal de K™ em pEg/g/min.
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4.10 Alteragdes morfométricas no ileo de ratos secundarias ao pré-tratamento

com inibidor ndo seletivo da cicloxigenase

No gréfico 10 observa-se o efeito do pré-tratamento dos ratos com
indometacina sobre a morfometria ileal. Em relacdo ao grupo controle (salina), a
administracdo de indometacina aos animais diminuiu a relagdo vilo/cripta (2,583 *
0,0663 vs 2,343 +£0,0747 — p < 0,05 teste t de studenti) . Evidenciado no gréfico 10

e na figura 6.

Grafico 10 — AlteracGes morfométricas no ileo de ratos secundarias ao preé-
tratamento com inibidor n&o seletivo da cicloxigenase.
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com tampao fosfato
(N=6) ou indometacina (N=6). Ap6s o sacrificio dos animais, segmentos das extremidades do ileo
foram coletadas, seguindo-se rotina histoldgica para HE (hematoxilina-eosina) com posterior exame
em microscopia optica (40x). Para a analise morfométrica, a medida da altura dos vilos e a
profundidade das criptas (calculada em pym - software Image J versé@o 1,36) serviu para determinar a
razao vilo/cripta, expressa como média + E.P.M. *p<0,05, vs tampao fosfato (controle), teste t de

student.
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Figura 10. A) Fotomicrografia (100x) do ileo de ratos controle B) )
Fotomicrografia (400x) do ileo de ratos controle C) Fotomicrografia (100x) do
ileo de ratos em H&E E apds tratamento com indometacina D) Fotomicrografia
(400x) do ileo de ratos em H&E apds tratamento com indometacina.

A) Tampao Fosfato 100 X B) Tampao Fosfato 400 X

C) Indometacina 100 X D) Indometacina 400 X
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Os animais controle e experimentais foram tratados com 0,1 ml/100g, via oral, com tamp&ao fosfato
(N=6) ou indometacina (N=6). Ap6s o sacrificio dos animais, segmentos das extremidades do ileo
foram coletadas, seguindo-se rotina histolégica para H&E (hematoxilina-eosina) com posterior exame
em microscopia 6ptica (100X e 400x).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho mostrou-se que a inibicdo da COX-1 promove
secrecdo ileal de agua, bem como de eletrdlitos (sddio, cloreto e potassio) em ratos
anestesiados. Por outro lado, a inibicdo da COX-2 isoladamente ndo modifica o
transporte ileal de agua ou de eletrélitos. J& a associacao de inibidores seletivos da
COX-1 e da COX-2 reverte o efeito do inibidor da COX-1, no que se refere ao
transporte ileal de agua. A inibicdo ndo seletiva da COX ndo modifica o transporte
ileal de agua ou de eletrdlitos em ratos anestesiados.

No tangente a arquitetura da mucosa ileal, a inibicdo seletiva da COX-1
ndo modifica sua morfologia, ja a inibicdo seletiva da COX-2 ou a associacdo de
inibidores da COX-1 e da COX-2 promoveram alteracdo morfométrica ileal. A relacéo
vilo/cripta aumentou no ileo de ratos previamente tratados com celecoxibe ou com
cetorolaco + celecoxibe. Ja nos ratos pré-tratados com indometacina, essa relacéo
vilo/cripta diminuiu e a analise histopatoldgica evidenciou achatamento de vilos e
infiltrados de células.

Para avaliar o transporte intestinal de agua e eletrdlitos utilizou-se uma
metodologia descrita por Lima et al. (2002) e reproduzida por nosso grupo em
estudos com diferentes modelos (MEDEIROS et al., 2008).

