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RESUMO 

 

O Piroxicam é um AINE que pertence farmacologicamente a classe oxicam e é 
indicado para tratar diversos males como artrite reumatoide, dismenorreia primária, 
endometriose, entre outros. Suas propriedades anti-inflamatórias são bem conhecidas 
e está relacionada a sua capacidade não seletiva de inibição reversível das COXs, 
mas sabese pouco a respeito de sua atividade citotóxica e de sua ação no DNA. São 
escassos dados a respeito dos possíveis efeitos genotóxicos do Piroxicam em células 
de mamíferos. Esses efeitos podem ser monitorados para a prevenção e controle de 
algumas reações adversas e efeitos colaterais importantes. O presente estudo foi 
delineado para investigar os possíveis efeitos genotóxicos e citotóxicos induzidos in 
vitro pelo fármaco Piroxicam em linhagem de rim de macaco verde africano (VERO). 
A viabilidade das células expostas ao Piroxicam foi avaliada pelo ensaio MTT, a 
citotoxicidade do Piroxicam foi verificada pela quantificação de apoptose e necrose 
utilizando corantes fluorescentes (Hoechst, iodeto de propídeo e diacetato de 
fluoresceína) e a genotoxicidade do Piroxicam foi avaliada pelo teste do cometa. Os 
resultados do ensaio de viabilidade celular mostraram que o Piroxicam reduz 
significativamente (p<0,05) a viabilidade das células nas concentrações de 1,0 mM, 
2,0 mM, 4,0 mM e 8,0 mM. Observou-se também que o Piroxicam induz morte 
significativa (p<0,01) por apoptose em todas concentrações testadas, tanto para 
tratamento de 24h quanto para 48h. No caso do ensaio cometa, não houve danos ao 
DNA em nenhuma concentração testada. Os dados defendem a ideia de que o 
Piroxicam possui atividade citotóxica, mas não apresenta potencial genotóxico nas 
condições testadas. 

 

 

PalavrasChave: AINE, Piroxicam, VERO, MTT, Apoptose, Cometa. 
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ABSTRACT 

 

The Piroxicam is a NSAID that pharmacologically belongs to oxicam class and is 
indicated to treat various ailments such as rheumatoid arthritis, primary dysmenorrhea, 
endometriosis, among others. Its anti-inflammatory properties are well known and is 
related to its non-selective ability to reversible inhibition of COX, but it is known little 
about their cytotoxic activity and its effect on DNA. There are few data on the possible 
genotoxic effects of Piroxicam in mammalian cells. These effects can be monitored for 
the prevention and control of some adverse reactions and major side effects. This 
study was designed to investigate the possible genotoxic and cytotoxic induced in vitro 
by Piroxicam drug in kidney line of African green monkey (VERO). The viability of cells 
exposed to piroxicam was evaluated by MTT assay, cytotoxicity of piroxicam was 
verified by quantifying apoptosis and necrosis using fluorescent dyes (Hoechst, 
propidium iodide and fluorescein diacetate) and genotoxicity of piroxicam was 
evaluated by the comet assay. The results of the cell viability assay showed that 
Piroxicam reduces significantly (p <0.05) cell viability in the concentrations of 1.0 mM, 
2.0 mM, 4.0 mM and 8.0 mM. It is also noted that piroxicam induced significant killing 
(p <0.01) by apoptosis in all concentrations tested, both as to 24h treatment 48h. In 
the case of the comet assay, there was no damage to the DNA in any concentration 
tested. The data support the idea that piroxicam has a cytotoxic activity, but has no 
genotoxic potential in the tested conditions. 

 

Keywords: NSAIDs, Piroxicam, VERO, MTT, Apoptosis, Comet assay. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ANTI-INFLAMATÓRIOS NÃO ESTEROIDAIS (AINEs) 

A humanidade sempre procurou amenizar e curar vários males por meio do uso 

de substâncias químicas, sendo o controle da dor e da inflamação um dos aspectos 

mais buscados (CHAHADE, GIORGI & SZAJUBOK, 2008). Com a descoberta da ação 

antipirética da salicilina em 1829, por Leraux, e a introdução, na medicina do ácido 

acetilsalicílico, por Dresser em 1899 (BRENOL et al., 2000), os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs) ganharam destaque por apresentarem uma ampla indicação 

terapêutica (DUBOIS, et al., 1998).  

O termo AINE surgiu na década de 60 com o artigo de Whitehouse intitulado 

“Uma distinção bioquímica entre drogas não-esteróides anti-inflamatórias e 

analgésicas” (Whitehouse, 1963 apud BUER, 2014). Os AINEs estão entre os agentes 

farmacológicos mais utilizados na prática médica atual (KUMMER & COELHO, 2002), 

e alcançam em torno de 30% das vendas, incluindo os com e os sem prescrição 

médica (LITALIEN & JACQZ-AIGRAIN, 2001), também compõem um grupo 

diversificado de compostos apresentando um ou mais anéis aromáticos ligados a um 

grupo ácido funcional (OLIVEIRA JÚNIOR, 2007). 

Os AINEs apresentam-se em formulações diferenciadas como comprimidos, 

injeções e géis (RANG & DALE, 2007) e, apesar de suas distinções químicas, 

compartilham algumas ações terapêuticas, efeitos colaterais (sendo o mais comum o 

gastrointestinal - GI) e mecanismos de ação semelhantes (BURKE, SMYTH & 

FITGERALD, 2005). Os efeitos terapêuticos dos AINEs são, antipirese, analgesia e 

ação anti-inflamatória, sendo que o efeito de analgesia e antipirese podem estar 

interligados com seu efeito anti-inflamatório (BURKE, SMYTH & FITGERALD, 2005). 

