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RESUMO

A Indometacina, derivado indol metilado, um dos mais potentes inibidores
da cicloxigenase in vitro, & um antiinflamatério ndo-esterodide clinicamente eficaz,
mas com elevada incidéncia de efeitos colaterais. Usado para tratar artrite
reumatica e doengas semelhantes, a Indometacina induz inflamagao na mucosa
intestinal e Ulceras em pacientes. Neste trabalho foi analisado o efeito desta droga
sobre o epitélio intestinal @ o aumento nos niveis de fibrinogénio plasmatico
induzido pela mesma. Ratos foram tratados com Indometacina (5 mg/Kg), 1,8
Cineol (400 mg/Kg), um um oOxido terpendico presente em muitas plasntas de
dleos essenciais, e Betametasona (1,5 mg/Kg), via oral, num periodo de 4 dias.
Os animais foram submetidos a coleta de sangue no quarto dia de tratamento,
através da puncado do plexo orbital do olhe, apds serem anestesiados com éter. O
sangue foi colocado em tubos contendo citrato de sédio a 3,8%, tendo-se o
cuidado de observar a presenca de hemdlise efou rede de fibrina para
consequente eliminagdo. Os parametros estudados foram: tempo de protrombina
(TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), fibrinogénio, contagem de
plaquetas, fator XIll, produtos de degradagao da fibrina (PDF), cultura do lavado
peritoneal e avaliacdo hepatica (ALT, y-GT). Os resultados do TP, TTPA,
contagem de plaquetas, FXIIl e Pdf mantiveram-se normais em relagdo ao grupo
controle. Nos animais tratados com Indometacina (473,07 + 15,84) observamos
um aumento significante (p<0,001) nos niveis de fibrinogénio sendo este aumento
revertido pelo tratamento com 1,8 Cineol (293,42 + 33,6) e Betametasona
(279,21 = 30,7). Os animais ftratados com Indometacina apresentaram
positividade em 75% das culturas realizadas para enterobactérias, demonstrando
assim a presenca de bactérias do trato gastrintestinal na cavidade peritoneal,
provavelmente devido a uma perfuragio intestinal induzida pela droga. As drogas
estudadas ndo demonstraram efeito hepatotéxico como demonstrado pelos niveis
normais das enzimas ALT e y-GT. Concluimos que 1,8 cineol apresntou um
excelente efeito enteroprotetor, podendo ser Gtil como coadjuvante no tratamento

de pacientes com doenca inflamatéria crdnica.
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PREFACIO

As bases para o desenvolvimento da ciéncia farmacolédgica incluem
necessariamente o conhecimento dos constituintes fundamentais dos elementos

do Reino Vegetal.

A enorme variedade de espécie de plantas tem permitido ao longo da
histéria da humanidade a descoberta intencional e ocasionalmente acidental de
substéancias capazes de interferir na fisiologia para obtencdo da homeostase

humana.

Embora os efeitos benéficos atribuidos a estas substancias, as quais
manipuladas industrialmente para beneficio humano que chamamos de drogas,
suplantem os riscos de sua utilizagdo inUmeros efeitos adversos e conseqlientes
a uso de tais substéncias tem merecido atengéo especial de pesquisadores de

todo o mundo.

Uma forma classica de efeito colateral atribuido a aigumas substéncias
refere-se ao uso de antiinflamatérios nao-esteroidais, os quais por seu principio
de ac¢do inibem a enzima cicloxigenase e, ao mesmo tempo, contralateralmente
promovem a facilidade de lesbes a nivel gastrico, pela perda do fator protetor da

mucosa.

De uma forma ou de outra as drogas sdo capazes de interferir em
diversos mecanismos fisiolégicos humanos, algumas vezes alcangando o éxito

esperado, mas ao mesmo tempo provocando efeitos indesejados.

Por esta raz&o, ha muitos anos a industria farmacéutica vem
desenvolvendo drogas antiinflamatdrias cada vez mais seletivas a fim de diminuir
estes para-efeitos a nivel gastrico. E provavel que o desenvolvimento de novos
AINEs prossiga até que o significado clinico da inibicdo da COX-2 e da

lipoxigenase possa ser totalmente avaliadas como inibidores mais seletivos.

A avaliagao de uma dessas drogas antiinflamatérias, a Indometacina,
sobre os mecanismos homeostaticos e fibrinaliticos constitui-se o tema

fundamental dessa pesquisa; Além disso se avaliam a a¢do de um terpendide




isolado de dleos essenciais, o 1,8 Cineol, sobre o desenvolvimento de lesbes

intestinais induzido pela Indometacina.
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1. INTRODUCAO

A partir de 1949, o estudo dos mecanismos da inflamagao e da acéio de
agentes antiinflamatérios desenvolveu-se aceleradamente apds as primeiras
constatagdes clinicas dos notaveis efeitos da cortisona e da fenilbutazona. A
pesquisa de antiinflamatdrios concentrou-se no campo dos esteroides,
verificando-se que alguns dos novos esterdides sintéticos (prednisolona,

dexametasona e outros) sdo mais potentes do que os de ocorréncia natural
(Zanine, 1989).

O interesse pelos antiinflamatdrios ndo-esterdides foi despertado
somente na década de 1960, com o aparecimento de novos fArmacos. Assim, em
1963, a indometacina foi introduzida e apresentou proeminentes efeitos no

tratamento da espondilite anquilosante e da artrite gotosa aguda (Zanine, 1989).

Persiste ainda a necessidade de se desenvolver classe
verdadeiramente nova de agentes que sejam eficazes no combate a fator
etiologico da doenga, pois, entretanto, esses agentes apenas moderam a
intensidade dos sinais e sintomas da inflamagao, nao eliminando a molestia
(Zanine, 1989).

Recentemente, tem-se dada especial atengdo aos metabdlitos do 4cido
araquidonico, prostaglandinas e outros, que sio biologicamente ativos e exercem

importantes fungdes nas rea¢des inflamatorias (Zanine, 1989).

As prostaglandinas (PGs), metabolitos da via cicloxigenase (COX), sdo
potentes mediadores da resposta inflamatéria. A cicloxigenase existe em pelo
menos duas isoformas: a cicloxigenase-1 (COX-1), & enzima constitutiva,
destinada a fungdes fisioldgicas decorrentes da sintese de prostaglandinas, e a
cicloxigenase-2 (COX-2), é induzivel por processos inflamatérios, ativagio
mitogénica para proliferagdo celular, interleucinas (IL-1, IL-2), fatores de
crescimento (EGF, PDGF), lipopolissacarideos bacterianos (LPS), promotores
tumorigénicos (como ésteres do forbol) e outros fatores presentes no soro normal
(Fuchs e Wannmacher, 1998). O desenvolvimento de novos antiinflamatdérios nao-

esterdides (AINESs) intensificou-se na pesquisa de inibidores da COX-2. Varios
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compostos sintetizados, que inibem preferencialmente COX-2, como nabumetona,
meloxicam, nimesulide, dentre outros, que seriam desprovidos de efeitos
gastrointestinais e renais, que freqlentemente estdo associados aos AINEs,
também podem induzir toxicidade gastrointestinal, particularmente quando sao
empregadas altas doses. Contudo, o beneficio da inibigao preferencial de COX-2,
em relagdo a COX-1, nos estados inflamatérios ainda n&o foi completamente

comprovada (Santos, 1999).

Através da propriedade dos antiinflamatérios nao-esteroides de inibir a
biotransformagéao do acido araquiddnico pode se explicar a redugdo na formacao
de radical hidroxila (OH), que & extremamente citotdxico. O acido hialurbnico e
despolimerizado por esse radical, com destrui¢do do tecido coléageno (Zanine,
1989).

Fenémenos imunolégicos s@o observados em certos tipos de
inflamagdo, como artrite reumatdide, onde ocorre reagdo entre antigeno
(gamaglobulina), anticorpo (fator reumatoide) e complemento, com conseqtiente
liberag@o de fatores quimiotaticos. Estes fatores atraem os leucocitos que, por sua
vez, fagocitam o complexo antigeno-anticorpo-complemento e liberam as enzimas
contidas nos seus lisossomas. As enzimas lisossémicas lesam a cartilagem e
outros tecidos, propiciando o agravamento do processo inflamatério. Durante a
fagocitose ocorre também a sintese de prostaglandinas, sob a agao de
fosfolipases lisossémicas que liberam os acidos graxos precursores (Zanine,
1989).

Varios tipos de leuctcitos desempenham fungéo essencial na
inflamacado. Estudos recentes investigaram a fungéo das células endoteliais e
moléculas de adesdo celular, incluindo-se as selectinas E, P e L, a molécula de
adesao intracelular-1 (MAIC-1), a molécula de adesdo das células vasculares-1
(MACV-1) e as integrinas leucocitarias na adesdo dos leucocitos, plaquetas e
endotélio nos locais inflamatérios. As células endoteliais ativadas desempenham
um papel fundamental na "orientagéo" das células circulantes para 0s locais
inflamatérios. A adesdo celular parece ocorrer pelo reconhecimento das
glicoproteinas e carboidratos da superficie celular das células circulantes pelas

moléculas de adesdo, cuja expresséo foi intensificada nas células residentes.
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Assim, a ativac@o endotelial resulta na adesdo dos leucdcitos por meio de sua
interacdo com as selectinas L e P recém-expressas, enquanto a selectina E
expressa pelo endotélio interage com a glicoproteina X sializada de Lewis e
outras glicoproteinas existentes na superficie dos leucécitos; a MAIC-1 endotelial
interage com as integrinas leucocitarias. Os AINEs podem inibir a expresséo ou a
atividade de algumas dessas moléculas da adesao celular, embora pouco se

saiba sobre isto hoje em dia (Hardaman et al., 1996).

O recrutamento das células inflamatérias para os locais de lesdo
envolve interagbes simultdneas de varios tipos de mediadores soluveis, aléem das
moléculas de adesdo celular descritas anteriormente, estes incluem o fator C5a
do complemento, o fator ativador plaquetario e o leucotrieno Bs. Varias citocinas
também parecem desempenhar um papel essencial na orquestragéo do processo
inflamatorio, especialmente a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumorai
(TNF). Esses dois fatores sdo considerados os mediadores principais das
respostas biologicas aos lipolissacarideos bacterianos (endotoxinas) e muitos
outros estimulos infecciosos. A IL-1 e TNF produzem muitas das mesmas
respostas pro-inflamatérias, que incluem a induc@o da febre, sono e anorexia;
mobilizagdo e ativacdo dos leucdceitos polimorfonucleados; indugéo das enzimas
cicloxigenase e lipoxigenase; aumento da expressdo das moléculas de adeséio;
ativacdo dos linfécitos B, T e células exterminadoras naturais; e estimulagéao e
producdo de outras citocinas. Outras ag¢des desses fatores provavelmenté
contribuem para a fibrose e a degeneragéo tecidual da fase proliferativa crénica
da inflamagdo: estimulagdo da proliferagdo dos fibroblastos, indugado da

colagenase e ativacao dos osteoblastos e osteoclastos (Hardaman et al., 1996).

Para compensar os efeitos dos mediadores pro-inflamatorios, outras
citocinas e fatores de crescimento tém sido envolvidos na atividade
antiinflamatéria. Estes incluem o fator transformador do crescimento $1 (FTC-B1,
gue aumenia a formagdo da matriz intracelular, porém também atua como
imunossupressor), interleucina-10 (IL-10) e interferon gama (Hardaman et al.,
1996).

A histamina encontra-se amplamente distribuida nos tecidos e sua

fonte mais rica s&o og mastdcitos normalmente presentes nos tecidos conjuntivo
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adjacente aos vasos sanguineos; é também encontrada em baséfilos e em
plaquetas sanguineas. A histamina gera dilatagéo das arteriolas e aumenta a
permeabilidade vascuiar das vénulas (entretanto, induz uma constriccdo das
grandes artérias). E considerada como o principal mediador da fase imediada do
aumento da permeabilidade vascular e gera uma contragdo do endotélio venular e
um alargamento de juncdes celulares interendoteliais. Atua sobre a

microcirculagdo basicamente através dos receptores Hy (Cotran et al., 19€6).

A bradicinina e a 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) também podem
ser importantes na mediacéo da inflamagao, porém seus antagonistas atenuam
apenas alguns tipos de respostas inflamatérias (Hardaman et al., 1996). O fator
ativador plaguetario (platelet-activing factor — PAF) € um outro mediador derivado
dos fosfolipidios que apresenta multiplos efeitos inflamatorios. Alem de estimular
as plaquetas, o PAF causa vasoconstriccdo, broncoconstriccdo e, em
concentragdes extremamente baixas, induz vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade venular; gera também um aumento da adesfo leucocitaria ao
endotélio, da quimiotaxia, da desgranulacdo e um "surto" oxidativo. O LTB,, um
potente agente quimiotatico, causa agregagao de neutréfilos. O dxido nitrico (NO)

esta envolvido na vasodilatagéo e na toxicidade (Cotran et al., 1996).