O método de perfuséo ileal empregado nesse estudo, apesar de utilizar
animais anestesiados, € simples, é facilmente reprodutivel e efetivo quando se
deseja estudar o transporte de eletrélitos e agua. Essa metodologia permite
comparar amostras do fluido perfusor obtidas antes e depois da perfusdo do
segmento de alca isolado (LIMA et al., 2002). As medidas das concentracdes dos
eletrédlitos e de fenolsulftaleina (para avaliar absorcédo/secrecdo de agua)
proporcionam uma medida direta da taxa de absorcéo e secrecdo pela mucosa ileal.
No intuito de promover o bloqueio seletivo da COX, as drogas e as doses utilizadas
nesse estudo foram selecionadas de acordo com sua seletividade ou néo
seletividade para COX. Sabe-se que o cetorolaco é inibidor seletivo da COX-1
guando utilizado na dose de 3mg/Kg (WALLANCE et al., 2000). J& o celecoxibe, se
utilizado na dose de 10mg/Kg, constitui-se em um inibidor seletivo da COX-2 (Souza,
2003). Quando feita a associacdo de cetorolaco na dose de 3mg/Kg com celecoxibe

na dose de 10mg/Kg, objetivou-se inibicdo ndo seletiva da COX. Do mesmo modo, a



51

indometacina na dose de 5 mg/Kg (WALLACE et al., 2000) é um potente inibidor ndo
seletivo da COX.

O protocolo utilizado nesse estudo constituiu-se do pré-tratamento ao
longo de 3 dias com as drogas selecionadas seja: cetorolaco, 3mg/Kg, 3 vezes ao
dia por via oral; celecoxibe, 10 mg/Kg, 1 vez ao dia por via oral; indometacina
5mg/Kg, 2 vezes ao dia ou seus diluentes, constituiram o grupo experimental e
grupo controle, respectivamente. Os grupos experimentais receberam cetorolaco e
celecoxibe diluidos em salina, enquanto a indometacina foi diluida com tampé&o
fosfato de acordo com Santos et al. (2007). Os respectivos grupos controle
receberam, por seu turno, salina e tampéao fosfato. Este protocolo de pré-tratamento
pretendeu inibir a agdo da ciclooxigenase no trato digestério. Tendo em vista que
com a administracdo de uma uUnica dose das drogas utilizadas nesse estudo ja se
verifica inibicdo das respectivas enzimas implicadas (WALLACE et al.,, 2000;
SOUZA, 2003; SANTOS et al., 2007), o protocolo desenvolvido foi efetivo em inibir a
acao da COX, seja nas suas isoformas 1 ou 2.

A mucosa do trato gastrintestinal possui caracteristicas secretérias e
absortivas, seja de enzimas ou de agua, eletrélitos, vitaminas, carboidratos e
aminoacidos. O intestino delgado na suas porcfes proximais apresenta padrao
secretorio e absortivo; ja nas suas porcoes distais, predomina o padrao absortivo. O
ileo terminal € um sitio de absorcdo de agua e eletrolitos (sodio, cloro e potassio)
(CURI; ARAUJO, 2009). O ileo foi a regido escolhida para realizar a perfuséo por
apresentar uma seletividade maior em relacdo a absorcdo de agua devido as
juncdes celulares do tipo tight. A agua, a medida que progride no TGI é cada vez
mais absorvida contra um gradiente osmético. Assim, o mecanismo desencadeado
pelo uso de inibidores da COX-1 para provocar a secrecdo de agua e eletrdlitos
provavelmente exclui a diferenca de osmolaridade.

No presente estudo acrescentamos mais um ponto na compreensao da
acao dos antinflamatorios, através da inibicdo das enzimas COX-1 e 2, na fisiologia
do trato gastrintestinal.

Para o sistema digestdrio, a COX-1 é descrita como enzima constitutiva
e ja a COX-2 como induzida por inflamacdo (GOLDSTEIN et al., 2001). O papel
destas enzimas pode estar relacionado com o0s processos fisiologicos e/ou de

