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Efeito do celecoxibe nas alteracdes microscépicas da mucosa
esofagica de ratos causadas por esofagojejunostomia

Effect of the celexoxib in microscopic changes of the esophageal mucosal of

rats induced by esofagojejunostomy

AusTry Ferrera DE Lima, ACBC-AL'; Latrcio Gomes Lourenco, TCBC-SP?; DéLcio Matos?; CELo FERNANDO DE SousA RODRIGUES?

RESUMDO

Objetivo: avaliar o efeito do celecoxibe como fungdo protetora na mucosa esofdgica, em ratos machos Wistar, submetidos a
esofagojejunostomia. Métodos: sessenta animais oriundos do biotério da Universidade de Ciéncias da Saude de Alagoas foram
utilizados para o experimento. Os animais foram distribuidos em quatro grupos: Grupo I, 15 ratos que foram submetidos a
esofagojejustomia e que utilizaram o celecoxibe no pés-operatério, Grupo Il, 15 ratos submetidos a esofagojejunostomia sem uso de
celecoxibe, Grupo I, 15 ratos submetidos a celiotomia com manipulacdo de alcas, e Grupo IV, 15 ratos sem cirurgia e que utilizaram
celecoxibe. O periodo de observacdo foi de 90 dias. Ap6s a morte dos animais, o seguimento distal do esdfago foi ressecado e
enviado para andlise macro e microscopicas. Resultados: a esofagojejunostomia causou esofagite macro e microscopica. A
esofagite foi igual tanto no grupo | quanto no II. Nos animais dos grupos Il e IV ndo foram desenvolvidas lesdes esofagianas.
Conclusdes: o celecoxibe ndo teve efeito protetor nem indutor nas esofagites, mas obteve efeito protetor nas displasias dos

animais do grupo .

Descritores: Esofagite de refluxo. Epitélio/histologia. Inflamacédo. Cirurgia. Ratos Wistar.

INTRODUCAO

doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) tem gran-

de relevancia médico social pela elevada e crescente
incidéncia e por determinar sintomas de intensidade varia-
vel, gue se manifestam por tempo prolongado, podendo
prejudicar a qualidade de vida do doente’. E uma condi-
¢do comum que afeta em torno de 20 a 50% dos adultos
nos paises ocidentais?.

A pirose isolada foi observada em 17,8% dos
adultos acometidos por esta doenca. No ocidente, a inci-
déncia de DRGE é estimada entre 10 e 20 % em adul-
tos®.

A DRGE foi definida como uma condicao que se
desenvolve quando o refluxo do contetdo do estémago
para o esdfago causa sintomas e/ou complicagdes*>. Foi
avaliada a prevaléncia dos sintomas do DRGE e observou-
se a ocorréncia semanal de sensacdo de queimacao
retroesternal e regurgitacdo acida. Estes sintomas estari-
am presentes em aproximadamente 2% de criancas entre
trés e nove anos de idade, em 5% a 8% em criancas entre
dez e 17 anos.

Nos EUA, mais de 50% dos adultos relatam pirose
pelo menos uma vez por semana e um quarto usam medi-
cacoes antissecretoras pelo menos trés vezes por semana.

No Brasil, em estudo populacional com abrangéncia nacio-
nal, a pirose (uma vez por semana), estava presente em
4,6% da amostra. Quando a ocorréncia de pirose era de
uma ou duas vezes por semana a prevaléncia foi 7,3%.
Estima-se que aproximadamente 12% da populacéo brasi-
leira tenha a DRGE, sem que tal andlise tenha incluido
aqueles com manifestacdes atipicas, os quais certamente
devem aumentar este nimero®.

Em 1893, o quimico alemao Félix Hoffman des-
cobriu 0 agente anti-inflamatério acido acetilsalicilico lar-
gamente prescrito e usado em todo o mundo. O seu meca-
nismo de acao somente foi esclarecido em 1971, quando
John Vane prop6s que os anti-inflamatérios, semelhantes a
aspirina, suprimissem o processo inflamatorio pela inibicao
da enzima ciclooxigenase (COX), impedindo assim a sinte-
se das prostaglandinas’. A COX catalisa as prostaglandinas,
também conhecida como Prostaglandina Sintetase ou
Prostaglandina Endoperoéxido Sintetase. Essas
prostaglandinas foram isoladas em 1976 e clonadas em
1988. Em 1991 foi identificado um gene que codifica uma
segunda isoforma da enzima, entdo denominada de
ciclooxigenase-2 (COX2). Sabe-se, atualmente, que dois
genes expressam duas isoformas distintas bastante simila-
res da enzima: a ciclooxigenase-1 (COX1) e a
ciclooxigenase-2 (COX2). As duas isoformas tém estrutu-
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ras proteicas similares e catalisam essencialmente a mes-
ma reacao®'3.