O processo inflamatório envolve uma série de eventos que podem ser 

desencadeados por numerosos estímulos acompanhados de sinais clínicos bem 

conhecidos como, eritema, edema, hipersensibilidade (hiperalgesia) e dor (BURKE, 

SMYTH & FITGERALD, 2005). Durante a resposta inflamatória, mediadores proteicos 

(como citocinas) e lipídicos (como as prostaglandinas) juntamente com substâncias 

liberadas localmente, as quais incluem, histamina, bradicinina e substância P, são 

responsáveis pela manutenção e amplificação do processo inflamatório 
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(GRANGEIRO et al., 2008). Os AINEs agem neste processo inibindo a produção de 

prostaglandinas, como será discutido adiante. 

As prostaglandinas (PGs) participam de várias funções-chave, pois suas ações 

biológicas são mediadas por receptores nas membranas plasmática e nuclear, que 

variam nos diferentes tecidos e tem papel central na inflamação, coagulação 

sanguínea, ovulação, cicatrização de feridas, função renal, respostas imunes, entre 

outras (KUMMER & COELHO, 2002; CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2006; 

GRANGEIRO et al., 2008). As PGs são produzidas em quantidades pequenas por 

todos os tecidos e tem sua origem a partir de ácidos graxos com 20 carbonos 

(CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2006), e uma das suas principais vias da síntese 

são a liberação de fosfolipídeos de membrana de células lesionadas, por ação 

catalítica da fosfolipase A2, que produzem o ácido araquidônico (AA), derivado do 

ácido linoleico, que é utilizado como substrato para duas vias enzimáticas, as 

lipooxigenases, responsáveis pela síntese dos leucotrienos e as ciclooxigenases 

(COX), dentre as quais pode-se citar a ciclooxigenase 1 (COX-1) e a ciclooxigenase 

2 (COX-2), responsáveis pela síntese das PGs (KUMMER & COELHO, 2002; 

CHAHADE, GIORGI & SZAJUBOK, 2008). 

Descobertas no início da década de 90 como enzimas associadas à membrana 

(GRANGEIRO et al. 2008), as COXs são inseridas de modo único no retículo 

endoplasmático e membrana nuclear, embolsadas com o substrato de ligação e 

precisamente orientadas para reagir com o AA liberado (FUNK, 2001). Possuem 

estruturas cristalinas, sendo semelhantes entre COX-1 e COX-2, com uma diferença 

de aminoácidos notável que conduz a um maior acesso de AA para a COX-2 (SMITH, 

DEWITT & GARAVITO, 2000). 

A COX-1 é a enzima responsável pela síntese de prostaglandina constitutiva, 

enquanto que a COX-2 é importante em várias configurações inflamatórias induzidas 

(FUNK, 2001). A COX-1 existe constitutivamente na maioria dos tecidos e é 

necessária para a manutenção da atividade gástrica, renal e de agregação plaquetária 

(CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2006). Já, a COX-2 também está constitutivamente 

expressa, mas em pequenas quantidades, nos rins (DUBOIS, et al., 1998). Ela 

encontra-se envolvida em atividades renais como produção de prostaciclina renal 

(HARRIS & BRATER, 2001) e é altamente regulada em resposta a alterações no 
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volume intravascular, pois quando o volume sanguíneo está comprometido, as 

prostaglandinas derivadas da COX-2 desempenham um importante papel na 

circulação renal (MICHELIN et al., 2006). Durante o processo inflamatório, é induzida 

pelas citocinas e outros mediadores nos sítios de inflamação, tendo sua expressão 

aumentada cerca de 20 vezes ou mais, podendo também ser expressa no sistema 

nervoso central, desempenhando papel na mediação central da dor e da febre 

(CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2006). 

Neste contexto, a COX-2 é expressa predominantemente durante o processo 

inflamatório e acredita-se que a ação terapêutica dos AINEs esteja relacionada a esta 

inibição. Assim, um dos grandes problemas da não seletividade desses fármacos está 

associado a seus efeitos indesejáveis como, o aumento do risco de sangramentos e 

a danos no trato GI que resultam predominantemente da inibição da COX-1 

(KUMMER & COELHO, 2002; CARVALHO et al 2004; HILÁRIO et al. 2006), Além de 

reduzirem a excreção de sódio, potássio e água, podendo elevar a pressão arterial, 

causar edema e falência renal aguda em pacientes em que a manutenção da perfusão 

renal adequada é dependente de prostaglandina (MICHELIN et al., 2006). 

O uso indiscriminado destes inibidores inespecíficos das COX pela população 

causou o aparecimento de efeitos indesejados na função renal, moderados sintomas 

GI como, dispepsia e náusea, prováveis consequências cardiovasculares e na 

fertilidade (KUMMER & COELHO, 2002). Na expectativa de causar menores danos 

aos usuários, foram introduzidos no mercado os Coxibs (Parecoxib, Celecoxib e 

Rofecoxib), uma nova classe de AINEs inibidores específicos da COX-2 (Figura 1) de 

eficácia equivalente aos tradicionais (CHAN et al., 1999; JAIN, 2000; LEE et al., 2000; 

CANNON & BREEDVELD, 2001; CHEER & GOA, 2001; WHELTON, 2001). No 

entanto, os efeitos adversos na função renal e gastrointestinais persistem (KUMMER 

& COELHO, 2002). Esse fato pode estar relacionado a presença constitutiva de COX-

2 em determinados tecidos, como na mácula densa e em células intersticiais da 

medula renal de animais (DUBOIS, et al., 1998) e por algumas atividades renais serem 

dependentes da COX-2 como, produção de prostaciclina renal (HARRIS & BRATER, 

2001). Esses fatores demonstram que os Coxibs necessitam de maiores avaliações 

para o estabelecimento da real segurança no seu uso (KUMMER & COELHO, 2002). 
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Figura 1 - Mecanismo de ação dos AINEs não seletivos e AINEs inibidores específicos da COX2 

(Coxibs). 