respostas inflamatérias. Segundo Hotz-Behofsit et al. (2010), sabe-se que a COX-1
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possui papel importante no controle da producéo de prostaglandinas pela mucosa
intestinal, tendo em vista que a inibicdo dessa enzima por AINES em camundongos
ou ratos mostrou diminuicdo dos niveis de prostaglandina nesses tecidos. Logo, a
producdo de protaglandinas que surgem como resposta a atividade tanto da COX-1
como da COX-2 pode modificar o padréo secretor gastrintestinal. No estbmago, essa
resposta é bem conhecida quando doencas pépticas podem surgir pelo bloqueio da
COX-1 por AINES (GRAHAM; SMITH; DOBBS, 1983; GRAHAM; AGRAWAL; ROTH,
1988). Também alargam-se na literatura estudos relacionando o papel das
prostaglandinas no controle secretor intestinal. A PGE, apresenta importante papel
neste processo fisiolégico (DEY et al., 2006). Como demonstrado por Kase et al.
(1998), a secrecéo intestinal induzida pela toxina do célera é diminuida pelo bloqueio
da producdo de PGE,, desta forma, no intestino de rato, a PGE; esta envolvida com
0 aumento da secrecao intestinal.

Importante demonstrar, em primeira mao, que 0 pré-tratamento com
cetorolaco promoveu secrecao ileal tanto de agua como de eletrélitos (sédio, cloro e
potassio) nos animais tratados. Pacientes que utilizam inibidores da COX
apresentam diarréia (BJARNASON et al., 1993), o achado no presente estudo
confirma o possivel efeito secretor desta droga. Ainda sabe-se que o transporte de
agua e cloreto esta intrinsecamente ligado ao transporte de sodio, esse padrdo é
respeitado quando se observa que a agua e o cloreto seguem a absorcdo ou
secrecado de sodio pela mucosa intestinal (CURI; ARAUJO, 2009).

Vale ressaltar que os estudos de outros autores relacionando os papeis
da COX-1 e da COX-2 no controle da secrecéo intestinal foram realizados com
animais diante de uma resposta inflamatéria (BEUBLER et al., 1989, 1990, 2001). Ja
esse estudo foi realizado com animais sem doenca e/ou inflamacdo induzidas. O
gue pode explicar os resultados encontrados.

A presenca de COX no trato gastrintestinal, seja nas isoformas 1 ou 2, ja
foi descrita por Wallace et al. (2000); Porsher et al. (2002, 2004); Tanaka et al.
(2002). O presente estudo leva ao entendimento de um novo papel fisiolégico para a
ciclooxigenase constitutiva (COX-1) nessa regiao anatébmica. Além das implicacdes
fisioloégica desta enzima nas respostas inflamatérias ja descritas (WALLACE et al.,
1998), este estudo aponta um achado novo para a isoforma tipo 1 no controle do

transporte intestinal de agua e eletrdlitos.
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Esta bem definido o papel da COX no controle da inflamacgéo, bem como
ja foi descrita sua funcdo no controle da motilidade gastrointestinal. Santos et al.
(2007), mostraram que o cetorolaco retarda o transito intestinal o que poderia levar
a uma maior absorcdo. Tanaka et al. (2004) e Porcher et al. (2004), demonstraram
gue inibidores seletivos da COX-1 promovem hipermotilidade intestinal, o que
poderia levar a uma menor absor¢do no TGI. Apesar dos dados serem contraditorio,
eles reafirmam o importante papel fisiolégico da motilidade no controle da
secrecdo/absorcéo gastrintestinal. Nao se sabe a real implicacdo da motilidade no
achado desse estudo, mas sabe-se que o padrdo motor gastrintestinal por si s
pode modificar o transporte intestinal de agua e eletrdlitos através da mucosa. Lee
(1983) observou que o aumento do tdnus intestinal em ratos anestesiados promove
uma diminuicdo da taxa de absorcdo de fluidos e de eletrdlitos, enquanto que a
diminuicdo do tdnus fazia aumentar a taxa de absor¢cédo de fluidos e de eletrdlitos.
Tendo em vista que o cetorolaco promoveu diminuicdo da absorcdo intestinal de
agua e eletrolitos e que o aumento no ténus intestinal apresenta efeito similar sobre
o transporte intestinal de agua e eletrolitos e ainda sabendo-se que inibidores da
COX-1 séo capazes de alterar a motilidade intestinal, o efeito do cetorolaco sobre o
transporte intestinal de agua e eletrélitos pode ser decorrente de uma acéo indireta
via aumento da motilidade gastrointestinal.