O conjunto desses agentes originou uma nova
geracao de anti-inflamatorios (inibidores seletivos da COX2),
denominados de coxibes™>.

Mais recentemente, novas motivacoes para o uso
clinico e para pesquisa foram encontradas com a descricao
de uma terceira variante da ciclooxigenase denominada
de COX3'. Estudos demonstraram que tanto na esofagite
quanto no es6fago de Barret e no adenocarcinoma, a con-
centracdo de COX2 esta elevada''.

Embora substancias como a COX2 e outras te-
nham importantes papéis conhecidos em varios eventos
anti-inflamatérios, a patogénese na doenca do refluxo
gastresofdgico ainda é desconhecida. Em modelo de
esofagite de refluxo induzida, em ratos, observou-se um
significante aumento na expressdo de COX2, evidencian-
do o seu importante papel na patogénese da esofagite?.

O celecoxibe é uma droga com acédo anti-infla-
matoria e analgésica. A despeito do seu efeito, ha ainda
caréncia de estudos principalmente farmacoldgicos, que
investiguem suas reais agdes moleculares e celulares, as-
sim como sua interferéncia no metabolismo celular, no
estresse oxidativo e na expressao de proteinas encadeadas
no desenvolvimento de determinadas enfermidades. Esta
pesquisa tem por objetivo avaliar se o celecoxibe exerce
alguma funcéo protetora sobre a mucosa esofagica de ra-
tos submetidos a esofagojejunostomia.

METODOS

No periodo de janeiro de 2009 a dezembro de
2010 foram utilizados nesta pesquisa, 60 animais, com ida-
de entre trés e quatro meses, peso médio de 3509 e
aclimatados as condicdes do Biotério da Universidade Es-
tadual de Ciéncias da Saude de Alagoas — UNCISAL. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP/EPM com o numero 1872/0.

Os animais foram engaiolados, no méximo trés
animais em cada gaiola, e ficaram em jejum por 12 horas
antes da operacao. O periodo de observacao para os qua-
tro grupos foi 90 dias. O celecoxibe foi ministrado por via
oral na dosagem de 10mg/kg/dia, de acordo com outros
estudos?' 2.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos:
Grupo |, 15 ratos que foram submetidos a esofagojejustomia
e que receberam o celecoxibe no pés-operatoério; Grupo ll,
15 ratos submetidos a esofagojejunostomia sem uso de
celecoxibe; Grupo lll, 15 ratos submetidos a celiotomia com
manipulacdo de algas; Grupo IV, 15 ratos sem
esofagojejunostomia e que receberam celecoxibe (Tabe-
la1).

A técnica anestésica utilizada foi por injecao
intraperitonial de solucao de cloridrato de cetamina (80 a
100mg/Kg), associada a 10mg/kg de xilazina para relaxa-

Tabela 1 - Distribuicdo dos ratos conforme procedimento e
uso da droga.

Grupo Total Operacao Droga

| 15 100% 100%

I 15 100% 0%

1 15 100% 0%

IV 15 0% 100%

mento?*. Todos os animais foram operados em condicoes
assépticas, aclimatados e receberam alimentacao ad libitum
a partir do terceiro dia de pos-operatério.

Os animais foram submetidos a antissepsia da
parede abdominal com iodo polivinil polirridona e assepsia.
A celiotomia foi mediana a partir do apéndice xifoide até o
terco médio abdominal, incluindo a pele, tecido celular
subcutaneo, plano musculo aponeurético e peritonio
parietal. Nos grupos | e Il procedemos a visualizacdo, repa-
ro e abertura de 0,5cm do jejuno, distando 10cm da jun-
cao duodenojejunal. A disseccao do esofago distal foi feita
pela liberacao dos ligamentos hepaticos. Com auxilio de
lupa com amplitude de 10x, realizou-se a abertura de 1,0cm
do es6fago no sentido longitudinal sendo feita a anastomose
esofago jejunal latero-lateral (Figura 1) com fio de prolene
7-0 com agulha atraumatica em sutura continua nos gru-
pos | e Il: em sequida, procedeu-se imediatamente ao fe-
chamento do plano musculo aponeurético com fio de catgut
cromado 5-0 e da pele com nylon 5-0, ambos com sutura
continua.