1.1. ANTIINFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES (AINES)

Os Antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs) estdo entre os mais
largamente usados de todos 0s agentes terapéuticos. Sao prescritos para queixas
musculoesqueléticas " reumaticas” bem como tomados sem prescricdo para dores
menores (Rang et al., 1997). Os objetivos terapéuticos sédo varios, dada a
multiplicidade de manifestagfes clinicas das doencgas reuméaticas. Diminuigdo de
dor, eritema e edema s&o medidas de eficacia dos AINEs (Fuchs e Wannmacher,
1988). Nao sé&o ideais no controle ou modificacdo dos sinais e sintomas da
inflamacgao, sobretudo nas doengas articulares inflamatérias comuns (Rang et al.,
1997).

Os AINEs sédo agrupados em varias classes quimicas: derivados

indélicos (Indometacina), oxicans (Piroxican), derivados do acido propibnico

21



(Ibuprofeno), derivados do acido pirrolalcandico (Tolmetina), derivados do acido
fenilalcandico (Flurbiprofeno), derivados do 4cido fenilacético (Diclofenaco),
derivados de pirazolona (Fenilbutasona), pré-droga do acido naftilacético
(Nabumetona), classe dos fenamatos (acido meclofenamico). Esta diversidade
quimica resulta numa gama ampla de caracteristicas farmacocinéticas (Katsung,
1994).

1.1.1. MECANISMO DE ACAO

A inibicdo da cicloxigenase, enzima responsavel pela biossintese das
prostaglandinas e alguns autacoides correlatos, geralmente parece ser um
componente importante do mecanismo de acdo dos AINEs (Hardaman et al,
1996).

As prostaglandinas desempenham um importante papel no mecanismo
da dor, febre e inflamacdo. As prostaglandinas s3o originadas do acido
araquiddnico, apds este ser liberado dos fosfolipides por acao da enzima
fosfolipase A, fosfolipase C e lipase digliceridica. O acido araquiddnico sofre agdo
enzimatica da cicloxigenase e da lipoxigenase. A via cicloxigenase apresenta
atividades de cicloxigenase propriamente dita ~ que insere duas moléculas de
oxigénio no acido araquidénico, dando origem a PGG; ~ e de peroxidase que
transforma esse intermediario em PGH;. PGG; tem extrema reatividade quimica.
O sitio catalitico dessa reagdo pode ser inibido irreversivelmente por aspirina
(acido acetilsalicilico) que acetila a molécula da COX ou reversivelmente por
indometacina e outros antiinflamatérios ndoc-esterdides (AINEs) que competem
com acido araquiddnico. Essa agdo expiica os efeitos antiinflamatorios dos AINEs
(Fuchs e Wannmacher, 1998).

A cicloxigenase controla a produgéo das prostaglandinas, e, portanto, a

inflamacgéo e a inibicao da producgao acida gastrica (Brody et al., 1990).

A COX-1 & uma isoforma constitutiva enconirada nos vasos
sanglineos, estémago e rins, enquanto a COX-2 € induzida no contexto
inflamatorio pelas citocinas e mediadores da inflamagéo. O destino dos produtos

da cicloxigenase PGG2/PGH; varia entre os diferentes tecidos, dependendo das
22



atividades enzimaticas metabolizantes destes compostos no tecido em questdo. O
acido araquiddnico também pode ser convertido pela 12-lipoxigenase em 12-
HPETE e 12-HETE ou, pela via da 5-lipoxigenase, em varios leucotrienos, os

quais também podem ser inibidos pelos AINEs (Hardaman et al., 1996).

Outros processos que ndo estdo relacionados com a inibicdo da
biossintese das prostaglandinas e que sdo considerados como resultando das
altas doses de AINEs incluem os efeitos sobre a fosfolipase C, a sintese dos

proteoglicanos pelos condrécitos, o fluxo idnico e a fixagao célula-célula (Brody et
al., 1990).

Outra agé@o dos AINEs ¢ inibir diretamente a ativacédo e a fungéo dos
neutrdfilos, talvez pela inibigdo dos processos ligados a membrana, independente
da sua capacidade de suprimir a sintese das prostaglandinas (Hardaman et al.,
1996), e podem desmascarar a atividade supressora das células T para inibir a

producao do fator reumatdide (Brody et al., 1990).

Os AINEs reduzem sobretudo os componentes da resposta inflamatéria
e imune em que os produtos da agdo da COX-2 contribuem significativamente
para vasodilatagdo, edema (por uma acdo indireta: vasodilatagdo facilita e
potencia a agdoc de mediadores como a histamina, que aumentam a

permeabilidade das vénulas pods capilar) e dor (Rang et al., 1997).

Os inibidores da cicloxigenase, por si sés, ndo tem nenhum efeito
sobre aqueles processos (liberagdo de enzimas lisossémicas, producéo de
radicais de O, toxicos) que contribuem para os danos teciduais a longo prazo,
pois algumas prostaglandinas (por exemplo a PGE» e PGl,) diminui a liberag&o de
enzimas lisossOmicas, reduzem a geracido de produtos de O, toxicos, inibem a
ativagao de linfécitos (Rang et al., 1997).

Seria conveniente desenvolver um bloqueador seletivo da COX-2 para
fratamento da inflamagao, uma vez que nao afetaria as outras funcdes das
prostagtandinas (Katsung, 1994). O bloqueador seletivo para COX-2 produzem
danos menos gastrico que os AINEs convencionais, sugerindo que AINEs causam
dano inibindo a COX-1 (Wallace et al., 2000).
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O tratamento de pacientes com inflamagédo tem dois objetivos basicos:
em primeiro lugar, ¢ alivio da dor, que quase sempre constitui o sintoma inicial e a
principal queixa do paciente; e, em segundo lugar, retardar ou — teoricamente —
interromper o processo responsavel pela leséo tecidual. A reducéo da inflamacao
com agentes antiinflamatérios quase sempre produz alivio da dor durante um

periodo significativo de tempo (Katsung, 1994).
1.1.2. ATIVIDADES TERAPEUTICAS

Todos os AINEs sao antipiréticos, analgésicos e antiinflamatorios,
porém existem diferengas importantes em suas atividades (Hardaman et al.,
1996).

Quando utilizados com analgésicos, esses medicamentos sdo eficazes
apenaé para dor de intensidade de leve a moderada (Hardaman et al., 1996).
Evidéncias recentes tem mostrado que os AINEs injetados no canal espinhal
podem produzir analgesia e sugerem que a inibigdo da geragdo de
prostaglandinas na medula espinhal pode contribuir para a sua agao analgésica
(Rang et al., 1997).

Como antipiréticos, os AINEs reduzem a temperatura corpérea; esse
mecanismo & considerado pelo menos em parte, como inibicdo da producdo de
prostaglandinas no hipotadlamo. Durante uma reacéo inflamatéria, as endotoxinas
bacterianas fazem com que os macréfagos liberem um pirdgeno — IL-1 — e ha
evidéncias de que a IL-1 estimula a produg&o no hipotalamo das prostaglandinas
tipo E e que estas, por sua vez, podem causar a elevagéao do ponto de ajuste da

temperatura (Rang et al., 1997).

Sua ag@o antiinflamatdria decorre da inibicdo de sintese de
prostaglandinas, efetuada mediante a inativagdo das cicloxigenase constitutiva
(COX-1) e induzivel (COX-2} (Fuchs e Wannmacher, 1998). Em geral, os AINEs
proporcionam apenas alivio sintomatico da dor e inflamagéo associadas a doenga
e nao interrompem a progressdo da lesdo patoldgica dos tecidos duranie os

episodios graves (Hardaman et al., 1996).

W
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1.1.3. EFEITOS COLATERAIS

Alem das diversas atividades terapéuticas em comum, os AINEs
compartitham varios efeitos colaterais indesejaveis, presumivelmente devidos 2
inibigao da cicloxigenase (Fuchs e Wannmacher, 1998). Os mais frequentes (6 —
33%) sao disturbios gastrintestinais, atribuidos a redugéo do efeito citoprotetor
gastrico das prostaglandinas. O aumento do fluxo sangiiineo da mucosa gastrica,
a estimulagao da secreg@c de muco e bicarbonato e a diminuicdo de acido livre
desaparecem com o blogueio da sintese daqueles compostos. As manifestacées
digestivas incluem eritema e eroses gastricas, ulceracdo gastrica e duodenal,
dispepsia, dor epigdstrica, nauseas e vOmitos, anorexia, flatuléncia, diarréia e

perda de sangue pelo tubo digestivo (Fuchs e Wannmacher, 1998).

‘ A fungao plaquetaria é alterada porque os AINEs impedem a formagao,
pelas plaquetas, do tromboxano A; (TXA;), um potente agente agregante. Isso
explica a tendéncia que estes medicamentos tem de aumentar o tempo de
sangramento. Os AINEs tem pouco efeito sobre a fun¢fo renal dos seres normais,
talvez porque a producdo das prostaglandinas vasodilatadoras tenha fungéo
apenas secundaria nos individuos com niveis normais de s6dio. Entretanto estes
medicamentos reduzem o fluxo sangilineo renal e a taxa de filtracéo glomerular
dos pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica com ascite,
doenga renal crénica ou hipovolemia. Além dos efeitos hemodindmicos nos rins,
os AINEs promovem retencdo de sal e agua, reduzindo a inibigdo da reabsorcio
de cloreto e a acdo do horménio antidiurético induzidas pelas prostaglandinas.
Isto pode causar edema em alguns pacientes tratados com AINEs e também

diminuir a efic&cia dos esquemas anti-hipertensivos (Hardaman et al., 1996).

A freqliéncia, natureza e gravidade dos efeitos toxicos variam de droga
assim como na dose, mas basicamente todas sdo capazes de gerar distirbios
gastricos (llceras inclusive) como também fenémenos hemorragicos decorrentes
de tratamento prolongados; para contornar esta situagdo empregam-se
substancias que protejam a mucosa do estébmago (embora reduza sua absorgio

em até 40%) ou antiacidos.
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1.2. INDOMETACINA

A indometacina foi o primeiro resultado de uma pesquisa laboratorial
para desenvoiver medicamentos com propriedades antiinflamatérias (Hardaman
et al., 1996). A introdugéo da Indometacina como agente antiartritico ha cerca de
duas décadas (em 1963) marcou o comego de uma nova diregéo das pesquisas
dos antiinflamatdrios (Silva, 1998).

P& cristalino, amarelo castanho ou amarelo palido, praticamente
insolGvel em agua, sensivel a luz solar e solugdes alcalinas, a indometacina é
obtida a partir do acido 2-metil-5-metoxiindolacético (Korolkovas e Burckhalter,
1988) (Figura 1).

A indometacina tem propriedades analgésico-antipiréticas e
antiinflamatorias marcantes. Os efeitos antiinflamatdrios da indometacina sao
evidenciados nos pacientes com artrite reumatdide, gota aguda, espondilite
anquilosante e osteoartrite do quadril, mostrando-se também eficaz em afecgées
inflamatdrias extra-articulares, como pericardite e pleurite, e na sindrme de Batter
(Katsung, 1994). A indometacina tem propriedades analgésicas independentes
dos seus efeitos antiinflamatdrios e existem evidéncias indicando que este
medicamento tenha agdes central e periférica (ndo ¢ indicada para uso geral
como analgesico} (Hardaman et al., 1996).

A indometacina alivia a dor , reduz inflamacdo e o edema das
articulagbes, aumenta a forga da preenséo palmar e reduz a duragéo da rigidez
matutina (Hardaman et al., 1996).

As prostaglandinas tem sido envolvidas na manutencdo da
permeabilidade do canal arterial e a indometacina e agentes semethantes tem
sido usados nos recém-nascidos para fechar o canal arterial, quando ele ainda
estiver aberto. A liberagdo das prostaglandinas pelo endométrio durante a
menstruagdo pode causar colicas fortes e outros sintomas de desmenorréia
primaria; o tratamento deste distarbio com AINE tem conseguido sucesso

consideravel (Hardaman et al., 1996).
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Figura 1: Estrutura quimica da indometacina
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A indometacina inibe a biossintese de prostaglandinas, cuja agdo pode
ser a base do seu efeito antiinflamatério e antipirético. Desacopla a fosforilagdo
oxidativa na mitocdndria hepatica e cartilaginosa e inibe a motilidade de leucdcitos
polimorfonucleares. A sua agdo antiflogistica ndo depende da estimulacéo

adrenocortical (Zanine, 1989).

A indometacina tem pelo menos uma indicacdo em obstetricia,
podendo ser usada com agente tocolitico para suprimir as contragfes uterinas

das mulheres com parto prematuro (Hardaman et al., 1996).

A incidéncia e gravidade dos efeitos colaterais da indometacina podem
limitar sua utilidade terapéutica; entretanto, como os efeitos colaterais deste
medicamento parecem ser mais toleraveis quando ele for ingerido a noite, um
metodo util de aproveitar a eficacia da indometacina e reduzir seus efeitos
colaterais & administrar uma dose grande (nica (até 100 mg) & hora de deitar,

talvez junto com outros AINEs melhor tolerados (Hardaman et al., 1996).