Importante lembrar que a mucosa ileal esteve intacta e ndo houve
alteracado na relacdo vilo/cripta diante do tratamento com o inibidor da COX- 1.
Desse modo, podemos descartar que o efeito secretagogo do inibidor da COX-1
possa estar relacionado ao dano tecidual promovido pelos AINES.

O padrdo motor, secretor ou absortivo gastrintestinal “minuto-a-minuto”
resulta de uma complexa interacdo entre uma série de neuro-transmissores
adrenérgicos, colinérgicos e nao-adrenérgicos-nao-colinérgicos (NANC) ou ainda
hormonios e outras substancias com acao paracrina como ja descrito anteriormente
(quadro 01). Algumas delas apresentam acao excitatéria, ja outras inibitoria. As
visceras gastrintestinais sofrem importante regulacdo autonémica por vias neurais
simpaticas e/ou parassimpaticas, identificadas segundo o ponto de emergéncia do
sistema nervoso central e a localizacdo dos ganglios de onde partem 0s corpos
celulares dos neurdnios pés-ganglionares. Ademais, o TGI dispde de uma complexa

rede intramural de neurénios, o sistema nervoso entérico, cuja relevancia pode ser
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evidenciada pela preservacéo das fungdes secretoras, absortivas e motoras, mesmo
apos a completa desnervacéao extrinseca (WOOD, 2005).

Desta forma, ndo podemos descartar que a acao secretora do cetorolaco
ainda possa resultar de um efeito direto neuromuscular gastrintestinal, tendo em
vista que foram demonstradas tanto a isoforma 1 quanto 2 da ciclooxigenase nos
tecidos neuromusculares gastrintestinais. Essa acdo se da por metabdlitos
(prostandides) originados da acdo de ambas as isoformas (PORCHER et al., 2002;
PORCHER et al., 2004; FORNAI et al., 2005) sobre o acido aracdbénico. Ainda,
justificando essa idéia, observamos que o tratamento com inibidor seletivo da COX-1
nao promoveu alteracéo da relagéo vilo/cripta, 0 que se leva a crer que a acao dessa
droga néo esta relacionada a lesdo da mucosa intestinal, mas provavelmente a uma
alteracao funcional.

Como demonstrado por Longo et al. (1998), a resposta do organismo
no que se refere ao papel da COX-2, depende da inducdo da expresséao e/ou do
aumento da atividade desta enzima secundario a um estimulo - um precussor da
enzima ou a inducdo de uma resposta inflamatéria. Neste trabalho, o padréo
secretor ileal ndo foi modificado pelo pré-tratamento com celecoxibe um conhecido
inibidor de COX-2. A despeito desta droga ter modificado a arquitetura da mucosa
ileal ndo se observou alteracdo da fisiologia desta porcéo intestinal. Lembrando que
COX-1 e COX-2 sdo enzimas encontradas na mucosa ileal, mesmo em estado
fisioloégico, a expressdo e o aumento da atividade da COX-2 esta intimamente
relacionado com uma resposta induzida. Podemos concluir que o papel fisiolégico da
COX-2 pode estar relacionado mais com a integridade do epitélio intestinal do que
com o seu padréo fisiolégico. Hotz-Behofsits et al. (2010), reafirma essa funcédo da
COX-2 em seu estudo sobre o papel da COX-2 na enteropatia provocada por
AINES, onde conclui que a COX-2 parece ser mais importante na manutencao da
integridade do intestino delgado que a COX-1. O padrdo morfométrico de aumento
da relacédo vilo/cripta encontrado no ileo de ratos pré-tratados com celecoxibe
sugere (pela avaliacdo histopatologica) que houve prejuizo na fase de divisdo das
criptas, levando a uma diminuicdo das mesmas e ndo a um aumento de vilos. Como
ja descrito, ndo houve alteracdo no padrao de absorcao/secrecdo no ileo dos ratos
pré-tratados com celecoxibe, mas talvez aumentando a populacdo estudada fosse