Nos grupos | e IV foram oferecidos 10mg/Kg/dia
de Celecoxibe via oral, sob gavagem, utilizando-se uma
seringa de 1ml, a partir do terceiro dia de p6s-operatério,
até o dia em que foram sacrificados.

Todos os animais foram mantidos no pds-opera-
torio sob as mesmas condicbes ambientais. A analgesia

Figura 1 -

Anastomose Eséfago jejunal latero-lateral.
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pds-operatoria foi feita com dipirona 20mg, através de
gavagem por trés dias. Nas primeiras 24 horas os animais
recebiam apenas agua ad libitum na forma de solucdo de
glicose a 5%. A Labina extrusada, dieta apropriada para
esse tipo de animal, foi iniciada a partir do terceiro dia. Os
animais eram pesados quinzenalmente.

Ao final de 90 dias os animais foram mortos com
injecdo intraperitonial de tionembutal na dosagem de 50mg/
kg e injecao de cloreto de potassio intracardiaca logo em
seguida. As pecas foram retiradas (Figura 2) e encaminha-
das ao servico de Anatomia Patolégica da Santa Casa de
Misericérdia de Maceié para a realizacdao do exame
histopatolégico.

A macroscopia foi realizada medindo as pecas,
seguida de cortes longitudinais em toda a sua extensao,
desidratacao, parafinizacao, cortes histoldgicos, coloracao
pela técnica da hematoxilina e eosina, seguida por analise
com microscépio dptico, com objetivas de 10x e 40x, feita
por dois patologistas diferentes, sem que houvesse conhe-
cimento do material entre os eles.

Diante dos achados de nossa amostra, duas ava-
liacOes estatisticas foram utilizadas: o teste exato de Fisher
nos Grupos | e Il, para avaliar uso ou ndo da droga, e o
risco relativo foi aplicado também nos Grupos | e Il, para
avaliar as displasias de alto e baixo grau.

RESULTADOS

A esofagite com displasia foi encontrada em 28
animais, sendo que 13 apresentavam displasia de alto grau
e 15, displasia baixo grau. As seguintes alteracdes micros-
copicas estavam presentes nos animais do grupo |: esofagite
cronica com displasia de alto grau em trés animais (Figura
3), esofagite cronica com displasia de baixo grau em dez
animais e adenocarcinoma em dois ratos. Nos animais do
grupo Il foram encontradas: esofagite crénica com displasia
de alto grau em dez animais esofagite crénica com displasia
de baixo grau em cinco animais. Os ratos do grupo | quan-
do comparados aos do grupo Il com o desfecho displasia
de alto grau obtiveram risco relativo de 0,29 (71% de efei-
to protetor) calculado pela razéo das incidéncias. Nao fo-
ram encontradas alteracdes microscdpicas da mucosa
esofagica nos ratos dos grupos lll e IV.

DISCUSSAO

A pesquisa cirurgica em animais utilizados em
laboratério tem se expandido nas Ultimas décadas, em
decorréncia do melhor suporte anestésico, da sofisticacao
da infraestrutura de material para monitorizacao continua
per-operatoria e de uma busca incessante por modelos que
reproduzam condicdes moérbidas da espécie humana. Os
focos principais destas pesquisas tém sido aprimorar o co-
nhecimento acerca dos mecanismos fisiopatologicos de

Figura 2 - Peca para exame histolégico: eséfago dilatado, alcas
aferente e eferente, estbmago, baco e anastomose

esofagojejunal.

Figura 3 -

Esofagite com displasia de alto grau.

doencas, incrementar ensaios terapéuticos com novos
farmacos, estudar marcadores bioldgicos, com perspecti-
vas de aplicabilidade na espécie humana.