 

Fonte: Adaptado de HILÁRIO, 2006. Legenda: durante processos inflamatórios, os fosfolipídios de 

membranas de células lesionadas sofrem ação catalítica da fosfolipase A2 liberando Ácido 

Araquidônico que é utilizado como substrato pelas COXs para a síntese de prostagladinas. Os AINEs 

inibem as COXs de forma não-seletiva, consequentemente, inibem a produção de prostaglandinas, 

tanto fisiológicas (relacionadas a manutenção da atividade gástrica, renal, etc.), quanto patológicas 

(relacionadas com processos inflamatórios e indutoras de dor, febre e etc.), já os Coxibs, ao inibir 

seletivamente a COX-2, dificultam a síntese de prostaglandinas patológicas, mas não das 

prostaglandinas fisiológicas. 

 

1.2 GENOTOXICIDADE E CITOTOXICIDADE DOS AINEs 

A genotoxicidade é a capacidade que alguns agentes químicos, físicos ou 

biológicos apresentam em alterar a integridade do material genético ocasionando 

danos no DNA, os quais podem ou não ser reparados por mecanismos celulares 

(LITTLE, 2000; RIBEIRO et al., 2003). Estes agentes podem interferir no adequado 

desenvolvimento da célula, conferindo um grande risco para o desenvolvimento de 

doenças, como por exemplo, as neoplasias (NATARAJAN, 1993). Logo, o potencial 

genotóxico pode ser monitorado levando-se em conta a vulnerabilidade do material 

genético (DNA) às agressões impostas pelo ambiente (FERREIRA, 2004). Esses 

agentes podem ter seu potencial genotóxico detectado por vários testes, tais como: a 

análise de alterações cromossômicas em células metafásicas, o teste do micronúcleo 
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(MN), o teste do cometa, entre outros (AL-SABATI et al, 1992; GUIMARÃES et al, 

2003; MOVAJAGH et al, 2005). 

O ensaio cometa corresponde a um teste de grande sensibilidade para a 

detecção de vários tipos de danos no DNA (quebra de fitas duplas ou simples, danos 

oxidativos e ligações cruzadas) induzidos por compostos genotóxicos e mutagênicos. 

Este ensaio tem uma vasta aplicação, destacando-se: biomonitoramento de 

populações humanas e de outras espécies de animais, além de plantas quanto a 

exposição ocupacional/ambiental a agentes genotóxicos, avaliação do dano ao DNA 

e do estresse oxidativo em relação a inúmeras doenças, avaliação da proteção ao 

DNA pela atuação de antioxidantes, investigação do dano e do reparo de DNA em 

diferentes tipos celulares quando expostos a potenciais agentes genotóxicos como 

radiações e radicais livres, investigação de xenobióticos alimentares, farmacêuticos, 

entre outros (BRENDLER et al. 2005; DUSINSKA & COLLINS, 2008; LOVELL & 

OMORI, 2008; BAGATINI & MALUF, 2011). 

Existem na literatura alguns estudos a respeito da genotoxicidade de AINEs, no 

entanto, eles não são tão numerosos como se poderia presumir. Dentre estes 

podemos citar o estudo de Hamdani e colaboradores (2013) que relatou a presença 

de efeitos genotóxicos induzidos pelo Cetoprofeno através do ensaio cometa em 

linfócitos de ratos, e o trabalho de Rina e colaboradores (2014) que demonstraram 

que o Diclofenaco Sódico induziu genotoxicidade em células somáticas e germinativas 

de ratos albinos Swiss por meio do teste de alterações cromossômicas, teste do 

micronúcleo e anormalidades espermáticas.  

Já citotoxicidade é a capacidade que uma substância tem de induzir alteração 

metabólica nas células (podendo ou não ocasionar danos no DNA). Estas alterações 

podem intervir em processos celulares de crescimento/replicação, além de favorecer 

fatores que podem desencadear a apoptose de forma anormal, por meio de níveis 

aumentados de ROS, ligação de moléculas a receptores de membrana, agentes 

quimioterápicos, privação de fatores de crescimento, entre outros (HENGARTNER, 

2000). Logo, esse monitoramento vem sendo considerado como um dos mecanismos 

de prevenção e controle de algumas reações adversas e efeitos colaterais importantes 

(MALUF & ERDTMANN, 2003).  
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Os testes de citotoxicidade possuem uma aplicabilidade geral muito usada na 

avaliação de danos celulares, crescimento celular e também no estudo de aspectos 

específicos do metabolismo celular (ISO, 2009). O desenvolvimento destes testes de 

citotoxicidade in vitro passou a ter reconhecimento pelos órgãos internacionais, tais 

como, a Organization for Economic Cooperation and Development, em 1987 e a FDA 

(Food and Drug Admnistration), em 1993 (HUGGET et al., 1996). Algumas técnicas 

são recomendadas pela ISO (2009) para o biomonitoramento. Um dos parâmetros 

mais utilizados para avaliar a citotoxicidade é a viabilidade celular, que pode ser 

evidenciada com auxílio de corantes como o vermelho neutro e os sais de tetrazólio 

MTT e XTT (CENNI et al., 1996), além de ensaios como o de formação de colônia, 

detecção de apoptose, entre outros (CENNI et al., 1996; SALMENA et al., 2003). 

Um dos métodos que pode ser utilizado para avaliar a citotoxicidade (assim como 

a proliferação celular) é o ensaio colorimétrico baseado no sal de tetrazólio MTT 

(brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]) para avaliar a atividade 

oxidativa mitocondrial. Este ensaio é muito utilizado para o rastreio e modulação da 

resistência aos medicamentos em casos clínicos individualizados, como em 

tratamento de tumores para verificar a concentração inibitória de um antitumoral. 