possivel encontrar uma resposta diferente.
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Em estudos com ratos pré-tratados com toxina do coélera, Beubler et al.
(2001) demonstraram que o padrdo secretor gastrointestinal estd exacerbado
nesses animais. Embora exista uma cadeia de acontecimentos que levam a toxina
do cdlera a induzir secrecao de fluidos, esses autores sugerem que essa toxina usa
a prostaglandina E;, para enxertar sua imensa a¢do secretéria. Eles demonstraram
gue o tratamento com inibidor seletivo da COX-2 preveniu a secre¢ao induzida pela
toxina do colera. A acao inibitéria de secrecdo de fluidos no trato gastrintestinal
exercida por inibidores seletivos da COX-2 estaria ligada diretamente ao blogueio da
PGE; produzida através do estimulo de receptores 5-HT, (BEUBLER; HORINA,
1990) que levaria a iniciagdo do metabolismo do &cido aracdbénico e liberagéo
dessas prostaglandinas (BEUBLER et al., 1989; SIRIWARDENA et al., 1993). Esses
achados ajudam a entender o efeito pré-absortivo de agua do celecoxibe encontrado
no presente estudo. Mesmo ndo ultrapassando os valores do controle de forma
significativa, o padrédo de absorcéo de eletrélitos pelo ileo € mantido apds o pré-
tratamento com celecoxibe.

Reforcando essa idéia, como ja foi citado anteriormente, o ileo em
animais e humanos em situacéo fisioldgica exerce a funcdo de absorcéo de agua e
eletrdlitos, ja diante de uma injdria tecidual pode passar a secretar agua e eletrélitos,
0 que pode ser revertido com a inibicio de PGE,. No presente estudo, néo
verificamos diminuicdo da secrecdo por terem sido utilizados animais em estado
fisiol6gico, porém podemos perceber um efeito pré-absortivo com a inibicdo da COX-
2, 0 que talvez ficasse mais evidente numa populacdo maior. Do mesmo modo,
observou-se aumento da relacao vilo-cripta apds o pré-tratamento com esse inibidor,
0 que pode ajudar a entender o efeito pro-absortivo desta droga.

O pré-tratamento com inibidor da COX-1 associado ao inibidor da COX-

2 manteve o0 padrdo de absorcdo de agua semelhante ao controle, como o
observado com inibidor da COX-2 isolado. Provavelmente esse fendbmeno se deu
pelo somatério de efeitos secretagogos do cetorolaco anulando os efeitos pré-
absortivos do celecoxibe.

A indometacina, inibidor ndo seletivo da COX, teve como veiculo o
tampéo fosfato, por sua diluicdo ser maior em pH tendendo ao béasico e ndo se
dissolver em salina (RAMA et al., 2006). Por essa razdo ndo pbéde ser diretamente

comparada aos resultados obtidos com celecoxibe e cetorolaco que foram diluidos
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com salina. Entretanto, o pré-tratamento com indometacina manteve a tendéncia de
absorcdo de agua, assim como a associacdo de celecoxibe com cetorolaco. No
tocante ao transporte ileal de sodio, cloro e potassio, o pré-tratamento com
indometacina ndo provocou alteragéo significativa, se comportando de forma similar
ao pré-tratamento com a associacdo das drogas seletivas para COX-1 e 2
(cetorolaco e celecoxibe).