1.2.1. FARMACOCINETICA E METABOLISMO

A indometacina é rapidamente absorvida no trato gastrintestinal apos
administragao oral; 90% da indometacina ligam-se as proteinas plasmaticas e a
droga liga-se ainda amplamente aos tecidos (Hardaman et al., 1996; Katsung;
1994; Zanine, 1989). O pico de concentragéo plasmatica é alcangado em 2 horas
ho individuo em jejum, mas pode ficar retardado, em algum grau, quando a droga
e ingerida apds refeicoes (Hardaman et al., 1996; Silva, 1998). A
biodisponibilidade oral da droga, apos administragido de doses terapéuticas, é de
98%. O volume de distribuicao da indometacina é de 0,26 litro/Kg e a meia-vida &
de 2,4 horas, aumentando em pacientes com neoplasia e em prematuros (Silva,
1998).

As concentragbes plasmaticas necessarias para obter efeito
antiinflamatorio ndo foram determinadas com precisdo, porém provavelmente
estdo abaixo de 1ug/mi. As concentragdes plasmaticas no estado de equilibrio,
depois da administragdo profongada, séo de cerca de 0,5 pg/mi (Hardaman et al.,

1996). e
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A indometacina se distribui em muitos tecidos, inclusive no liquido
sinovial de pacientes artriticos, onde o pico de concentragéo aparece cerca de
uma hora apos o pico plasmatico. O equilibrio entre o plasma e o liquido sinovial
& estabelecido em cerca de 3 horas apds a Unica dose. A concentracédo sinovial
cai mais lentamente nas 4 horas seguintes do que no plasma e da quinta ate a
nona hora a concentragdo encontrada é ligeiramente mais elevada que no plasma
(Silva, 1998).

A indometacina € em grande parte metabolizada no figado, sendo
convertida em metabdlitos ativos, incluindo agueles formados por O-desmetilagéo
(cerca de 50%), conjugagdo com o acido glicurénico (cerca de 10%) e N-
desacilagao (Hardaman et al., 1996; Silva, 1998). Alguns destes metabdlitos séo
deteciaveis no plasma e compostos metabdlicos livres e conjugados s&o
eliminados pela urina, bile e fezes. Ha circulagao entero-hepatica dos conjugados
e provavelmente da propria indometacina. Cerca de 10 a 20% do medicamento
sdo excretados de forma inaiterada na urina, em parte pela secregao tubular
(Hardaman et al., 1996).

1.2.2. INTERACOES FARMACOLOGICAS

As concentragdes plasmaticas totais da indometacina e desses
metabdlitos inativos sado aumentados pela administracdo concomitante da
probenecida, talvez devido & redugdo da secrecdo tubular da indometacina
(Hardaman et al., 1996; Silva, 1998). Alguns estudos indicam gque a indometacina
ndo modifica o efeito dos agentes anticoagulantes orais. Contudo, a
administracio simultdnea poderia ser perigosa devido ao risco aumentado de

sangramento gastrintestinal (Hardaman et al., 1998).

A incidéncia de efeitos colaterais gastrintestinais foi significativamente
mais elevada com a terapia concomitante com o acido acetilsalicilico. O uso
associado de indocid e diflunisal foi associado a hemorragia gastrintestinal fatal.
Tem sido relatado que o indocid diminui a secrec@o tubular de metotrexato e
potencializa sua toxicidade. Quando a indometacina e litio sdo administrados

simultaneamente, o paciente deve ser cuidadosamente observado quanto aos
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sinais de toxicidade do litio. A administracido de AINEs concomitantemente com a
ciclosporina tem sido associada ao aumento da toxicidade induzida pela
ciclosporina, possivelmente afribuida a um decréscimo da sintese renal da
prostaciclina. Indocid utilizado concomitantemente com a digoxina, tem sido
reportado aumentar a concentragdo de digoxina no soro e aumento de sua meia
vida. A co-administragdo de indocid e alguns agentes anti-hipertensivos tem
resultado em atenuagdo aguda do efeito hipotensivo destes ultimos, atribuida,
pelo menos em parte, a inibicdo da sintese de prostaglandinas pela indometacina
(Ache, 2000).

1.2.3. REACOES ADVERSAS E TOXICIDADE

Uma percentagem muito alta (35 a 50%) dos pacientes que usam as
doses terapéuticas convencionais da indometacina desenvolvem sintomas
indesejéveis e cerca de 20% precisam interromper o tratamento. A maioria dos
efeitos colaterais esta relacionada a dose usada (Hardaman et al., 1996). Em
virtude da aita incidéncia e da gravidade dos efeitos colaterais seu uso muitas
vezes ¢ limitado — especificamente no trato gastrintestinal (diarréia, hemorragia,
pancreatite, dor abdominai), como também no figado, rim, bago, sangue & medula
(Rang et al., 1997). Irritagdo local resultante da droga administrada por via oral
permite a difusdo retrograda de acido para a mucosa gastrica e induz lesao
tecidual, podendo estes efeitos estarem relacionados com a inibicéo da sintese
das prostaglandinas gastricas, em especial PGl e PGE», as quais inibem a
secrecdo acida gastrica, promovendo a secregdo de um muco citoprotetor pelo
intestino e quando inibida podem fazer com que o estdmago torne mais

susceptivel a lesdo (Hardaman et al., 1996).

Dose terapéutica de Indometacina (50 mg) causa um aumento
significante de histamina e secregéo de pepsina, uma diminuicéo da produgéo de
bicarbonato, a supressdo de agregacdo de plaguetas ADP-induzida e atividade
antiagregacional do epitélio vascular, e intensificacéo da fibrindlise as custas da
ativagdo da sua primeira fase. Estes efeitos determinados pelo boqueio de
cicloxigenase (prostaglandinas), pode contribuir para o desenvolvimento de leséo

ulcerativa hemorragica da mucosa gastroduodenal (Fisher et al., 1987).
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Em 20-25% dos pacientes ocorre efeitos colaterais no sistema nervoso
central associado a indometacina como cefaléia intensa que pode estar associada
a tontura, vertigem, fadiga, confusdo e depressdo. Em raros casos, foi relatado o
aparecimento de psicose com alucinagdes. As anormalidades hepaticas -
hepatite e ictericia — sd3o observadas com rara frequéncia. Vasoconstricgio
coronariana, hipercalemia relacionada com a inibicdo da sintese de
prostaglandinas no rim. As reagdes hematolégicas incluem trombocitopenia,

neutropenia, anemia aplasica (Ache, 2000; Katsung, 1994).

A Indometacina provoca inibicdo da agregag¢éo plaquetaria, inibe a
cicloxigenase plaquetéria pelo fato de impedir a formagéo da TXAz o que explica a
tendéncia em prolongar o tempo de sangramento e inibicdo da motilidade dos

leucdcitos polimorfonucleados (Brody et al., 1990).

A estimulagdo das plaguetas para agregar leva a ativagao das
fosfolipases de membrana com a consequente liberagdo do araquidonato e da
sua transformagdc em endoperdxidos das prostaglandinas em TXAp. Tais
substancias induzem a agregacéo plaquetaria, uma vez, por exemplo, a trombina
agrega as plaquetas, sem a liberagéo do araquidonato. A importancia da via do
tromboxano esta implicada no fato de que a indometacina inibe a segunda fase da
agregacao plaguetaria e induzem um pequenc defeito hemostatico nos seres

humanos (Hardaman et al., 1996).

Visdo embaracada, diplopia, dor orbital e periorbital podem ocorrer
infrequentemente. Depésitos corneanos e disturbios retinianos, inciusive o da
macula, tem sido relatados em alguns pacientes com artrite reumaidide sob
terapia prolongada com indocid. Zumbidos, distirbios auditivos e raramente
surdez tem sido relatados. Proteintria, sindrome nefrética, nefrite intersticial e

insuficiéncia renal, sdo raramente relatados (Ache, 2000).

Estudos recentes tem mostrado que 70% dos pacientes que ingerem
por longo tempo farmacos antiinflamatorios nao-esterdides desenrolam ileites
cronicas e outras complicacdes graves como sindrome de malabsorgao,
perfuragdo, hemorragia e ocluséo intestinal, podendo levar a um choque séptico

(Soriano Rosas et al., 1998).
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1.2.4. CONTRA-INDICAGOES

Processos psiquidtricos, epilepsia e parkinsonismo podem ser
agravados pelo uso da indometacina, ndo sendo indicados nessas condigbes
clinicas. Contra-indicado também em gestantes, lactentes, pacientes com
doencas renais e lesdes ulcerativas no estémago ou duodeno (Silva, 1998).
Insuficiéncia renal, enterocolite, trombocitopenia ou hiperbilirrubinemia contra-
indicam o uso de indometacina (Brody et al., 1997). E contra-indicada em
pacientes com crises asmaticas agudas, urticaria ou rinite precipitadas pelo acido

acetilsalicilico ou outro antiinflamatério ndo-esterdide (Ache, 2000).
1.2.5. INDOMETACINA E SEPSIS

O choque séptico pode ser causado por varias situagbes de agressao
ao organismo, incluindo hemorragia, infe¢des bacterianas, queimaduras e dano
miocéardio agudo. Pode haver hipovolemia causada diretamente por perda de
sangue ou por movimento de liquidos do plasma para os tecidos. A resposta
fisiologica a esta situagéo & complexa: ocorre uma vasodilatagao no leito vascular
de um oérgdo vital que & vantajosa por favorecer a perfusdo do orgdo, mas as
expensas de uma maior redugdo na pressdo sanglinea, o que leva a reduzida

perfusdo do 6rgado (Rang et al., 1997).

O choque séptico decorre da disseminagé@o de micrdbios a partir de
infeccbes localizadas graves (ex., abcessos, peritonite, pneumonia) para a
corrente sangiinea. A maioria dos casos ¢ causada por bacilos Gram-negativos
produtores de endoioxinas (s&o lipossacarideos (LPS) da parede bacteriana, que
consistem em um componente central toxico de lipideo A e em um revestimento
polissacaridico complexo), mas também por bactérias Gram-positivas e,
ocasionalmente, por fungos. Os mediadores tém sido implicados como
causadores do choque, e incluem os seguintes: citocinas (IL-1, TNF, IL-6, 1L-8),
PAF, oxido nitrico, complemento (C5a e C3a), prostaglandinas, leucotrienos,
sistema cinina, metabdlitos do oxigénio, catecolaminas, endorfinas e fator

depressor miocardico (Cotran et al., 1996).
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Entretanto, fica nitido que a ativacdo mediada pelas endotoxinas do
sistema fagécito mononuclear e a consequente liberacéo de IL-1 e TNF-a € um
evento crucial na patogenia do choque séptico. Estas citocinas geram ativagao
endotelial e adesdo e agregacéao leucocitarias, além de promoverem a coagulagéo
intravascular & a trombose capilar. Além disso, sinalizam para mediadores
secundarios, que incluem as prostaglandinas, o fator ativador plaquetario e o
oxido nitrico. Este Ultimo, por sua vez, causa vasodilatagdo e outros efeitos pro-
inflamatérios. Além de causarem a liberagdo de mediadores biologicamente
ativos, as toxinas bacterianas geram também lesao direta as células e tecidos
{Cotran et al., 1996).

Varios estudos mostraram o papel patogénico da flora bacteriana na
formagao de lesées intestinais induzida pela indometacina. A administragao de
indometacina (10 mg Kg") s.c. causou lesdes hemorragicas no intestino delgado,
principalmente jejuno e ileo. As primeiras lesdes foram observados 6 horas apods
administracdo o que aumenta progressivamente no tempo de 24 horas depois
(Konaka et al., 1999). Recentemente mostrou a importancia do oxido nitrico (NO)
ha ocorréncia de injiria microvascular no jejuno de ratos causado pela

indometacina (Konaka et al., 1999).

O envolvimento do NO formado pela isoforma INOS tem sido
investigado no desenvolvimento de lesdes intestinais provocadas pelo uso
continuo de indometacina. Sobre o periodo de 72 h, a indometacina (10 mg Kg -
s.c.) provocou um aumento timo dependente na expressdo do INOS e aumentou o
vazamento vascular da albuimina humana no jejunc apds 18 h de aplicagéo de

indometacina (Evans et al., 1989).

A inibigdo da via do fator tissular tem sido mostrado como atenuante
de ativacdo da coagulagéio e para prevenir a morte na bacteremia gram-negativa

como modelo primario de sepsis (Jonge et al., 2000).

Durante o choque endotoxico observou-se aumento nos niveis de
prostaglandinas circulantes em varios modelos de animal, mas o papel preciso
delas ainda nao esta estabelecido. A descoberta de um potente metabdlito do
acido araquidénico, vasoativo — isto € a TXAz, um vasoconstrictor e iniciador de

agregacéo de plaquefas, e prostaciclina, um vasodilatador e inibidor da agregacao
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plaguetéria — estimulou interesse no potencial deles como mediadores de muitas

seqllelas patofisiolégicas do choque endotdxico (Fletcher et al., 1982).

Subsequente estudos tentaram dicermnir quais metabdlitos do acido
araquiddonico s&@o potenciaimente prejudiciais no choque. Os resultados
demonstram que a tromboxane A; um potente agregante plaquetario e
vasoconstrictor, aumenta precocemente durante chogque endotdxico em ratos
(Cook et al., 1979).

Varios estudos tem mostrado que uma proporgdo aita de pacientes
com ictericia obstrutiva tem endotoxemia sistémica e isto se correlataram bem
com a evidéncia do cataboslimo de fibrinogénio e niveis elevados no soro de

produtos de degradacao de fibrina (Fletcher et al., 1982).