Logo, pode-se inferir que é um excelente teste de triagem que norteia os demais 

ensaios de toxicidade (KEEPERS et al., 1991; SARGENT, 2003; LOTZE & 

THOMSON, 2005). 

No entanto, apesar das inúmeras vantagens do ensaio MTT, o mesmo não indica 

que tipo de efeito citotóxico a célula está sofrendo. Assim, é necessário que este teste 

seja complementado com técnicas de detecção específica de morte celular, como 

apoptose e necrose. Esta detecção pode ser utilizada como biomonitoramento, visto 

que, a ocorrência não-fisiológica de apoptose pode estar associada a processos 

patológicos (SALMENA et al., 2003). 

A apoptose é um processo importante ativado para a eliminação de células 

defeituosas, ou células normais que já tenham realizado sua função. Quando utilizada 

para eliminar células defeituosas, a apoptose pode ser desencadeada por diversos 

estímulos patológicos, tais como, a indução por uma infinidade de substâncias 

químicas ou ainda quando o DNA for lesionado (RANGANATH & NAGASHREE, 

2001). As etapas deste processo constituem inicialmente em clivagem da cromatina e 
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colapso nuclear; em seguida, ocorre a condensação do citoplasma e mudanças na 

membrana plasmática ocasionando a formação de corpos apoptóticos que são 

fagocitados por macrófagos e removidos sem que ocorra inflamação (COHEN, 1992; 

ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). Logo, tanto a exacerbação quanto a diminuição do 

processo de morte celular por apoptose podem promover consequências biológicas 

adversas (NAGATA, 1996). 

A literatura tem demonstrado que alguns AINEs tem a capacidade de induzir 

apoptose em células de mamíferos. Por exemplo, Alkan e colaboradores (2012) 

avaliaram a viabilidade celular, ciclo celular e indução de apoptose em linhagem 

neoplásica mamária canina, tratadas com Piroxicam e Deracoxib. Os autores 

observaram diminuição significativa da viabilidade celular em concentrações elevadas 

de Piroxicam e Deracoxib tanto em tratamentos individuais quanto em combinados, 

após 72 h de incubação, além da indução de apoptose significativa e acúmulo de 

células na fase G0/G1. Kim e colaboradores (2012) observaram que células HepG2 

tratadas com Piroxicam demonstraram morte celular por apoptose, sem alterações na 

permeabilidade mitocondrial, enquanto que um aumento de cálcio citosólico foi 

claramente observado e confirmado por ensaio de inibição da caspase - 8. 

Uma célula também pode sofrer necrose, dependendo da indução de danos que 

a mesma irá sofrer (FENECH et al., 1999). A necrose é caracterizada por um aumento 

de volume celular, com citoplasma e mitocôndrias aumentados, perda da integridade 

da membrana plasmática e liberação do conteúdo celular, causando danos nas 

células vizinhas e iniciando uma reação inflamatória no local (WALKER et al., 1988; 

ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). 

 

1.3 PIROXICAM 

O Piroxicam (Figura 2) foi introduzido em 1980 como AINE (WESSLING et al., 

1990). Seu nome químico é 4-hidroxil-2-metil-N-2-piridinil-2H-1,2-benzotiazina-3-

carboxamida-1,1-dióxido e sua fórmula molecular C15H13O4N3S. Pertence 

farmacologicamente ao grupo Oxicam, possuindo elevada afinidade para ambas 

formas de COX, com certa predominância para inibir a atividade da COX-2 (ZAJAC, 

2000; ZEJC, 2002; PULGARÍN, MOLINA & BORAS, 2010).  
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Figura 2 - Fórmula Estrutural do Piroxicam. 

 

Fonte: FDA, 2016. 

Apesar de não ser o medicamento de primeira escolha em alguns tratamentos 

(em comparação a outros AINEs), devido aos problemas gastrointestinais que podem 

ser desenvolvidos ou intensificados, sua atividade anti-inflamatória, analgésica e 

antipirética é bem conhecida, sendo indicado no tratamento de patologias como, 

distúrbios musculoesqueléticos agudos, dor pós-traumática e pós-operatória, artrite 

reumatoide e osteoartrite, dismenorreia primária, endometriose e cisto hemorrágico 

(SANTOS et al., 2011). 

O Piroxicam não é considerado uma droga restrita na U. S. FDA (administração 

de alimentos e drogas norte americana), nem na lista japonesa de índice terapêutico 

de drogas restritas ou no sistema de saúde Canadense para dose crítica de drogas, 

portanto, não é realizado nenhum monitoramento da droga durante o tratamento 

(SHORIN et al, 2013). 

A dose diária habitual varia entre 10 a 20 mg, mas a dose diária máxima é de 20 

mg de Piroxicam, podendo ser dividida em duas doses de acordo com a necessidade 

e indicação para o tratamento (HEYNEN, 1987; FDA, 2016). Os excipientes utilizados 

para formulações orais em diversos países são: celulose microcristalina, 

croscarmelose sódica, lactose, leucina, estereato de macrogol, estearato de 

magnésio, manitol, hidroxibenzoato de metilo, polisorbato, povidona, hidroxibenzoato 

de propilo, sílica, laurilsulfato de sódio, glicolato de amido sódico, amido, ácido 

esteárico, talco, entre outros (SHOHIN et al., 2013). Esses excipientes possuem 

diversas funções, como solubilizar, suspender, espessar, diluir, emulsificar, 

estabilizar, colorir, flavorizar, entre outras, e são usados para assegurar a estabilidade, 
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a eficácia e as propriedades físico-químicas, farmacológicas e organolépticas dos 

produtos farmacêuticos (BALBANI et al., 2006; TONAZIO et al., 2011)  