E possivel que os efeitos inibitérios da COX-1 pela indometacina ou pelos
inibidores seletivos da COX-1 e 2 associados (cetorolaco e celecoxibe) sejam mais
pronunciados que os efeitos dessas drogas sobre a COX-2. Talvez o pré-tratamento
com a indometacina ou a associacao de inibidores seletivos possa ter preferéncia
pela inibicdo da COX-1, o que nos ajuda a entender os efeitos de diminuicdo da
absorcao de agua e eletrolitos observados com tratamentos néo seletivos para COX,
gue ndo se mostraram de uma maneira clara pela grande diferencas entre os
resultados levando a um erro consideravel. A diminuicdo da absorcdo de agua e
eletrélitos também pode estar relacionada as modificacbes morfolégicas da mucosa
ileal, j& que se observaram alteracdes na relacdo vilo/cripta secundarias aos pré-
tratamentos com indometacina (inibidor n&o-seletivo para COX) ou com a
associacdo de celecoxibe mais cetorolaco (inibidores seletivos para COX-1 e 2).

Uma populacdo maior devera ser estudada para confirmacéo dessas hipoteses.

Em resumo, os resultados sugerem um papel fisiolégico da isoforma
constitutiva da ciclooxigenase 1 (COX-1) na regulacdo da absorcédo intestinal de
agua e eletrolitos a nivel ileal de ratos. Ja a COX-2 em situacao fisiolégica
provavelmente nao esta relacionada aos processos de transporte intestinal de agua
e eletrdlitos, entretanto, relaciona-se a manutencao da arquitetura da mucosa ileal, o
gue ndo descarta o envolvimento desta isoforma nos processos secretorios

secundarios as respostas organicas inflamatorias.
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6 CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:
a) A inibicdo da COX-1 pelo cetorolaco desencadeia alteracdo funcional na
secrecdo de agua e eletrolitos (sédio, potassio e cloro) no ileo de ratos
anestesiados.
b) Estas alteragBes funcionais ndo se associam com alteracdes histologicas.
c) Tanto a inibicdo da COX-2 pelo celecoxibe como a inibicdo da COX-1 e 2
pela indometacina, apesar de desencadearem alteracdes histoldégicas no
ileo, ndo induziram alteracbes funcionais na secrecdo de agua e
eletrolitos. Esses Ultimos dados necessitam de confirmacdo posterior