1.3. BETAMETASONA

Em 1931, Swingle e Pfiffner conseguiram preparar, pela primeira vez,
um extrato cortico-supra-renal ativo, no qual foram identificados posteriormente
quase meia centena de compostos quimicos intimamente relacionados entre si,
pertencentes ao grupo quimico dos esterdides. De todos esses compostos,
poucos se mostraram fisiologicamente ativos, sendo a maioria constituida de

precursores ou produtos de degradacio dos hormdnios atuantes (Craig, 1986).

QO cortex da supra-renal sintetiza duas classes de esterdides: os
corticosterdides (glicocorticoides e mineralocorticdides), que possuem 21 atomos
de carbono, e os androgénios, que apresentam 19. Historicamente, as agdes dos
corticosteréides foram descritas como glicocorticéides (reguladoras do
metabolismo de carboidratos) e mineralocorticdides (reguiadoras do equilibrio
eletrolitico). Os corticosterdides da supra-renal diferem em suas atividades
glicocorticdides e mineralocorticoides relativas (Hardaman et al, 1996). Os
corticosterdides, bem como os demais horménios de natureza esterdide formam-
se a partir do colesterol, existindo entre tais hormodnios intimas e mdltiplas
relagoes reciprocas, 0 que explica a coexisténcia em muifos deles de atividades

fisiologicas comuns (Craig, 1986).




Os efeitos dos corticosterdides sdo numerosos e amplos. Seus
diversos efeitos incluem: alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas; manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico; e preservagéo da fungao
normal do sistema cardiovascular, do sistema imunoldégico, do rim, da

musculatura esquelética, do sistema endécrino e do sistema nervoso (Hardaman
et al., 1996).

Os glicocorticdides caracterizam-se do ponto de vista quimico pela
presenca de um grupc oxidrila em posicao 11 e outro em posigao 17, sendo este
ultimo essencial a atividade antiflogistica (dai esses hormonios serem chamados
de 17-hidrocorticosterdides) (Craig, 1986).

A betametasona é um glicocorticéide sintético obtido mediante a
afixagcdo de um grupo metilico em posicdo 16-beta na molécula da
fluorprednisolona. Pertence, juntamente com a parametasona e dexametasona,
ao grupo de derivados de agdo longa, isto €, com meia-vida biolégica superior a
48 horas. E considerada como possuidora de poténcia equivalente a da

dexametasona ( Craig, 1986).

1.3.1. MECANISMO DE ACAO

Varias hipoteses foram aventadas para explicar o mecanismo de agao
dos horménios corticéides. De fato, atualmente a agéo estimutante e regulatéria
dos hormonios esterdides — sexuais e antiinflamatérios — sobre a sintese protéica
e explicada como sendo mecanismo bifasico, que compreende complexacoes
altamente especificas aos niveis citopiasmatico e cromatinico (Korolkovas e
Burckhalter, 1988).

Na primeira fase, os horménios ligam-se a molécuias receptoras
presentes exclusivamente no citoplasma de célula-alvo (responsaveis pela
resposta ao estimulo hormonal). Uma vez ligados aos hormdnios, tais receptores
sa0 "ativados”, migrando para o nucleo celular. Inicia-se entdo a segunda fase do
mecanismo: a ligacdo dos complexos hormonio-receptor a sitios aceptores
especificos localizados na assim chamada fragdo APs;, componente da porgao
protéica ndo-histonica.da cromatina. A segunda dissocia-se em seguida e passa a
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interagir com o sitio de iniciacdo da transcricdo genética do DNA. Desta forma,
permite a RNA-polimerase iniciar a montagem do mRNA correspondente a
proteina, cuja sintese € estimulada pelo esterdide (Korotkovas e Burckhalter,
1988).

Até o presente ndo se esclareceu, todavia, o0 mecanismo pelo qual tal
estimulacdo & interrompida, mas parece possivel que o processo exija a
participagédo de enzimas (recentemente isolou-se a So-redutase, responsavel pela
transformagédo da progesterona em diidroprogesterona, inativa). Aparentemente,
as moléculas receptoras ndo sido afetadas e retornam ao citoplasma para dar
seqliéncia ao ciclo (Korolkovas e Burckhalter, 1988).

1.3.2. Usos cLiNIcOS

Com execdo da terapia de reposi¢do nos estados de deficiéncia, o uso
dos glicocorticdide e, em grande parte, empirico. Com base na extensa
experiéncia clinica, numerosos principios terapéuticos podem ser propostos. Em
primeiro lugar, dadas a quantidade e a gravidade dos efeitos colaterais potenciais,
a decisdo de instituir a terapia com glicocorticoide sempre requer uma cuidadosa
consideragao dos riscos e beneficios relativos em cada paciente (Hardaman et al.,
1996).

Os glicocorticdides s&o usados atualmente com trés objetivos
principais: (a) substituir os hormdnios enddgenos (em presenca de insuficiéncia
adrenocorticai); (b) inibir a excessiva secrecdo de corticotrofina (na sindrome
adrenogenital); (c) restringir a atividade reacional dos tecidos) quando esta se

mostra excessiva e inadequada) (Craig, 1986).

Os glicocorticéides exercem efeitos menores sobre a hemoglobina e o
contetido eritrocitario sanglliineo, conforme evidenciado pela freqiiente ocorréncia
de policitemia na Sindrome de Cushing e de anemia normocitica e normocrémica
na doenga de Addison. Efeitos mais profundos séo notados no quadro da anemia
hemolitica auto-imune, onde os efeitos imunossupressores dos glicocorticoides
podem diminuir a autodestruicao dos eritrécitos. Os glicocorticoides aumentam os

leucdcitos polimorfanucieados  circulantes em decorréncia da  liberagéo
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aumentada da medula, diminuicdo da taxa de depuragdo a partir da circulacao e
desmarginagdo aumentada a partir das paredes vasculares (Hardaman et al,
1996).

Usados em alérgias e em condigdes inflamatorias onde os
glicocorticéides inibem a produgdo de milltiplas células, de fatores que s&o

criticos na geragéo da resposta infamatéria (Hardaman et al., 1996).

Os corticosterdides sdo empregados na quimioterapia da leucemia
linfocitica aguda e em linfomas, por causa de seus efeitos antilinfociticos. O uso
na doenca hepatica tem sido altamente controvertido. A terapia com
glicocorticéides esta indicada em pacientes selecionados com doenca inflamatéria
intestinal (colite ulcerativa cronica e doenga de Crohn). Sao notadamente eficazes
no tratamento de uma grande variedade de dermatoses inflamatorias. S@o
valiosos na redugdo de edema cerebral associado a parasitas e a neoplasias, em
especial as metastaticas (Hardaman et al., 1996).

1.3.3. FARMACOCINETICA E METABOLISMO

Os glicocorticdides sdo absorvidos ao nivel sistémico a partir dos locais
de administraggo local, como nos espagos sinoviais, o saco conjuntival, a pele,
trato respiratorio (Hardaman et al., 1996), trato gastrintestinal (Craig, 1986). Apos
absorcao, 90% ou mais do cortisol no plasma ligam-se, de maneira reversivel, a
proteina em circunstancias normais (Hardaman et al., 1996). 10 a 25% de uma
dose inalada oralmente se deposita na traquéia e bronguios. Inicio de agao
rapida. A ligagdo a albumina e transcortina ¢ aita (65%); Sofre biotransformacao
primeiramente hepatica e parcialmente pulmonar. A velocidade de metabolizagéo
pode ser aumentada por indugio das enzimas de metabolizagdo, e pode estar
diminuida em casos de insuficiéncia hepatica (Silva, 1998). Meia vida plasmatica:
3 a 4,5 horas. Meia vida bioldgica: 36 a 54 horas. Eliminada pela urina (Craig,
1986). Nem a excrecdo biliar nem a fecal tém importancia nos seres humanos
(Hardaman et al., 1996).




1.3.4. REACOES ADVERSAS E TOXICIDADE

Duas categorias de efeitos toxicos resultam do uso terapéutico dos
corticosterdides: aqueles decorrentes da interrupgao da terapia com esterdides e
os resultantes do uso continuado de doses suprafisiolégicas. Os efeitos colaterais
de ambas as categorias comportam risco de vida e obrigam a uma criteriosa
avaliagao dos riscos e beneficios em cada paciente (Hardaman et al., 1996). A
cessagdo da terapia da terapia com corticosteroide envolve varias decisdes
dificeis. E importante lembrar que o problema mais frequente na abstinéncia
esterdide & a reativagio da doenga basica. Existem varias complicagoes
associadas 3 interrupcdo de esteroides: febre, mialgias, artraigias, indisposi¢ao
entre as quais a mais grave € a insuficiéncia supra-renal aguda (Hardaman et al.,
1996).

Com o uso continuo de doses suprafisicidgicas de corticosteroides
pode levar a hipertensdo, catarata, parada do crescimento e disturbios de
comportamento, suscetibilidade aumentada & infecgéo, osteoporose, miopatia,
habito peculiar da superdosagem de esterdides, que compreende a redistribui¢ao

do tecido adiposo estrias, equimoses, acne e hisurtismo (Hardaman et al., 1996).

Outras reacoes sao observadas como: reagbes gastrintestinais,
osteoporose, agravamento do diabetes, euforia, insénia, aumento de apetite,
nervosismo, acne, distlrbios menstruais, aumento de peso, cefaléia, hipertensao,
impoténcia, vertigem, psicoses, redugdo do nivel de defesa contra infecgdes,
Sindrome de Cushing iatrogénica (uso continuado de doses elevadas de

corticosterdides) (Hardaman et al., 1996).

1.3.5. INTERAGCOES MEDICAMENTOSAS

Podem diminuir os efeitos dos diuréticos vice-versa; alcool ou
analgésicos antiinflamatérios nao-esterdides podem aumentar o risco de
ulceracao gastrintestinal ou hemorragia; anticidos podem diminuir seus efeitos
farmacologicos; efedrina, fenitoina, fenobarbital, podem aumentar a depuragéo
metabélica dos adreriocorticoides; Medicamentos ou alimentos que contém sédio
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podem causar edema e aumento da presséo arterial. Vacinas com virus atenuado
ou outras imunizacdes podem potencializar a replicagdo do virus da vacina,
aumentando assim o risco do paciente de desenvolver a doeng¢a viral e/ou
diminuir a capacidade de formagéo de anticorpos, por parte do paciente (Hansten,
1089).

1.4. CINEOL

O 1,8 Cineol, Cineol, Eucaliptol ou Cajeptol tem peso molecular de
154,3 (C4oH180), incolor, com odor sugestivo de canfora, principal constituinte de
uma variedade de éleos essenciais (Santos, 1999). E um oxido terpendico
presente em muitas plantas de dleos essenciais que exibiu efeito inibitorio em

alguns tipos de inflamagao experimental em ratos (Santos e Rao, 2000).

E considerado néo toxico e ndo irritante, porém o 6lec de eucalipto,
cujo maior constituinte & o cineol, provocou alguns incidentes de infoxicagGes em

criangas nos Estados Unidos (Santos, 1999).
1.4.1. Usos

E largamente empregadc em preparagfes farmacéuticas de uso
interno e externo, serve como estimulante da expectoracdo nos casos de
bronquite (Juergens et al, 1998) e age como anestésico local suave e anti-séptico
no tratamento de inflamagdes da boca e garganta. Utilizado também em "sprays”

para ambientes e cosméticos (Santos, 1999).

Em ratos aumenta a atividade das enzimas hepaticas, mas a
importancia em humanos nado é clara. E capaz de aumentar a atividade
metabhdlica de drogas guando administrado por inalagdo (por mecanismo nao
esclarecido), aumenta a absorgcdo percuténea de preparagbes farmacéuticas,
possui atividade antipirética e sedativa, aumenta atividade locomotora, possui
papel direto na defesa das plantas contra herbivoros e patégenos, assim como na

polinizagao (Santos, 1999).




1.4.2. FARMACOCINETICA

E bem absorvido a partir do ar inspirado, com um pico de concentracio
plasmatica apds aproximadamente 18 minutos, sendo sua eliminagdo sanglinea
bifasica, com uma meia-vida de distribuicao de 6,7 min e uma meia vida de

eliminacao de 104,6 min (Jager et al, 1996).

1.4.3. TOXICIDADE

A dose toxica leva a sonoléncia em poucos minutos, e 0 paciente pode
ficar inconsciente dentro de 15 minutos. Existem trés principais manifestages da
intoxicagcbes: um efeito depressivo, respiracdo anormal e constriccdo pupilar.
Outros sintomas incluem, dor epigastrica, fraqueza nas pernas e dores de cabega.
A morte ocorre apés a ingestao de 30 ml de oleo, sendo demonstrados severos
efeitos cardiovasculares, respiratério e SNC, porém um garoto de 3 anos
sobreviveu a ingestdo de aproximadamente 10 ml do éleo de eucalipto e um

aduito sobreviveu apds a ingestéo de 60 ml (Santos, 1999).