O Piroxicam possui uma rápida e completa absorção após administração oral 

(SHOHIN et al., 2013; FDA, 2016). O pico de concentração plasmática ocorre dentro 

de 2-5 h pós-administração. A dose única de 20 mg geralmente produz níveis de pico 

plasmático de 1,5 a 2 µg/mL, enquanto que a concentração plasmática máxima do 

fármaco, após ingestão diária contínua de 20 mg, se estabiliza entre 3 e 8 µg/mL. Sua 

meia-vida varia entre 30 e 60 h (WOOLF et al., 1983; FDA, 2016). Uma vez absorvido, 

o Piroxicam liga-se extensamente as proteínas plasmáticas, limitando a sua 

distribuição principalmente para o plasma e o espaço extracelular, assim, atinge o 

estado de equilíbrio dinâmico entre 7 a 12 dias depois da administração do 

medicamento (WOOLF et al., 1983; SHOHIN et al., 2013; FDA, 2016). 

Embora seu mecanismo de ação não esteja completamente esclarecido, foi 

demostrado em testes in vitro que o fármaco bloqueia a síntese de prostaglandinas, 

por inibição reversível competitiva da atividade das COXs (BURKE, SMYTH & 

FITGERALD, 2005). Além disto, inibe a ativação dos neutrófilos, independentemente 

de sua capacidade de inibir as COXs. A inibição de neutrófilos também contribui para 

os efeitos anti-inflamatórios, visto que os radicais reativos de oxigênio produzidos por 

tais células e macrófagos estão implicados na lesão tecidual em algumas afecções 

(BURKE, SMYTH & FITGERALD, 2005). O Piroxicam em altas concentrações 

também inibe a migração e função dos leucócitos polimorfonucleares (KATZUNG, 

2003). 

Uma das vias metabólicas mais importante do Piroxicam consiste na hidroxilação 

do anel piridil mediada pela CYP2C9 (Figura 3), uma enzima citocromo P450 

envolvida na formação do seu principal metabolito o 5'-hidroxi-piroxicam (ZHAO, 

LEEMANN & DAYER, 1992; MARTÍNEZ et al., 2006). Esse metabólito inativo e seu 

conjugado glicuronídeo são responsáveis por cerca de 60% do fármaco excretado na 

urina (predominantemente) e nas fezes (BURKE, SMYTH & FITGERALD, 2005). Não 

é relatada atividade anti-inflamatória aos produtos de biotransformação do Piroxicam 

e exposição sistêmica mais elevada de Piroxicam tem sido observada em indivíduos 

com polimorfismos da CYP2C9, em comparação com indivíduos tipo metabolizadores 

normais (FDA, 2016). 
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Figura 3 - Metabolização do Piroxicam pela CYP2C9. 

 

Fonte: adaptado da FDA, 2016. Legenda: após a metabolização do Piroxicam pela enzima do 
citocromo CYP2C9, um hidróxido é adicionado no carbono 5 do anel piridil, indicado pela seta, 

originando como principal metabolito inativo o 5'-hidroxi-piroxicam. 

 

A incidência relatada de efeitos adversos desse fármaco é cerca de 20% 

(aproximadamente 5% dos pacientes interrompem a terapia devido a ocorrência de 

efeitos colaterais). Os efeitos mais comuns são GI, incluindo ulceração e perfuração 

do estômago e intestino (SHOHIN et al., 2013; FDA, 2016). O risco relativo de danos 

GI de usuários de Piroxicam é de 6,2 vezes maior comparado com usuários que não 

utilizam o medicamento (RODRIGUEZ & HERNANDEZ-DIAZ, 2001). O Piroxicam 

pode aumentar o risco de dano cardiovascular como, infarto do miocárdio, acidente 

vascular cerebral e eventos trombóticos (SHOHIN et al., 2013; FDA, 2016). Há 

também relatos de hepatite relacionados a vários AINEs e, em especial, casos de 

hepatite aguda grave associado com Piroxicam (HEPPS et al., 1991). 

Já os excipientes podem interagir com o princípio ativo de suas formulações 

farmacêuticas, com outros medicamentos ou outros excipientes (PIFFERI & 

RESTANI, 2003; URSINO et al., 2011) e, com isso, ocasionar reações adversas. Os 

excipientes farmacêuticos podem ser os responsáveis por inúmeras reações adversas 

ligadas a medicamentos (NAPKE, 2004). No entanto, não há relatos de reações 

adversas e carcinogenicidade dos excipientes lauril sulfato de sódio (MORTELMANS 

et al, 1986; FDA, 2016), amido (OSHA, 2016), lactose (BALDRICK & BAMFORD, 

1997), estereato de magnésio (ILO-ICSC, 2001) e croscarmelose sódica (OSHA, 

2016) presente em muitas formulações do Piroxicam.  
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1.4 LINHAGEM DE RIM DE MACACO VERDE AFRICANO (VERO) COMO 

MODELO DE ESTUDO 

A linhagem VERO (Figura 4) foi isolada em 1962 (AUGUSTO & OLIVEIRA, 2001) 

a partir de células epiteliais normais extraídas dos rins de um macaco verde africano 

(Cercopithecus aethiops) saudável. A linhagem foi obtida por transformação 

espontânea, após passagens seriais in vitro das células e, em 1987, foi registrada no 

banco da World Health Organization (Organização Mundial da Saúde) como WHO 

Vero RCB 10-87. A linhagem VERO faz parte do banco de células de referência que 

constituem estoques criopreservados gerados a partir de um pool único e homogêneo 

de células submetidas a testes de caracterização (OMS, 2010). 

Figura 4: Microscopia da monocamada de células VERO. 

 
 

Fonte: Acervo do autor. 
 