utilizando uma populacédo maior de ratos.
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ANEXO A
| CETOROLACO
DOSAGEM DE | TO1 TO2 TO3 T™M1 T™M2 T™3 TF1 TF2 TF3
AGUA
R1 0,020 | -0,001 | -0,002 | 0,007 | -0,001 | -0,001 | 0,026 | -0,001 | -0,001
R2 0,022 | -0,001 | -0,001 | 0,008 | 0,000 | 0,000 | 0,019 | -0,001 | 0,000
R3 0,024 | 0,000 | -0,001 | 0,011 | 0,001 | 0,000 | 0,021 | 0,001 | 0,000
R4 0,023 | 0,000 | 0,000 | 0,034 | 0,003 | 0,001 | 0,018 | 0,001 | 0,000
R5 0,023 | 0,002 | 0,001 | 0,015 | 0,002 | 0,001 | 0,024 | 0,001 | 0,001
R6 0,027 | 0,002 | 0,001 | 0,018 | 0,002 | 0,002 | 0,024 | 0,002 | 0,003
| CETOROLACO
CLORO mEq/l TO ™ TF
R1 146 129 123
R2 118 129 115
R3 133 124 128
R4 126 137 140
R5 143 142 151
R6 110 129 139
| CETOROLACO
SODIO mEq/I TO ™ TF
R1 157 141 170
R2 118 138 128
R3 119 126 139
R4 132 149 136
R5 119 142 132
R6 88 146 135
| CETOROLACO
POTASSIO mEq/l TO ™ TF
R1 2,50 2,60 2,80
R2 2,00 2,70 2,10
R3 1,50 2,00 2,40
R4 1,80 2,90 2,20
R5 1,60 2,50 2,20
R6 1,20 2,70 2,30
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TAMPAO
FOSFATO
DOSAGEM TO1 T02 TO3 T™1 | TM2 | TM3 TF1 TF2 TF3
DE AGUA
R1 0,020 | 0,001 | 0,001 | 0,022 | 0,002 | 0,001 | 0,025 | 0,002 | 0,001
R2 0,028 | 0,002 | 0,002 | 0,022 | 0,002 | 0,001 | 0,030 | 0,001 | 0,001
R3 0,027 | 0,004 | 0,001 | 0,025 | 0,002 | 0,000 | 0,028 | 0,001 | 0,001
R4 0,025 | 0,002 | 0,002 | 0,030 | 0,004 | 0,002 | 0,033 | 0,002 | 0,001
R5 0,030 | -0,002 | -0,001 | 0,032 | 0,004 | 0,000 | 0,023 | 0,001 | 0,001
R6 0,024 | 0,001 | 0,001 | 0,019 | 0,007 | 0,001 | 0,039 | 0,001 | 0,000
| TAMPAO FOSFATO
CLORO mEq/l TO ™ TF
R1 141 168 172
R2 119 142 120
R3 143 159 144
R4 163 150 146
R5 127 129 120
R6 113 156 127
| TAMPAO FOSFATO
SODIO mEg/I TO ™ TF
R1 110 148 119
R2 132 152 132
R3 152 141 125
R4 123 150 148
R5 144 140 99
R6 114 72 136
| TAMPAO FOSFATO
POTASSIO mEq/l TO ™ TF
R1 1,40 3,10 2,00
R2 2,20 2,90 1,70
R3 2,90 2,80 1,90
R4 2,10 3,00 2,00
R5 2,50 2,80 1,70
R6 2,00 2,00 2,30
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| SALINA
DOSAGEM DE TO1 TO2 TO3 | TM1 ™2 T™M3 | TF1 | TF2 | TF3
AGUA
R1 0,003 | 0,001 |[0,001]| 0,034 | 0,002 | 0,002 | 0,010 | 0,003 | 0,002
R2 0,019 | 0,004 |0,002| 0,034 | 0,006 | 0,004 | 0,019 | 0,004 | 0,005
R3 0,019 | 0,001 |[0,001| 0,041 | 0,003 | 0,002 | 0,026 | 0,004 | 0,002
R4 0,019 | 0,002 |[0,002| 0,039 | 0,003 | 0,002 |0,032]0,002| 0,002
R5 0,026 | 0,002 |[0,002| 0,091 | 0,013 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002
R6 0,029 | 0,003 |0,002| 0,025 | 0,004 | 0,003 | 0,028 | 0,003 | 0,003
SALINA
CLORO mEq/l TO ™ TF
R1 116 117 115
R2 140 121 114
R3 114 128 116
R4 117 119 118
R5 115 154 129
R6 87 126 137
| SALINA
SODIO mEg/I TO ™ TF
R1 104 206 125
R2 137 110 111
R3 101 95 154
R4 140 142 210
R5 124 181 161
R6 92 141 158
| SALINA
POTASSIO mEg/l TO ™ TF
R1 1,70 4,30 2,50
R2 2,70 2,70 1,80
R3 1,50 1,80 2,50
R4 1,70 3,10 3,50
R5 2,0 4,40 2,60
R6 1,40 3,90 2,50