1.5. SISTEMA DE COAGULAGAQ

E um processo dindmico de reacdes bioquimicas e enzimaticas
envolvendo proteinas plasmaticas com atividade de proteases, lipides e ions, que
transformam o sangue circulante, fluido, em um gel insolivel pela converséo do
fibrinogénic em fibrina (Verrastro et al, 1996), muito embora a fibrina
propriamente dita s6 corresponda a 0,15% do total do coagulo snguineo (Rang et
al., 1997). Muitas informagbes ligadas a coagulacdc normal foram obtidas do
estudo de pacientes e animais com deficiéncia hereditaria dos varios fatores de

coagulacgio (Lee et al., 1998).

A ativacao consiste em uma protedlises parcial da molécuia, pela gual
se expbe um nigcleo ativo, “sering’, que se outorga uma capacidade enzimatica
(serino proteases), que permite ativar outro fator da coaguiagao. Esta ativagao em
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forma seqlencial (em cascata), amplifica a reagdo enzimatica (Grupo Clath,
1990). Cada reagao da via de coagulagéo resulta da agregagdo de um complexo
reacional composto de uma enzima (fator de coagulagdo ativado), de um
substrato (forma pré-enzima de um fator de coagulagdo) e um co-fator (acelerador
de reacdo). Estes componentes sédo agregados sobre uma superficie fosfolipidica
e mantidos coesos por ions caicio. Assim, a coagulacdo tende a manter-se
localizada em regiées onde & possivel a ocorréncia desta agregagéo, como por

exemplo, na superficie de plaquetas ativadas (Cotran et al., 1996).

E costume dividir o esquema de coagulagdo sanguinea em vias
extrinseca e intrinseca, amabas as quais convergem para o ponto onde o fator X
€ ativado. A via intrinseca é disparada in vifro pela ativagdo por contato do fator
de Hangeman (fator Xll), que converte o fator VIl em Vlia. Entretanto, existem
evidéncias que a via intrinseca tem uma importancia fundamental in vivo uma vez
que pacientes com deficiéncia do fator X!l ndo apresentam sangramentos
anormais. Além disso, atualmente estd claro que o fator tecidual também
desempenha um papel na ativag@o da via intrinseca, uma vez que o complexo
fator Vlla-fator tecidual também é capaz de converter o fator IX em {Xa (Cotran et
al., 1996).

Os fatores de coagulacdo podem agrupar-se como se segue:.

1. Fatores de contato: Xl, Xll, precalicreina, cininogénio;

2. Fatores vitamina K-dependentes: II, VII, IX, X;

3. Fatores sensiveis a trombina: |, V, VIII:C, XIil;

O sistema intrinseco contém fodos os fatores necessarios a
coagulagdo e que se acham presentes no sangue circulante. O sistema

extrinseco inclui a lipoproteina denominada tromboplastina tecidual (FllI), que os

tecidos lesados [iberam para o sangue circulante (Katsung, 1994).
1.5.1. FATORES DA COAGULAGCAO

O figado sintetiza todos os fatores da coagulagao, incluindo o fator Vili

(FVIIL), quando também é produzido em diferentes tecidos, como plaquetas,
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megacariocitos e células endoteliais. O Fator Xl (FXIIl) parece ser encontrado
também nos megacaridcitos e plaquetas. Os fatores dependentes da Vit K a

requerem para gue seja completa a sua sintese no figado (Verrastro et al., 1996).
1.5.1.1. FATORES VITAMINA K-DEPENDENTES

Tem como caracteristica quimica a carboxilagiao de residuos do acido
glutdmico, formando-se residuos do acido carboxiglutdmico, os quais sdo
necessarios para ligagdo de uma proteina a um fosfolipide, servindo os ions Ca®*
de pontes, fato que permite a atuagdo desses fatores na coagulacdo. Na
deficiéncia de Vit K, ou quando ha inibicdo da mesma por anticoagulantes
cumarinicos, ndo ocorre ativagéo dos fatores, formando-se proteinas sem efeito

coagulante, as quais nio s&o capazes de se ligar aos fons Ca® (Lorenzi, 1999).
FATOR Il — PROTROMBINA

E uma glicoproteina com peso molecular de 70.000 daltons, vida média
de 1000 horas e concentragdo no plasma de cerca de 100-150ug/ml. Quando
essa concentragdo cai abaixo de 40%, surgem alteragées da hemostasia. Sua
forma ativa & a trombina, cuja transformacéo envolve reagGes enzimaticas que se
processam em cadeia. Tem como inibidor a antitrombina il (ATHI) (Lorenzi,
1999).

FATOR VIl = PROCONVERTINA

E uma enzima que funciona juntamente com o fator tissular na via
extrinseca da coagulagéo (Lee et al,, 1998). Tem peso molecular de 55.000
daltons, vida média de 15 horas e concentracdo no plasma de 1ug/mi. Existe
também no soro. E ativa até uma concentragdo minima de 10%. Também é capaz
de ativar o fator IX e seria, inclusive, capaz de iniciar o mecanismo da
coagulacdo; possui a caracteristica de ndo precisar ser ativado por protedlise
(Lorenzi, 1999).

v
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FATOR IX — FATOR CHRISTMAS

Proenzima envolvida na via intrinca da coagulagéo (Lee et al., 1998).
Tem peso molecular 57.000 daltons, vida média de 20 horas e concentragéo
plasmatica de 4ug/ml. Também pode ser encontrade no soro. Sua atividade

persiste ainda quando ha redugéo de até 20% da concentracéo (Lorenzi, 1999).
FATOR X — STUART-POWER

Com peso molecular de 59.000 daltons, &€ uma glicoproteina de vida
média de 65 horas e concentragdo no plasma em torno de 5ug/mi. Ocorre
também no soro, sendo ativo até uma concentragdo minima de 20%. E ativado
pelo complexo 1Xa + Villa + Ca™ + fosfolipides, assim como pelo fator Vlia + fator
tissular; nesse ponto as vias intrinseca e extrinseca da coagulagdo seguem um

caminho comum (Lorenzi, 1999).

PROTEINAC

Glicoproteina de peso molecular de 62.000 daltons, formada no figado.
Age como anticoagulante e tem acgéo estimulante sobre a fibrindlise. A proteina C
s6 é ativada pela trombina quando esta ligada a outra proteina — trombomodulina
(Lorenzi, 1999).

PROTEINA S
E um co-fator da proteina C. Intensifica a agdo anticoagulante da

proteina C ativada. Também sdo denominadas proteinas reguladoras da

coagulagdo (Lorenzi, 1999).




1.5.1.2. FATORES DE CONTATO
FATOR Xl — FATOR DE HANGEMAN

E uma glicoproteina de cadeia simples, com pesc molecular baixo
(80.000), encontrada no plasma e no soro. Sua ativagdo nao esta totalmente
esclarecida, sendo sua atividade localizada na cadeia leve da molécula
(PM=28.000) (Lorenzi, 1999). E ativado por contato com superficies estranhas, é
um importante participante da via intrinseca da coagula¢io e em outros processos
defensivos (Lee et al., 1998).

FATOR Xl — ANTECEDENTE TROMBOPLASTICO DO PLASMA (PTA)

E uma glicoproteina com atividade de serina protease, com peso
molecular de 160.000 déltons, cuja atividade localiza-se na cadeia leve. O fator Xl
circula no plasma, ligado ao cininogénio de alto peso molecular (HMWK),
formando um complexo. Atua num ponto importante da coagulagéo: a ativagio do
fator IX (Lorenzi, 1999).

FATOR FLECHER — PRECALICREINA

E uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 85.000
daitons; & convertida em calicreina pelo fator Xlla, a qual, por sua vez, é capaz de
ativar o fator XIl. Circula, formando um complexo com o cininogénio de alto peso
molecular; outra fungéo importante da calicreina é a ativagao da pro-renina em

renina (Lorenzi, 1999).

FATOR FITZGERALD — CININOGENIO DE ALTO PESO MOLECULAR (HMWK)

E um polipetidio com peso molecular de 110.000 déaltons gue circula no
plasma, formando um complexo com o fator X| ou com a calicreina; E
considerado um transportador de proteinas de atividade coagulante e atua na
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coagulacéo, intensificando as reagées que se processam nas superficies lesadas
(Lorenzi, 1999).

1.5.1.3. FATORES SENSIVEIS A TROMBINA

Esses fatores tem peso molecular alto e sdo consumidos durante a

coagulag&o, por isso ndo sao encontrados no soro.

FATOR V — PROACELERINA

Peso molecular cerca de 330.000 daltons, sendo encontrado nos
granulos alfa das plaguetas e no plasma. Niveis minimos de atividade é de 10-
15% de concentragdo plasmatica. Tem como inibidor natural a proteina C. E co-
fator do fator Xa e facilita 0 acimulo do fator X na membrana plaguetéria (Lorenzi,
1999).

FATOR VIII — CompPLEXO FATOR VIII/VWE

E um complexo glicoprotéico formado por dois componentes: (1) fator
VIl coagulante ou VIII:.C ou fator anti-hemofilico — tem baixo peso molecular, é
ativado pela trombina e inativado pela plasmina — e (2) fator vWF ou fator von
Willebrand — peso molecular muito maior, atua na fase de hemostasia primaria, s6
& parcialmente inativado pela plasmina e pode ser detectado no soro (Lorenzi,
1999).

Os dois componentes circulam no plasma unidos por ligagbes nio
covalentes. N&o se sabe com certeza o local de formacéo do V1II:C, admitindo-se
que seja sintetizado no figado e no endotélio. O VWF é produzido pelas células
endoteliais e pelos megacariécitos, ficando armazenado tanto nas células

endoteliais como nos granulos alfa das plaquetas (Lorenzi, 1999).

A deficiéncia do fator VIII:C & encontrada na hemdfilia A e a do vWF na
doenga de von Willebrand. Quando ha deficiéncia do vWF, a agregacéo
plaquetaria em presenga da ristocetina (antibidtico que estimula a agregacgao

plaquetaria in vitro na presenca de vWF) fica comprometida (Lorenzi, 1999).
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FATOR XIII — FATOR ESTABILIZADOR DA FIBRINA

Age na formacgéo de pontes covalentes entre monémeros de fibrina.
Atua também sobre a fibronectina, proteina presente no pilasma, no tecido
conjuntivo e nas células endoteliais. O fator X!l promove a ligacdo da fibrina ao
colageno atraves da ag&o de moléculas de fibronectina. Ao contrario das demais
enzimas da coagulagéo que tem a atividade de serina protease, o fator Xllla é
uma transamidase. Ele é importante para a formagio de um coagulo firme e

estavel (Verrastro et al., 1998).
FIBRINOGENIO (FATOR |)

O fibrinogénio, fator de coagulag&c mais abundante e que forma o
coagulo de fibrina (Henry, 1999), € uma proteina plasmatica, de alto peso
molecular (320.000 — 400.000 dalions), cuja molécula forma 3 giobos, unidos

entre si por estruturas filamentosas enoveladas (Camara, 1998).

Os componentes quimicos do fibrinogénio sd&c aminoacidos,
carboidratos e varias pontes dissulfidicas, que tem papel importante na
polimerizagdo da fibrina, a qual constitui a base fisica de todos os coagulos
sanglineos e fornece a estrutura para a rolha hemostatica permanente (Lee et
al., 1998).

O fibrinogénio ndo sé € um dos 3 principais componentes das vias da
coagulagdo, como também € um componente chave na agregagdo plaquetaria.
Parte do fibrinogénio &€ efetivamente derivado das plaguetas (Rang et al., 1997).

A taxa de fibrinogénio no plasma é de aproximadamente 160 a 415
mg/di (Lee et al., 1998), valor critico <80 mg/dl e >700 mg/dl (Wallach, 1999).
Assim, aumenta em resposta a uma série de estresses, como traumas,

inflamacgdes, endotoxinas e na gestagdo (Lee et al., 1998).

Os niveis de fibrinogénio se tornam elevados com outros reagentes da
fase aguda, ocasionalmente acima de 1,0 g/l. Em tais circunstancias, a
sedimentagao eritrocitaria também apresenta-se acentuadamente elevada devido,
diretamente, ao confteudo de fibrinogénio (Henry, 1999). Niveis altos de
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fibrinogénio tem aparecido como um fator de risco significante para a trombose
arterial @ também provavelmente venosa. O fibrinogénio € uma proteina de
reagdo da fase aguda e niveis elevados em condigoes obstétricas podem
mascarar um consumo significante na Coagulagdo Intravascular Disseminada
(CID) complicando estas condigdes (Fundagdo Pré-Sangue, 2000). Os niveis de
fibrinogénio também se elevam na gravidez e com uso de contraceptivos. Niveis
baixos geralmente indicam uma ativagao extensa da coagulac@o com consumo de
fibrinogénio. Durante esse processo, o plasminogénio também é ativado em
plasmina, a qual degrada a fibrina e o fibrinogénio em produtos separados que
sdo determinados para a avaliagdo da coagulacéo intravascular (Henry, 1899).
Esta presente em menores gquantidades na linfa e pode entrar na circulagcao via

linfaticos hepdticos, entretanto, as plaquetas também o contem acumulado em

seus granulos o (Lee et al,, 1998).