As células VERO crescem com relativa rapidez e adquirem boa densidade 

celular, razão pela qual são muito usadas para a produção de vacinas atenuadas e 

inativadas (OMS, 1998). A grande vantagem na utilização dessas células é seu longo 

histórico de publicações e revisões sobre sua segurança, por isso, foi a linhagem 

contínua mais usada para a produção de vacinas ao longo dos últimos vinte anos e é 

considerada como nível 1 com relação à biossegurança (OMS, 2010). Os usos ainda 

podem incluir a avaliação de citotoxicidade, detecção de toxinas, testes de eficácia, 
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testes de meios e micoplasma, uso como substrato e como hospedeiro para 

transfecção (ALVES et al., 2008). Além do mais, pesquisas de drogas em células 

renais in vitro podem demonstrar possíveis danos sem influência de fatores de risco 

como, idade, doença cardíaca, hipertensão, diabetes, uso concomitante de diuréticos, 

ou abuso de analgésicos (MICHELIN et al., 2006) e com isso apresentar dados 

relativos apenas aos medicamentos testados.  

Neste contexto, a necessidade de comparar os dados da literatura sobre os 

aspectos da citotoxicidade e genotoxicidade do Piroxicam com células renais, torna-

se importante, pois sabe-se pouco a respeito de sua atividade citotóxica e não existem 

relatos atualizados na literatura a respeito de seus efeitos genotóxicos. Uma vez que 

este medicamento tem sido amplamente utilizado ao longo dos anos como anti-

inflamatório e, considerando que aspectos citotóxicos e genotóxicos podem ter um 

impacto na saúde dos usuários deste tipo de medicamento, o presente trabalho 

investigou os possíveis efeitos genotóxicos e citotóxicos induzidos in vitro pelo 

Piroxicam em linhagem de rim de macaco verde africano (VERO). 

 

2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos e citotóxicos do AINE Piroxicam na 

linhagem VERO. 

 

2.2 OBJETIVO ESPECÍFICO  

 Investigar a viabilidade celular de células VERO após exposição a diferentes 

concentrações de Piroxicam através do teste do MTT;  

 Observar o padrão de morte celular (apoptose ou necrose) induzido pelas 

diferentes concentrações do Piroxicam em linhagem VERO através de 

marcação diferencial com corantes fluorescentes específicos. 

 Verificar se há ocorrência de danos no DNA de células VERO expostas a 

diferentes concentrações de Piroxicam através do teste do cometa; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CULTIVO E SUBCULTIVO DA LINHAGEM VERO 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados criotubos contendo 

aproximadamente um milhão de células os quais foram mantidos em solução de 

congelamento, constituída por 10% de DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma Chemical Co. 

St. Louis, USA) e 90% de Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

conforme a recomendação do protocolo do banco de células do Rio de Janeiro, de 

onde as mesmas foram obtidas. Os criotubos armazenados em botijões de nitrogênio 

líquido foram retirados somente para descongelamento. Após o descongelamento, as 

células foram transferidas para garrafas de cultura com superfície igual a 25 cm², 

contendo com 5 mL de meio de cultura DMEM (Sigma Chemical Co. St.Louis, USA) a 

10% de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) e cultivadas em estufa de CO2 (5%) a 

37 ºC por 24 h. Após este período, o meio contendo DMSO foi substituído por meio 

completo para o melhor crescimento da monocamada celular.  

A linhagem VERO foi mantida em estufa de CO2 (5%) com temperatura 

constante de 37ºC até que a monocamada celular estivesse entre 80% e 90% de 

confluência. Para o subcultivo, o meio utilizado pelas células foi desprezado e a 

monocamada lavada duplamente com solução salina balanceada de Hanks (0,4 g de 

KCl, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de Na2HPO4, 0,35 g de NaHCO3, 1,0 g de glicose, 8,0 

g de NaCl, H2O q. s. p 1000 mL). Após a lavagem, acrescentou-se às células, tripsina 

(0,125 g de tripsina, 0,02 g de EDTA diluídos em 100 mL de solução de Hanks), na 

quantidade de 3,0 mL para cada garrafa de cultura por aproximadamente 2 min para 

dissociação das mesmas. Posteriormente, a tripsina foi inativada pela adição de 6,0 

mL de meio de cultura completo. Com a suspensão celular homogeneizada, alíquotas 

foram acrescidas à três garrafas de cultura contendo meio completo. 

 

3.2 TRATAMENTO 

O Piroxicam foi obtido comercialmente em drogarias localizadas em Belém-PA, 

comercializado como produto genérico Piroxicam® (EMS S/A), contendo 15 cápsulas 

na concentração de 20 mg cada. As caixas utilizadas pertenciam aos lotes 575730 e 

587844 e foram fabricadas em 08/2013 com validade prevista para 08/2016. Os 
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excipientes contidos na formulação são semelhantes ao medicamento de referência 

Feldene® (Pfizer), são eles: croscarmelose sódica, lactose monoidratada, laurilsulfato 

de sódio, estereato de magnésio e amido (EMS, 2015). 

Foi preparada uma solução estoque de Piroxicam a 48,29 mM, a qual foi diluída 

em DMSO (5%), e armazenada a - 20 °C. Para realização dos ensaios, a mesma foi 

diluída pelo processo de microdiluição em meio incompleto (DMEM + F12). As 

concentrações de Piroxicam utilizadas no presente trabalho foram definidas tomando 

como base a pesquisa de Alkan e colaboradores (2012). As células foram tratadas 

com 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, 4,0 mM e 8,0 mM para o ensaio 

de viabilidade celular e para os demais ensaios, foram utilizadas as concentrações de 

0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM por estarem acima e próximo do IC50% de acordo com 

o protocolo definido por Galloway et al. (2011) para citotoxicidade em testes 

citogenéticos in vitro. Para o controle negativo as células foram cultivadas com meio 

de cultura sem soro para todos os experimentos. Como controles positivos foram 

usados o NMU (N-Metil-N-Nitrosoureia), na concentração de 1,2 mM, para o ensaio 

do cometa e a Doxorrubicina, na concentração de 0,0005 mM, para o ensaio de 

detecção de apoptose e necrose. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