| CELECOXIBE
DOSA,ASEX' DE | 101 T02 TO3 T™1 | TM2 | TM3 TF1 TF2 TF3
R1 0,012 [ 0,000 | 0,000 |[0,033 |0,004 |0,000 |0,018 |0,002 | 0,000
R2 0,005 | 0,004 |0,002 |0,027 |0,002 |[0,001 |0,017 |0,001 | 0,002
R3 0,019 [0,016 | 0,003 |0,017 |0,004 |0,002 |0,021 |0,002 |0,003
R4 0,014 [ 0,003 |0,002 |0,037 |0,005 |0,003 |0,021 |0,003 |0,003
R5 0,020 | 0,003 | 0,003 |0,016 |0,005 |0,002 |0,020 |0,003 |0,003
R6 0,026 | 0,004 | 0,004 |[0,039 |0,007 |0,003 |0,022 |0,003 |0,004
|  CELECOXIBE
CLORO mEgq/l TO ™ TF
R1 125 | .. 135
R2 129 167 135
R3 123 166 119
R4 148 135 120
R5 125 136 125
R6 140 128 129
|  CELECOXIBE
SODIO mEqg/l TO ™ TF
R1 123 [ . 135
R2 125 140 143
R3 136 166 130
R4 141 140 134
R5 130 145 130
R6 129 108 161
|  CELECOXIBE
POTASSIO mEq/l TO ™ TF
R1 210 | .. 1,90
R2 1,80 2,50 1,60
R3 1,90 2,90 1,50
R4 2,00 2,60 1,60
R5 2,00 2,40 2,00
R6 1,80 1,90 1,70
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CETOROLACO
+ CELECOXIBE
DOSAGEM
DE AGUA TO1 T02 TO3 | TM1 | TM2 | TM3 TF1 TF2 TF3
R1 0,021 | 0,000 | 0,000 | 0,030 | 0,003 | 0,000 | 0,020 | 0,000 | 0,000
R2 0,007 | -0,011 | -,011 | 0,024 | 0,002 | -0,001 | 0,021 | 0,000 | 0,000
R3 0,016 | 0,000 | -,002 | 0,018 | -0,001 | -0,002 | 0,021 | 0,000 | -0,001
R4 0,086 | 0,007 | 0,000 | 0,079 | 0,001 | -0,001 | 0,022 | 0,000 | -,001
R5 0,022 | -002 | -002 | 0,031 | 0,002 | -0,002 | 0,024 | -003 | -,003
R6 0,022 | -003 | -003 | 0,049 | 0,002 | -0,002 | 0,025 | -002 | -,003
CETOROLACO +
CELECOXIBE
CLORO mEq/l T0 ™ TF
R1 128 126 127
R2 120 126 119
R3 119 120 111
R4 132 125 144
R5 115 121 77
R6 105 126 119
CETOROLACO +
CELECOXIBE
SODIO mEqg/l TO ™ TF
R1 125 130 105
R2 93 108 103
R3 112 115 92
R4 120 93 126
R5 109 125 68
R6 99 134 121
CETOROLACO+
CELECOXIBE
POTASSIO mEq/l TO ™ TF
R1 2,20 2,70 2,00
R2 1,80 2,30 1,90
R3 2,10 2,70 1,90
R4 2,40 2,00 2,50
R5 2,10 2,80 1,50
R6 2,00 3,20 2,10
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| INDOMETACINA
DOSAASEX' DE | 101 | To2 | T3 | T™ML | T™™M2 | T™M3 | TF1 TF2 TF3
R1 0,020 | -0,006 | -0,007 | 0,021 | -0,004 | -0,007 | 0,013 | -0,008 | -0,008
R2 0,011 | -0,008 | -0,010 | 0,011 | -0,008 | -0,011 | 0,002 | -0,008 | -0,011
R3 0,006 | -0,010 | -0,011 | 0,008 | -0,009 | -0,011 | 0,011 | -0,010 | -0,011
R4 0,011 | -0,010 | -0,011 | 0,011 | -0,009 | -0,010 | 0,011 | -0,010 | -0,010
R5 0,012 | -0,010 | -0,011 | 0,087 | -0,003 | -0,010 | 0,009 | -0,010 | -0,011
R6 0,010 | -0,010 | -0,009 | 0,008 | -0,009 | -0,011 | 0,010 | -0,010 | -0,011
| INDOMETACINA
CLORO mEq/l TO ™ TF
R1 118 126 118
R2 118 129 126
R3 122 129 123
R4 124 129 122
R5 121 128 122
R6 123 127 122
INDOMETACINA
SODIO mEqg/l TO ™ TF
R1 121 139 126
R2 120 129 124
R3 126 133 123
R4 119 120 0,69
R5 88 127 139
R6 126 142 137
| INDOMETACINA
POTASSIO mEg/! TO ™ TF
R1 2,80 2,00 1,90
R2 1,90 1,90 1,90
R3 1,90 1,70 2,00
R4 1,80 1,60 0,80
R5 1,10 2,20 2,00
R6 1,40 3,00 2,10