O catabolismo de fibrinogénio ocorre continuamente e pode envolver a
conversao do fibrinogénio em derivados soilveis de pesos molecuiares menores
em consequéncia da agdo da plasmina. Esses derivados normalmente constituem

20% do fibrinogénio no plasma (Lee et al., 1998).

A taxa de produgado do fibrinogénio pode aumentar muito como
consequéncia de varios estimulos inespecificos. Existem evidéncias indiretas de
que os niveis plasmaticos de produtos de degradacdo de fibrinogénio,
possivelmente atuando como um controle de retroalimentagéo, podem constituir
um imporanie regulador da velocidade de sintese de fibrinogénio, mas essa

hipotese foi questionada (Lee et al., 1998).

Anormalidades hereditarias do fibrinogénio incluem doencgas
qualitativas e quantitativas. Deficiéncia quantitativa sao afibrinogenemia ou
hipofibrinogenemia, dependendo da severidade, e as doengas qualitativas,
incluem  anormalidades  estrutural da molécula, sdo denominadas

disfibrinogenemia (Beutller et al., 1995).

Numerosas disturbios hereditarios do fibrinogénio (disfibrinogenemia)
foram identificados, nas quais uma molécula funcionaimente anormal do

fibrinogénio € sintetizada com uma seqliéncia alterada de aminoacidos devido &
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mutagcdo genética. Algumas disfibrinogenemias exibem comprometimento da

coaguiagio e diatese hemorragica e outros tendéncias a trombose (Henry, 1999).

A afibrinogenemia congénita, na qual basicamente nao ha sintese de
fibrinogénio, acarreta um disturbio hemorragico, o qual, paradoxalmente, nac €
tdo severo quanto as hemofilias em termos de anormalidades articulares

secundarias a hemorragia (hemartroses) (Henry, 1999).

1.6. FIBRINOLISE

O sistema fibrinolitico destina-se a destruir o excesso de fibrina
formada e recanalizar os vasos quando a hemostasia se compieta. O mecanismo
fibrinolitico se processa em trés fases: (a) formagao do ativador do plasminogénio;
(b) formacédo de plasmina; (¢) formagdo dos fibrinopeptidios. Assim, um pro-
ativador, na presenca de quinases tissulares ou bacterianas, €& ativado,
transformando-se no ativador do plasminogénio que o transforma em plasmina
(Miller, 1999). A plasmina lisa o fibrinogénio e a fibrina resuitando em produtos de
degradacgio da fibrina e fibrinogénio (PDF) e também, € uma enzima limitante do
processo trombético e quando sua formacgdo é deficiente, se favorece a

possibilidade de trombose (Mazza, 1890).

A plasmina deriva do plasminogénio, que pode ser ativado
fisiologicamente por 2 mecanismos: pelo ativador tissular do ptasminogénio (1-PA)
ou pela uroquinase e pelo sistema de contato, responsavel de comegar o
mecanismo infrinseco da coagulacdo. Terapéuticamente também pode ser

ativado pela estreptoquinase (Jandl, 1996).

Da sua acdo sobre o fibrinogénio ou fibrina se geram, em forma
sucessiva, varios fragmentos e peso molecular decrescente, PDF, que possuem
diversas atividades bioldgicas, tais como inibir ou aumentar a agregacao
plaquetaria, inibir a polimerizacdo da fibrina, liberar fibrinogénio de seu sitio de

sintese, etc.

O sistema fibrinolitico estd implicado em multiplos fendmenos

biolégicos, como por. exemplo, inflamacdo e reparag¢do do tecido, ovulagio e
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implantagdo embrionaria, migracdo de leucécitos, metastases (Grupo Clath,
1990).

O processo de fibrindlise sofre variagdes fisioldgicas com o stress,
anoxia, estase, durante a gravidez e 0 puerpério, e sofre variagbes em estados
patologicos. E constatado uma redugao da atividade fibrinolitica em docentes com
aterosclerose e trombose. E observado uma hiperfibrindlise sistémica secundaria
a ativagao direta (cirurgia de vias urindrias, sepsis por bactérias, veneno de
taturana), podemos ainda observar um aumento da atividade fibrinolitica
localizada (sindrome do coagulo retido em cavidades serosas, pleural, peritonial e
pericardica, em vias urinarias e no Gtero por distlrbios obstétricos) (Melo e
Rosenfeld, 1999).

Diferente da coagulagdo, ndo existe um bom teste de screening para
avaliar a fungéo fibrinolitica. A suspeita € clinica e por alteragdes varidveis
encontradas o coagulograma. A fibrina deve ser considerada como um elemento
entre duas forgas opostas: a que determina a sua formacéo e a que determina

sua destruicao.

O melhor metodo para avaliar a fungac fibrinclitica € a dosagem
individual dos componentes fibrinoliticos (plasmina e plasminogénio) e a
determinacéo dos produtos de degradacdo do fibrinogénio e fibrina (PDF e D-

dimero).
PRODUTO DE DEGRADAGAO DA FIBRINA E FIBRINOGENIO (PDF)

O aumento do PDF sérico pode ser decorrente de fibrindlise primaria
ou mais comumente secundaria a processos de hipercoagulaco. A presenca de
PDF no soro inibe a coagulagdo normal, interfere na polimerizacio da fibrina e
interfere na fungdo normal plaquetaria. Essa inibicdo é evidenciada no
alongamento do TP, TTPA, e principalmenie tempo de trombina (TT) (Melo e
Rosenfeld, 1999).

O PDF sérico em condigdes patolégicas pode ser encontrado em CIVD
aguda ou crénica, doengas vasculares oclusivas agudas, dano tecidual extenso,
mordida de cobra, H'doengas malignas, complicagcdes obstétricas, hemolise
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intravascular aguda, reagdo transfusional, hipertermia, choque, hepatopatias

severas, em doencas reumatoldgicas (Melo e Rosenfeld, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliagdo dos efeitos do 1,8 cineol e betametasona sobre a toxicidade
intestinal @ aumento dos niveis de fibrinogénio induzido pela indometacina em

ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a toxicidade intestinal induzida pela indometacina em ratos.

Observar a presenga de Ulceras hemorragicas induzidas pela

indometacina em ratos.

Avaliar a presenga de enterobactérias através da cultura do lavado

peritoneal.

Avaliar aiteragBes hemostaticas induzidas pela indometacina, 1,8 cineol
e betametasona através de testes que avaliam o sistema de coagulagdo e

fibrinolitico em ratos.

Constatar o aumento do fibrinogénio induzido pela lesdo intestinal e o

efeito do 1,8 cineol e betametasona sobre este aumento.

Avaliar o efeito da Indometacina sobre o numero de plaquetas, bem

como o efeito do 1,8 cineol e betametasona.

Avaliar uma possivel toxicidade hepatica da indometacina, 1,8 cineol e

betametasona.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Ratos, machos (180 - 200 g), cedidos pelo Biotério do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, mantidos em
gaiolas-padréo de plastico a temperatura ambiente, com livre acesso a comida e
agua, separados conforme o grupo - grupo conirole e grupo de animais de
experimentagdoc aos quais foram administrados, Indometacina (5 mg/Kg -
Indocid®, v.o., 4 dias), Indometacina + 1,8 Cineol (5 mg/Kg + 400 mg/kg, v.o., 4

dias) e Indometacina + Betametasona (5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg, v.o., 4 dias).

Obtivemos o sangue dos animais (no quarto dia de tratamento),
anestesiados com éter, através da puncéo do plexo orbital do olho, coletados em
tubos contendo citrato de sddio a 3,8%. Apés a coleta, o material foi devidamente
identificado e levado imediatamente ao Laboratério de Hemostasia do HEMOCE
para a realizagdo dos exames: Tempo de Protrombina (TP), Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), Dosagem de Fibrinogénio, Contagem de
Plaquetas, Dosagem do Fator Xlll (FXIll) e Produtos de degradagdo de
fibrinogénio e Fibrina (PDF). A andlise da fungdo hepatica através das enzimas
ALT e y-GT foi realizada no Laboratorio do Hospital Universitario Walter Cantidio.
Apds a coleta do sangue os animais foram sacrificados para consequente

avaliagcdo do lavado peritoneal, através da cultura microbiolégica.

Antes do processamento da amostra, tivemos o cuidado de verificar a
presen¢a de qualquer indicio de hemdlise e/ou rede de fibrina, se encontrados,
eliminamos o material para a obtencao de resultados confiaveis nos testes de
coagulacdo. Para a obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP), o sangue

citratado foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a
8°C (Centrifuga Refrigerator FANEM® modelo FR15).
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3.2. DROGAS

Indometacina — Indocid®
1,8 Cineol — Sigma - USA

Betametasona — Schwing

3.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

GRUPOS | TRATAMENTO
1 Grupo controle ‘
2 indometacina - 5 mg/Kg, v.0., 4 dias |
3 Indometacina + 1,8 Cineol - 5 mg/Kg + 400 mg/Kg, v.o., 4 dias
4 | Indometacina + Betametasona - 5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg, v.o., 4 dias

3.4. EsTuDO DA COAGULAGAO E FIBRINOLISE

3.4.1. TEMPO DE PROTROMBINA (TP)

Para a determinagdo do TP, foi utilizado 0 método de QUICK, o qual
avalia a recaicificacdo do plasma na presenca de um excesso de fosfoiipides
(tromboplastina). Considerando que a profrombina é convertida em trombina num
tempo uniforme, a recaicificagdo com quantidade conhecida de cloreto de caicio
produz a coagulagao do plasma. O tempe, em segundos, € anotado desde a
recalcificacdo até a coagulagéo é o tempo de protrombina. A prova determina a
concentragdo de protrombina no sangue (Carvalho, 1999). O TP é dependente do
sistema exirinseco de formagdo do compiexc protrombinico (VIl, V E X), da
protrombina e fibrinogénio (Fundacao Pré-Sangue, 2000). Os testes de cada
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amostra foram realizados em aparelho semi-automatico (Diagnéstica Stago ST4)
no Laboratério de Hemostasia do HEMOCE.

A medicao do TP com Tromborei® S constitui um screening-test rapido
e sensivel para detectar transtornos da coagulagdo no ambito do sistema
extrinseco (fatores I, V, VIl e X). Devido ao seu alto grau de sensibilidade a estes

fatores, tromborel & particularmente adequado para:

* regulacdo e controle da terapia anticoagulante por via oral:

* diagnostico de deficiéncias congénitas de fatores do sistema

extrinseco;

» diagnostico de deficiéncias adquiridas dos fatores da coagulacio:

* controle da atividade de sintese hepatica em doengas do figado
(Dade, Behring Marburg, 1999).

O TP mostra-se aumentado nas deficiéncias do complexo protrombinico e

do fibrinogénio, bem como na CIVD (Miller, 1999).
3.4.2. TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (TTPA)

O teste de determinagdo do TTPA (Platelin® LS) envolve a
recalcificagéo do plasma, porém em presenga de uma cefalina proveniente de um
extrato etereo de cérebro. A cefalina € uma lipoproteina. Funciona como um
substituto das plaquetas, fornecendo uma concentragdo otima de fosfolipide.
Dessa forma, as reagdes do sistema intrinseco de coagulagéo sio aceleradas
(Organon Teknika, 1989). O TTPA corresponde ao tempo gasto para ocorrer a
coagulagdo do plasma recalcificado em presenga de um fosfolipide ou

tromboplastina parcial (Carvalho, 1999).

E considerado um “screening-test’ para detectar anormalidades no
sistema intrinseco da coagulagdo. Pode utilizar para deficiéncias dos fatores I, V,
VI, X, X, XI E XII), porem é insensivel ao fator plaquetario 3. E sensivel para
detectar inibidores neutralizantes especificos, de interferéncia, como é o caso do

anticoagulante IL'xpico,_ e para monitorizagéo terapéutica de heparina (Fundagao
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Pro-Sangue, 2000). O teste pode ndo detectar leves defeitos da coagulacao (25 -

40% dos valores normais), que as vezes causam sangramento significativo
(Wallach, 1999).

Os exames de cada amostra foram realizados por aparelho semi-

automatico {Diagnéstica Stago ST4) no Laboratério de Hemostasia do Hemoce.

3.4.3. DOSAGEM DE FIBRINOGENIO

Para a Dosagem de Fibrinogénio, foi utilizado o método de CLAUSS
(Fibriquik®), que consiste em medir o tempo de coagulacdo do plasma em

presenca de trombina concentrada (Organon Teknika, 1999).

Quando ha adigdo de trombina & amostra de plasma, o fibrinogénio é
convertido enzimaticamente em fibrina. A fibrina, por sua vez, por polimerizagao
forma uma rede de fibrina. O fator X|ll, ativado pela trombina, catalisa a formagéo
de ligagbes cruzadas estabilizadoras para produzir um coagulo visivel. O tempo
decorrido desde a adigdo de trombina até a formagao do coagulo é inversamente

proporcional ac nivel de fibrinogénio (Organon Teknika, 1999).
3.4.4. CONTAGEM DE PLAQUETAS

As plaquetas tem fungdes na homeostase, manutencao da integridade

vascular, e no processo de coagulacdo do sangue. O teste foi realizado em
aparelho hematolégico automatizado (Colter® T890) no Laboratério de

Hematologia do Hemoce.
3.4.5. DETERMINAGAO DO FATOR XIII (FXINI)

Prova de solubilidade em uréia 5M apds 24 horas de incubagdo a 37°C

ou acido monocloroacético 1%.