Dos 86 animais estudados, 26 (30,2%) morre-
ram antes do tempo estipulado para pesquisa, o que con-
sideramos como mortes precoces, e tendo como causas:
trés abscessos intracavitarios, oito casos de broncoaspiracao,
trés casos de estenose na anastomose e em 12 casos nao
encontramos a causa.

Todos foram necropsiados logo apds o ébito. Nos
Casos em que a causa morte ndo foi encontrada, a hipote-
se de gue 0 anestésico, o relaxante muscular ou mesmo a
dipirona usada, tenha sido a causa, ndo foi descartada,
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uma vez que a xilazina, apesar de induzir a uma rapida e
eficaz sedacao e analgesia, pode apresentar efeitos noci-
vos como hipotensao e bradicardia.

Os laudos histopatoldgicos confirmaram a pre-
senca de esofagite com graus diferentes de displasia em
28 animais, sendo 13 com displasia de alto grau e 15
com baixo grau além de dois casos de adenocarcinoma
invasor. No tocante a displasia, o seu diagnostico foi ba-
seado em alteracdes citoldgicas e estruturais do algoritmo
proposto por Montgomery, em 2002, que permite distin-
guir alteracoes epiteliais para displasias de baixo ou alto
grau. O algoritmo baseia-se nas principais caracteristicas
histolégicas encontradas no esdéfago de Barrett?>. O aglo-
merado de glandulas de tamanhos e formas variadas com
ramificacbes ou arranjos cribiformes constitui alteracdo
arquitetural importante. A maturacao epitelial é atributo
chave para o diagnoéstico de displasia?>2?6. A displasia deve
ser analisada comparando-se as células de porcdes pro-
fundas da mucosa com as superficiais. As caracteristicas
citolégicas, pertencentes ao algoritmo de Montgomery
devem ser analisadas nos aumentos maiores ao micros-
copio. Essas células devem apresentar atipias discretas
por aumento de volume de seus nucleos. A polaridade

ABSTRACT

das células também faz parte do algoritmo de Montgomery
e deve ser estudada. A polaridade é normal quando os
nucleos se dispdem em paralelo, com o maior eixo per-
pendicular a membrana basal, sendo a perda da polari-
dade dos nucleos atributo morfolégico caracteristico da
displasia de alto grau.

Um estudo, com ratos submetidos a
esofagojejunostomia, usando um inibidor da COX2, o
rofecoxibe, ndo evidenciou protecado da mucosa do eséfago.
Os autores alegaram que nas lesdes graves a protecao nao
existe, e sugeriram a realizacdo de estudos com modelos
de esofagite menos grave?’. Ainda, segundo estes auto-
res?’, nem a vitamina C nem o rofecoxibe tiveram efeito
protetor contra a esofagite causada nesse modelo de reflu-
x0. Essa parece ser a resposta mais plausivel para o resul-
tado da nossa pesquisa, levando em consideracdo tam-
bém, que Murphy et al?’ expds a mucosa esofagica de
seus animais por apenas seis semanas, enquanto que na
nossa, a exposicao foi de 12 semanas.

Em conclusédo, a nossa pesquisa comprovou que
o celecoxibe nao teve efeito protetor nem indutor nas
esofagites, mas exerceu efeito protetor nas displasias dos
animais do grupo |.

Objective: To evaluate the protective effect of celecoxib in the esophageal mucosa in rats undergoing esofagojejunostomy.
Methods: Sixty male Wistar rats from the vivarium of the University of Health Sciences of Alagoas were used for the experiment.
The animals were divided into four groups: Group I, 15 rats undergoing esofagojejunostomy with the use of celecoxib postoperatively;
Group Il, 15 rats undergoing esofagojejunostomy without the use of celecoxib, Group Ill, 15 rats undergoing celiotomy with bowel
manipulation; and Group 1V, 15 rats without surgery and using celecoxib. The observation period was 90 days. After the death of the
animals, the distal segment of the esophagus was resected and sent for microscopic analysis. Results: esofagojejunostomy caused
macroscopic and microscopic esophagitis. Esophagitis was equal in both groups | and Il. In groups Il and IV esophageal lesions were
not developed. Conclusion: celecoxib had neither protective nor inducing effect on esophagitis, but had a protective effect on

dysplasia of the animals of group |.

Key words: Esophagitis, peptic. Epithelium/histology. Inflammation. General surgery. Rats, Wistar.
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