3.3 ESNSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

3.3.1 Princípio da Técnica 

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico baseado no sal 

de tetrazólio MTT. Este método foi proposto por Mosmann (1983), adaptado por 

Denizot & Lang (1986) e indicado pela ISO 10993-5 (2009). O sal é reduzido em 

cristais de formazana em mitocôndrias de células viáveis através da clivagem da 

enzima succinato desidrogenase (Figura 5). Estes cristais têm coloração púrpura e 

são dissolvidos através de solventes apropriados. A variável continua resultante de 

cristais formados é diretamente proporcional ao número de células viáveis. Os 

resultados podem ser quantificados em espectrofotômetro de múltiplos poços e 

apresentam um elevado grau de precisão (MOSMANN, 1983). 
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Figura 5 - Processo de redução do MTT. 

 

Fonte: adaptado de EBADA et al., 2008. Legenda: 1) Célula Normal Viável; 2) Redução do MTT por 
enzimas mitocondriais; 3) Formação de Formazana na mitocôndria; 4) Dissolução de Formazana por 

DMSO. 

 

3.3.2 Procedimento Experimental 

Foram cultivadas 8,0 x 103 células/mL em placas de cultura de 96 poços durante 

24 h. Após esse período, o meio foi removido e realizado o tratamento durante 24 h. 

Em seguida, o meio do tratamento foi removido e acrescentado 100 μL de MTT (5000 

μg/mL) às células por 3 horas. O MTT então foi retirado e adicionado 100 μL de DMSO 

com o objetivo de dissolver a formazana obtida durante o processo. As leituras foram 

realizadas em Leitor de Elisa (ELx800, Biotek Instruments, EUA) a um comprimento 

de onda de 562 nm. 

A sobrevida celular foi calculada como a percentagem de absorbância em 

relação à absorbância do controle. Foram consideradas as concentrações com 

sobrevivência acima de 50% para as técnicas desenvolvidas posteriormente, de 

acordo com o protocolo definido por Galloway e colaboradores (2011) para 

citotoxicidade em testes citogenéticos in vitro. 
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3.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA PARA DETECÇÃO DE APOPTOSE E NECROSE 

POR MEIO DOS CORANTES FLUORESCENTES: IODETO DE PROPÍDEO, 

FLUORESCEÍNA DIACETATO E HOECHST 33342 

3.4.1 Princípio da Técnica 

A apoptose é caracterizada por processos morfológicos relacionados a 

condensação e fragmentação da cromatina, juntamente com a compactação das 

organelas citoplasmáticas e redução no volume celular. Estes fatores acabam 

resultando na formação dos corpos apoptóticos que, em seguida, são fagocitados por 

macrófagos ou por células vizinhas (BOHM & SCHILD, 2003). Já, na necrose, as 

células incham e se rompem, liberando o material citoplasmático e atraindo leucócitos 

para a região, o que origina uma resposta inflamatória. Também se destaca o fato de 

que a necrose, causada por injúria, resulta na morte de grupos de células, 

contrastando com a apoptose que acomete a morte de células individuais (ZIEGLER 

& GROSCURTH, 2004).  

Para a detecção das células apoptóticas de forma diferencial em relação às 

normais e necróticas, três corantes de DNA são empregados. As células viáveis são 

detectadas pelo corante Hoechst 33342 (HO) que se liga ao DNA corando-o em azul. 

O iodeto de propídeo (PI) cora de vermelho células que perderam a integridade da 

membrana, uma indicação de apoptose tardia ou necrose. O diacetato de fluoresceína 

(DAF) cora em verde o citoplasma das células viáveis. 

3.4.2 Procedimento Experimental 

Para detecção de apoptose, células VERO foram cultivadas em densidade de 

3,0 x 103 células/mL, em placas de 12 poços a 37 ºC em estufa de CO2 a 5% por 24 

h. Em seguida, as células foram tratadas com Piroxicam nas concentrações de 0,125, 

0,25 e 0,5 mM, além do controle positivo com Doxorubicina a 0,0005 mM e do controle 

negativo, por 24 e 48 h de tratamento. Após o período de tratamento, foi realizada à 

colheita do material, e o meio de cultura transferido de cada poço para microtubos de 

centrífuga com a finalidade de coletar também as células que se desprenderam da 

superfície dos poços. Em seguida, os poços foram lavados duas vezes com 100 µL 

de Hanks 1x, sendo os sobrenadentes adicionados aos microtubos de centrífuga. As 

células foram então tripsinizadas nos poços com posterior inativação do processo. 

Todo o líquido foi então transferido para o microtubo de centrífuga, centrifugado por 5 
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min a 1000 rpm e o sobrenadante descartado, deixando apenas uma pequena 

quantidade para ressuspender as células.  

Posteriormente, foi preparado um mix de corantes com volume final de 100 µL, 

composto por 25 µL de PI (5 µg/ mL), 50 µL de DAF (15 µg/ mL), 10 µL de HO (2 µg/ 

mL) e 15 µL de PBS, e retirado 2 µL do mix de corantes, misturados a 100 µl da 

suspensão celular, sendo a mesma deixada a 37ºC em banho-maria por 5 min. Foram 

preparadas lâminas para as análises, adicionando-se 15 µL da suspensão celular 

sobre cada lâmina, as quais foram cobertas com lamínulas. As células foram 

analisadas em microscópio de fluorescência OLYMPUS BX41, contendo três filtros 

(DAPI/FITC/TRITC).  