A agdo da trombina sobre o fibrinogénio leva a formacdo de
mondmeros de fibrina, que se polimerizam gerando a rede de fibrina. Apos a

polimerizagéo ocorre estabilizacdo por acdo do fator Xlll, na presenca de lons
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calcio. Na auséncia do fator XlIl o polimero de fibrina se mantém apenas por
ligagOes covalentes e ao passar de um meio hidrofilico se dissocia, tornando-se

fibrina solavel.

O estudo do FXIll & baseado nas caracteristicas da solubilidade da
fibrina. O método tem baixa sensibilidade. Pacientes com niveis do fator X!l de
aproximadamente 5% apresentam resultados normais. Porém, a presenca de
manifestagdes clinicas & observada somente quando a atividade do fator Xill &

inferior a 3%. Havendo deficiéncia do fator Xlil, o ¢coagulo dissolve-se ao cabo de
3 a 4 horas na uréia (Miller, 1999).

3.4.6. PRODUTOS DE DEGRADAGAO DE FIBRINA (PDF)

O teste para determinagao de PDF (Fibrinosticon - Organon Teknika) é
uma prova de aglutinacdo imunoidgica com latex em que se utilizam particulas de
latex recobertas com um anticorpo monoclonal especifico para o dominio do D-
dimero entrecruzando a fibrina. S&o detectados niveis elevados de derivados de
fibrina entrecruzados que contém o dominio de D-dimero (> 500 ng/mi) em varios
estados de coagulagéo ativados, incluindo os estados associados com a
formacao continua e latente de trombina, e com o comego da fibrindlise reativa
(Organon Teknika, 1990).

3.5. FUNCAQ HEPATICA

Tem-se mostrado de grande valor clinico a dosagem de diversas
enzimas no soro para fins de avaliagdo do grau de disfungdo hepatocelular no
decurso de doengas hepaticas. Baseia-se esse tipo de exame no conceito de que
o achado no soro de teores anormalmente elevados de enzimas intracelulares
significa existir alteracéo funcional ou organica das céluias que as contém, o que
permite fuga das enzimas e sua passagem para 0 meio circulante. A lesdo
minima capaz de permitir a saida de enzimas do interior das células é a alteracao

da permeabilidade da membrana celular (Miller, 1999). Como marcadores da




fungéo hepatica utilizamos as enzimas alanina amino transferase e gama glutamil

fransferase,

3.5.1. ALANINA AMINO TRANSFERASE (ALT)

A principal aplicagdo da determinagdo dessa enzima sérica & no
diagnéstico da doenga hepatocelular. Encontrada no figado, embora a quantidade
significativa possam ser encontradas nos rins e coragdo; € uma enzima ndo
mitocondrial. O exame foi realizado em aparelho automatizado (XT - Bayer) no
Laboratério de Bioguimica do Hospital Universitario Walter Cantidio/UFC.

3.5.2. GAMA GLUTAMIL TRANSFERASE (y-GT)

Esta enzima esta presente na membrana celular nas fragdes
microssdmicas e pode estar envolvida no transporte de aminoacidos através da
membrana celular catalizando o transporte de um grupo giutamil da glutationa
para um aminoacido livre. O principal vaior clinico da determinacdo da y-GT € no
estudo da doencga hepatoceiular. Como a y-GT € uma enzima microssdmica, os
seus niveis teciduais aumentam em resposta a indugdo enzimatica microssdmica,
0 que explica os seus niveis séricos elevados em alcodlatras crdnicos e em
pacientes fazendo uso de drogas sabidamente indutoras do sistema enzimatico

microssomico.

O exame foi realizado em aparelho automatico (XT - Bayer), no

Laboratorio de Bioquimica do Hospital Universitario Walter Cantidio.

3.6. CULTURA DO LAVADO PERITONIAL

Logo apds a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e coletado o material para realizacdo da cultura
microbiolégica. Foi injetado 5 ml de salina estéril na cavidade peritonial, e, em

seguida retirado 0,5 ml do lavado e colocado em tubos contendo meio de cultura
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estéril (BHI) para o possivel crescimento das bactérias; vinte quatro horas apos,

foi feito o semeio em placas para cultura de enterobactérias em meio MacConkey.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao (EPM).

Para a comparac¢do dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA e teste de Tukey-Kramer). A significancia foi aceita ao nivel de p<0,001.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DA INDOMETACINA, 1,8 CINEOL E BETAMETASONA SOBRE
O TEMPO DE PROTROMBINA E TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL
ATIVADA

O tratamento com Indometacina (5 mg/Kg, v.o., 4d), Indometacina +
Cineol (5 mg/Kg + 400 mg/Kg, v.o., 4d) e Indometacina + Betametasona (5 mg/Kg
+ 1,6 mg/Kg, v.o., 4d), ndo alterou os testes de avaliagéo da coagulacio — TP e

TTPA — em relagdo ao grupo controle (Tabela 1).

4.2. EFEITO DA INDOMETACINA, 1,8 CINEOL E BETAMETASONA SOBRE
OS NIVEIS DE FIBRINOGENIO

Os animais tratados com Indometacina (5 mg/Kg, v.o., 4d),
demonstraram um aumento significativo (p<0,001) nos niveis de Fibrinogénio em

relag@o ao grupo controle.

O tratamento com 1,8 cineol ou betametasona reverteu
significativamente este aumento (1,8 cineol - 293,42 + 33,6, Betametasona 279,21
+ 30,7) (Figura 2).

A figura 3a mostra o intestino dos animais tratados com indometacina,
no qual foi evidenciado a presenca de uma malha de fibrina cobrindo o intestino;
observou-se também algumas lesbes macroscopicas (Figura 4). Nos animais
tratados com 1,8 Cineol e Betametasona ndo foi observado a presenca de fibrina

nem de lesdes intestinais (Figura 3¢, 3d).
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TABELA 1: Efeito da Indometacina, 1,8 Cineol e Betametasona sobre o

Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

TRATAMENTO TP TTPA
Controle 875+0,17 10, 35 +1,19(8)
Indometacina
5 mg/Kg 8,60 + 0,46 13,39 £1,22 (13)
. Indometacina + Cineol
5 mg/Kg + 400 mg/Kg 8,25+ 0,11 13,72 £ 0,23 (7)

Indometacina + Betametasona

Os animais foram tratados durante quatro dias e, no Ultimo dia foi feita a
coleta do sangue para realizagdo das dosagens. Os valores estéo expressos

com a média + EPM. O numero enire parénteses representam o numero de

animais por grupo.
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Figura 2: Efeito da Indometacina sobre os niveis de fibrinogénio plasmético.
Os animais tratados com Indometacina (5mg/Kg) apresentaram um aumento
significante (p>0,001) nos niveis de fibrinogénio plasmatico em relacdo ao grupo
controle. Este aumento foi revertido nos animais tratados com 1,8 Cineol (400
mg/Kg) e a Betametasona (1,5 mg/kg) . (*) VS Grupo controle; (**) VS
Indometacina; ANOVA e teste de Turkey-Kramer.
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Figura 3: Animal pertencente ao grupo controle (3a), Animal
tratado com Indometacina — presenca de uma malha de
fibrina (3b).
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Figura 3: Animais tratados com 1,8 Cineol (3c)e
Betametasona (3d) n3o apresentaram malhas de fibrina nem
lesbes intestinais.
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Figura 4: Animal tratado com Indometacina apresentando lesdo intestinal
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4.3. ESTUDO MICROBIOLOGICO DO LAVADO PERITONEAL NOS ANIMAIS
TRATADOS COM INDOMETACINA, 1,8 CINEOL E BETAMETASONA

Os animais tratados com Indometacina apresentaram positividade em 75%
das culturas realizadas para enterobacterias, mostrando assim, a presenga de
bactérias do frato gastrintestinal na cavidade peritoneal, provavelmente devida a
uma perfuragao intestinal induzida pela droga. Nos animais do grupo controle e
tratados com Cineol e Betametascna a positividade foi de 20%, 0% e 20%

respectivamenie (Tabela 2).

4.4. EFEITO DA INDOMETACINA, 1,8 CINEOL E BETAMETASONA

SOBRE O NUMERO DE PLAQUETAS

A tabela 3 mostra que a Indometacina (5 mg/Kg, v.o., 4d),
Indometacina + Cineol (5 mg/Kg + 400 mg/Kg, v.o., 4d) e Indometacina +
Betametasona (5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg, v.o., 4d), ndo alieram o numero de
plaquetas, isto ndo quer dizer que o processo de agregacgao plaquetaria

permaneg¢a intacto.

4.5. EFEITO DA INDOMETACINA, 1,8 CINEOL E BETAMETASONA
SOBRE 0S NivEIs DE FATOR XlIl E PRODUTOS DE DEGRADAGAO DE
FIBRINA

Na avaliacdo do FXIll e PDF dos animais em estudo, nao obtivemos
nenhum resultado alterado como mostra a tabela 4. Com o resultado normal do

PDF afasta-se a possibilidade de alteragao no sistema fibrinolitico.
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Tabela 2: Estudo microbiolégico do lavado peritoneal

nos animais tratados com Indometacina, 1,8 Cineol e

Betametasona
TRATAMENTO CULTURA POSITIVA
Controle 1715 (20%)
indometacina
5 mg/Kg 3/4 (75%)
Indometacina + Cineol
5 mg/Kg + 400 mg/Kg 0/ (0%)
indometacina + Betametasona
1/5 (20%)

5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg

Apos a coleta sanglinea, no dltimo dia de tratamento, os
animais do grupo controle e tratados foram submetidos a
lavagem peritoneal, para a realizagdo da cultura. Os
resultados est&o expressos em cultura positiva/animais por
grupo
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TABELA 3: Efeito da indometacina, 1,8 Cineol e Betametasona
sobre o niamero de plaquetas.

TRATAMENTO PLAQUETAS
Controle 782 750 + 61,974 (4)
Indometacina
5 mg/Kg 616,000 + 82,809 (3)

Indometacina + Cineol

5 mg/Kg + 400 mg/Kg
Indometacina + Betametasona

5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg

855,000 £ 51,507 (3)

814,750 + 27,696 (4)

Os valores estio expressos com a média + EPM. O niimero

entre parénteses representam o ndmero de animais por

grupo
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Tabela 4: Efeito da Indometacina, Cineol e Betametasona

sobre os niveis de Fator Xlll e Produtos de Degradacdo de

Fibrina
TRATAMENTO F Xl PDF
Controle > 50% Negativo (6)
Indometacina

5 mg/Kg > 50% Negativo (10)

Indometacina + Cineol
5 mg/Kg + 400 mg/Kg > 50% Negativo (8)

Indometacina + Betametasona

> 50% Negativo (7)

5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg

A analise do FXIil e PDF é de natureza qualitativa. Os nameros
entre parénteses representa o numero de animais por grupo.
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4.6. Efeito da Indometacina, 1,8 Cineol e Betametasona sobre os niveis da
alanina amino transferase e gama glutamil transferase.

A tabela 5 demonstra que os animais fratados com Indometacina (5
mg/Kg, v.o., 4d), Indometacina + Cineol (5 mg/Kg + 400 mg/Kg, v.0., 4d) e
Indometacina + Betametasona (5 mg/Kg + 1.5 mg/Kg, v.o., 4d), apresentaram

resultados normais de ALT e y-GT, demonstrando que naoc houve nenhuma

alteragdo a nivel hepatico.

Tabela 5: Efeito da Indometacina, Cineol e Betametasona
sobre os niveis da Alanina Amino Transferase e Gama
Glutamil Transferase

TRATAMENTO ALT v-GT
Controle 50 + 3,89 2,75 +0,25
(4)
Indometacina

284,16 2,33+1,85
(3)

5 mg/Kg

Indometacina + Cineol

5 mg/Kg + 400 mg/Kg 51,6 £ 8,41 2,33 +0,33

(3)
indometacina + Betametasona

5 mg/Kg + 1,5 mg/Kg 425+ 3,37 2,25+ 0,85

(4)

Os valores estao expressos com a média + EPM. O namero entre

parénteses representam o numero de animais por grupo.
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6. DISCUSSAO

A administragéo cronica de certos antiinflamatorios nao estereoidais
(AINEs), tais como a indometacina em seres humanos produz inflamagao no trato
gastrointestinal. Aproximadamente 70% dos pacientes que utilizam doses
terapéuticas de AINEs por mais de seis meses apresentam um aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal, ulceragdo e sangramento gastrointestinal
em humanos e em animais (Lovgren e Allander, 1964; Brondie et al.,, 1970;
Bjarnason et al., 1987). As lesbes intestinais induzidas pela indometacina em
ratos ocorrem no jejuno e ileo, estas lesdes consistem inicialmente de nédulos
brancos e segmentos hemorrégicos palpaveis da superficie serosa.
Subsequentemente ocorrem adesdo massiva das visceras abdominais em
resposta & perfuragéo intestinal culminando em morte por peritonite e septicemia
(Brodie et al., 1970; Robert, 1975).

De acordo com os achados de outros autores, nosso trabalho mosirou
que o fratamento durante 4 dias com indometacina (5 mg/kg), por via oral,
acarretou lesdes hemorragicas a nivel duodenal em alguns animais, ades&o entre
as algas intestinais com formagéo de uma capa de fibrina cobrindo o intestino,
além disso, observamos a presenca de um liquido fétido e escuro no periténeo,
com a presenca de grande quantidade de enterobacterias, confirmando uma
perfuragdo intestinal. Também foi observado diarréia e a aparéncia moribunda
dos animais. A inibicdo da cicloxigenase (COX) o que leva & deplegdo das
prostaglandinas (PGs) endogenas, pode ser o maior fator na patogénese destas
lesdes, pois a suplementagdo com PGs previne a ocorréncia de danos no frato
gastrointestinal em resposta ao tratamento com indometacina (Redfern et al.,
1987). Entretanto existe uma controvérsia no envolvimento das PGs nesta

patogénese.

Varios estudos mostram o papel patogénico da flora bacteriana na
formacao das lesdes intestinais induzidas pela indometacina, tendo sido
demonstrado que animais livre de germes ou tratados com antibioticos néao

desenvolviam lesdes (Robert e Asano, 1977; Weissenborn et al., 1985). Por outro
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lado, Whittle e cols. (1895) demonstraram que a nitrogénio sintase induzida
(iNOS) e o 6xido nitrico (NO) eram importantes na ocorréncia de danos na
microvasculatura em jejuno de ratos tratados com indometacina. Ja esta
demonstrado um aumento na concentragdo de enterobactérias apds o tratamento
com indometacina (Yamada et al., 1993) e o tratamento com ampicilina ou
metronidazol inibem a inflamag&o intestinal induzida pela droga. Konaka e cols.
(1999) demonstraram que a ampicilina por inibir a invasdo da mucosa pelas
enterobactérias, previne a formacgéo da lesdo intestinal e também a inducéo da
INOS pela indometacina. Boughton-Smith e cols. (1993) mostraram que a
endotoxina bacteriana produzida pela E. cofi, a bactéria predominante na flora
intestinal, aumenta a permeabilidade intestinal através do aumento da expressao
da iINOS. Estes resultados sugerem que a invasdo da enterobacterias na mucosa
seja o primeiro evento responsavel pelas lesdes intestinais induzidas pela
indometacina, liberando assim endotoxina resultando na superproduggo de NO
através da indugio da expressdo de iNOS. O mecanismo pelo qual a
indometacina causa a invasio bacteriana & incerto. A toxicidade topica pode ser
um fator importante pois este agente é excretado na bile, danifica a barreira fisico-
quimica e consequentemente deixa a mucosa mais susceptivel a injaria (Lugea et
al., 1997; Whittle, 1981). Além disso a indometacina reduz a secre¢éo de muco
por inibir a produgao da PGE2, o que facilitaria a invasao bacteriana (Robert e
Asang, 1977; Kato et al., 1999).

Trabalhos demonstram que o celecoxib, um inibidor seletivo da COX-2
ndo produz danos significativos na mucosa do intestino delgado gquando
comparado com a indometacina, um inibidor da COX nado seletivo, sendo esta
seletividade demonstrada pela insignificante diminuigdo nos niveis de PGE, 3
horas apds a dosagem, em contraste com a indometacina que causou uma
reducdc de 90% nos niveis desta prostaglandina, além disso celecoxib néo
demonstra um toxicidade topica (Tibble et al., 2000). Os AINEs mais comumente
usados sdo acidicos e isto combinado & lipossolubilidade pode ser responsavel
pela toxicidade tdpica, demonstrada pelo desacoplamento da fosforilagao
oxidativa mitocondrial, 0 que leva ao aumento da permeabilidade intestinal e

inflamagao (Somasundaram et al., 1997). Assim, estes dois efeitos, reducdo dos
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niveis de PGE e toxicidade topica podem contribuir para os efeitos lesivos da
indometacina a mucosa intestinal.

Nosso trabalho mostrou que a lesdo intestinal induzida pela
indometacina foi revertida peio tratamento com o terpendide 1,8- cineol, presente
nos dleos essenciais de plantas do género Psidium e Eucalipto. Trabaihos
evidenciaram um efeito antibacteriano do 1,8-cineol (Pattnaik et al., 1997), bem
como, um efeito antiinflamatério e analgésico (Santos e Rao, 2000). Além disso ja
foi demonstrado um efeito inibitério do cineol na produgéo do fator de necrose
tumoral (TNF-a) induzido pelo lipopolissacaridio (LPS) e interleucina-1p (IL-1B) de
monécitos humanos in vitro (Juergens et al., 1998) e por D-galactosamina/LPS
em camundongos (Santos et al, in press). Bertrand e cols. (1 998) demonstraram
que produgdo de TNF-o estava ligada a toxicidade pela indometacina no intestino
delgado, especialmente no estagios iniciais do processo ulcerogénico. Eles
demonstraram que o aumento ha produgdo de TNF-a precedia a inducao da INOS
e a ativacdo neutrofilica, como também o desenvolvimento das lesGes intestinais
induzidas pela administracdo da indomentacina. E outros autores reforgaram
estes achados ao demonstrarem que o TNF-o ativa neutrofiios e induz a
expressdo de iINOS (Santucci et al., 1995). E possivel que a citoprotegao induzida
pelo 1,8-cineol tenha decorrido dos seus efeito antimicrobiano, juntamente com o
efeito inibidor na produgio de TNF-c. Também evidenciamos que a
betametasona protege a mucosa gastrointestinal contra os danos induzidos pela
indometacina, trabalhos tém demonstrado que os corficosteroides inibem a
sintese de TNF-o este sendo provavelmente, o mecanismo principal pelo qual os

corticosterdides exercem este efeito (Han et al., 1992; Santucci et al., 199%5).

A indometacina sofre metabolizacdo hepatica, sendo convertida em
metabdlitos ativos e alguns autores relatam alguns casos de hepaiite & ictericia,
bem como alguns danos hematopoieticos como neutropenia, trombocitopenia e
raramente anemia aplastica (Hardman et al., 1996). Assim resolvemos investigar
os efeitos da indometacina no figado e sobre as células sanguineas. O tratamento
durante 4 dias com indometacina sozinha ou associada com 1,8-cineol ou
betametasona ndoc ocasionou dano hepatico ou hematologicos, como evidenciado
pelos niveis normais das enzimas ALT e y-GT , do hemograma e das plaguetas. A
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indometacina provoca um desacoplamento da fosferilagéo oxidativa celular e
inibigdo da agregacéo plaquetaria. O fato de impedir a formagéo do tromboxano
A2, explica a tendéncia da indometacina em prolongar o tempo de sangramento.
Mas neste trabalho nio evidenciamos alteragdes na cascata da coagulagéo ou da
fibrindlise pelo tratamento com indometacina, demonstrado pela normalidade no
tempo de protrombina, tempo de trombopiastina parcial ativada, nos niveis fator

XIli e produtos de degradagao de fibrina.

Ja esta bem estabelecido que diferentes tipos de injria tecidual causa
um aumento na sintese do fibrinogénio plasmatico (Atencio et al., 1969, Reeve e
Franks, 1974). Varios horménios desempenham um papel neste aumento, que é
produzido por ndoc somente um fator, mas por um grupo de fatores que trabalham
juntos. Pouco é conhecido sobre o sinal que nos tecidos danificados, produz uma
aumento no fibrinogénio piasmatico, varios estudos mostram que a remoc¢ao da
medula adrenal de ratos laparotomizados diminue parciaimente o fibrinogénio
plasmatico, mostrando o papel da epinefrina (Paima et al., 1981). Isto pode nos
levar a pensar que o sinal produtor de um aumento do fibrinogénio pode ser
através do sistema simpatico e parcialmente através do fluxo para o figado. Além
disso, as prostaglandinas mediadoras da resposta inflamatoria, podem sensibilizar
as terminacoes nervosas tornando-as mais sensiveis a estimulagéo mecénica e

térmica, podendo levar & estimulagéo da medula adrenal (Ferreira e Vane, 1974).

O nosso trabalho mostrou que o tratamenio com indometacina, leva a
um grande aumento nos niveis de fibrinogénio. Gavotto e cols. (1985) mostraram
efeito contrario, com a indometacina levando a uma diminui¢ao no fibrinogénio em
animais com injuria tecidual. E provavel que a diferenga na metodologia possa
explicar a diferenca de resultado, no nosso trabalho, a retirada no sangue dos
animais foi feita no ultimo dia do tratamento e no trabalho de Gavotto a retirada do
sangue foi feita apés 72 horas. Nos explicamos este aumento a lesao tecidual
induzida pela indometacina, levando a um quadro inflamatdrio, com aumento da
permeabilidade intestinal, TNF-a e prostaglandinas, principalmente, PGE1. Varios
trabalhos demonstram um aumento no fibrinogénio induzido pela PGE1 (Fradl e
Reeve, 1973). PGE1 pode estimular a sintese de fibrinogénio agindo em
receptores & distancia do figado, ou diretamente no figado, ja tendo sido
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encontrados receptores para a PGE1 no figado (Smigel e Fleischer, 1974). O
aumento nos niveis de fibrinogénio pela indometacina foi revertido peio 1,8-cineol
e por dexametasona, é possivel que a inibigdo do TNF-a por estas drogas possa

explicar esta agéo.

Concluimos que a dosagem dos niveis de fibrinogénio pode ser usado
como um marcador dtil na avaliagdo de agentes que causam lesdes no TGI, que
se nao tratadas podem evoluir para um quadro de choque séptico. Além de servir
para monitorar a evolugéo do paciente. Além disso concluimos que o 1,8-cinect é
um excelente agente natural, que poderia vir a ser utilizado clinicamente para
minimizar as lesdes inflamatérias do trato gastrointestinal induzidas pelo

tratamento com indometacina, em pacientes com doengas inflamatorias cronicas.
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5. CONCLUSAO

Os animais tratados com indometacina apresentaram les@o intestinal,
observada macroscopicamente pele presenga de pontos hemorragicos ao longo
do intestino delgado, e pela cultura positiva para entercbactérias do lavado

peritoneal.

Os animais tratados com indometacina, 1,8 cineol e betametasona nao
apresentaram TP e TTPA alongados, i. e., ndo houve alteracéo na via intrinseca e

extrinseca da coagulacao.

Os niveis de fibrinogénio apresentaram claramente um aumento
significativo nos animais tratados com indometacina; os mesmo apresentaram

maiha de fibrina recobrindo todo o intestino.

O 1,8 Cineol e betametasona bloquearam significativamente o aumento
do fibrinogénio induzido pela indometacina, bem como a formacao da matha de

fibrina.

O ndmero de plaquetas ndo foi aiterado com o uso de indometacina,

1,8 cineol & betametasona.

Os animais tratados com indometacina, 1,8 cineol e betametasona nao
apresentaram alteragdo nos testes PDF e FXIil, analisados por métodos

qualitativos.

Os animais tratados com indometacina, 1,8 cineol e betametasona nao
apresentaram nenhuma alteragdo a nivel hepatico, demonstrada pelos niveis

normais das enzimas ALT e y-GT.
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7. SUMMARY

Indometacina, derived indol metilado, one of the most potent inibidores of
the cicloxigenase in vitro, is an antiinflamatorio no-esterdide effective clinicamente,
but with high incidence of collateral effects. Used to treat rheumatic arthritis and
similar diseases, Indometacina induces inflammation in the mucous intestinal and
uicers in patient. In this work the effect of this drug was analyzed on the intestinal
epithelium and the increase in the leveis of fibrinogénio plasmatico induced by the
same. Mice were treated with indometacina (5 mg/Kg), 1,8 Cineol (400 mg/Kg), an
oxide terpendico present present in a lot of plants of essential oils, and
Betametasona (1,5 mg/Kg), orally., in a period of 4 days. The animals were
submitted to collect of blood in the fourth day of treatment, through the puncture of
the plexo orbital of the eye, after they were anesthetized with ether. The blood was
placed in tubes contends citrato of sodium 3,8%, is tended aftention of observing
the presence of hemolise e/ou fibrin mesh for consequent elimination. The studied
parameters were: time of protrombina (TP), time of activated partial tromboplastina
(TTPA), fibrinogénio, plaquetas contagem, factor XIIl, products of degradation of
the fibrina (PDF), culture of the washed peritoneal and hepatic evaluation (ALT, g-
GT). The results of TP, TTPA, plaquetas contagem, FXIIl and PDF were normal in
relation to the group it controls. In the treated animals with Indometacina (473,07 +
15,84) we observed a significant increase (p <0,001) in the fibrinogénio levels and
this increase were reverted by the treatment with 1,8 Cineol (293,42 + 33,6) and
Betametasona (279,21 + 30,7). The animals treated with Indometacina presented
positivity in 75% of the cultures for enterobacterias, it shows the presence of
bacterias of the gastrointestinal tract in the cavity peritoneal, probably due to an
intestinal perforation induced by the drug. The studied drugs didnt demonstrate
effect hepatotdxico as demonstrated by the normal levels of the enzymes ALT and
g-GT. We concluded that 1,8 cineol apresntou an excellent enteroprotector effect,
could be useful as helping in the treatment of patients' with chronic inflammatory

disease.
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