As porcentagens de células necróticas e apoptóticas foram calculadas pela 

contagem de 300 células por grupo. Foram consideradas normais, células com 

citoplasma corado em verde com núcleo integro em azul. Já as células apoptóticas 

foram consideradas aquelas com citoplasma verde e núcleo fragmentado (corpos 

apoptóticos) corados em azul. Células com núcleo e citoplasma na coloração 

vermelha, corados homogeneamente, foram consideradas necróticas.  

 

3.5 ENSAIO DO COMETA (VERSÃO ALCALINA) 

3.5.1 Princípio da Técnica 

Esta técnica foi primeiramente apresentada por Ostling & Johanson (1984) como 

método do microgel e adaptada por Singh e colaboradores (1988) e Olive (1989), 

sendo posteriormente modificada por Anderson e colaboradores (1994). As células 

são aplicadas em um gel de agarose sobre uma lâmina de microscópio, suas 

membranas são lisadas por detergentes e suas proteínas nucleares (incluindo as 

histonas) extraídas e submetidas a um campo elétrico em tampão alcalino. O DNA, 

sendo maior e mais pesado que o restante dos componentes, ocupará um espaço no 

gel, o qual era anteriormente preenchido pela célula e será retido em uma estrutura 

residual semelhante a um núcleo denominada nucleóide (COOK & BRAZELL, 1976). 

O nucleóide é por definição uma série de alças superenoveladas de DNA desprovido 

de histonas, aderidas à matriz nuclear residual do tamanho do núcleo da célula. 

Portanto, caso existam quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucleóide sofrerá 

mudanças, uma vez que as alças de DNA se desenovelam, tornando-se mais frouxas, 
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formando um halo e partes dessas moléculas migram em direção ao anodo (COOK & 

BRAZELL, 1976; COOK et al., 1978; VOGELSTEIN et al., 1980). 

Desta forma, após aplicação de corantes específicos (como o Brometo de Etídio, 

Acridina Orange e Iodeto de Propídio) pode‐se visualizar em microscópio de 

fluorescência a migração do DNA formando uma estrutura que se assemelha a um 

cometa. O tamanho da cauda aumenta proporcionalmente à quantidade de danos, 

mas a migração máxima é determinada pelas condições da eletroforese (SINGH et 

al., 1988; FAIRBAIN et al, 1995, TICE, 1995). 

3.5.2 Procedimento Experimental 

As lâminas foram previamente cobertas em solução de agarose (ponto de fusão 

normal - 1,5%) e mantidas em temperatura ambiente até sua solidificação. Foram 

cultivadas 150,0 x 103 células/mL em placas de cultura de 6 poços que permaneceram 

em cultura durante 21 h. Após esse período, o meio foi removido e então realizados 

os diferentes tratamentos. 

Após 3 h de tratamento, coletou-se 1000 µL de amostra de cada grupo e em 

seguida realizou-se uma centrifugação a 1000 rpm por 5 min. Posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado deixando-se 200 µL para a ressuspensão. Deste 

conteúdo, 30 µL foram acrescentados em 300 µL de agarose de baixo ponto de fusão 

(0,8%). Subsequentemente, 100 µL deste conteúdo foram aplicados rapidamente 

sobre as lâminas previamente preparadas contendo agarose de ponto de fusão 

normal (1,5%). 

Em seguida, cada lâmina foi coberta com uma lamínula (24 x 60 mm) e mantida 

a 4 ºC por 5 min até a solidificação da agarose. Após este período, as lamínulas foram 

removidas cuidadosamente e as lâminas, mergulhadas em solução de lise (2,5 M 

NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO; pH: 10), mantidas 

a 4 ºC e protegidas da luz. Após a remoção das lâminas da solução de lise, as mesmas 

foram dispostas em posição horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba 

foi preenchida com a solução de eletroforese (1mM EDTA, 300mM NaOH; pH ≥13) a 

4ºC recém preparada, a um nível superior às lâminas (0,25cm, em média). As lâminas 

foram mantidas em repouso por 20 minutos antes da eletroforese a fim de permitir o 

desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas ligações e a exposição dos sítios 
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álcali-lábeis. Após este processo, a eletroforese foi realizada a uma tensão (d.d.p: 

diferença de potencial) de 34V em corrente de 300mA por um período de 25 minutos. 

Vale ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa luminosidade. 

Após a eletroforese, as lâminas foram retiradas da cuba e mergulhadas rapidamente 

em água destilada gelada (4ºC), para a remoção dos resquícios da solução de 

eletroforese, em seguida transferidas para um novo mergulho em água destilada 

gelada por 5 minutos para a neutralização. As lâminas foram fixadas com etanol a 

100% por 3 minutos e posteriormente coradas com 50 µL de solução de Brometo de 

Etídio a 20 µg/mL. Em seguida, cobertas com lamínula (24 X 60 mm) para a realização 

das análises. 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência OLYMPUS BX41, 

contendo três filtros (DAPI/FITC/TRITC). A captura e análise das imagens foram 

realizadas pelo programa “Applied Spectral Imaging”. Foram analisadas 100 células 

por grupo. A análise foi realizada segundo o padrão de escores, em que, de acordo 

com o tamanho e intensidade da cauda do cometa (halo), podem ser obtidas cinco 

categorias de 0 a 4 (Figura 6), levando-se em consideração a percentagem de DNA 

na cauda do cometa, o que indica o grau de lesão sofrido pela célula. 

Figura 6 - Fotomicrografia do ensaio cometa. 

 

 

Fonte: BITIREN et al., 2010. Legenda: fotomicrografia obtida a partir de linfócitos corados com Brometo 
de Etídio mostrando a classificação visual dos danos, representados em uma escala de 0 a 4. 
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O índice de dano ao DNA (ID) foi calculado multiplicando-se o número de células 

em cada nível (N0, N1, N2, N3 e N4) pelo escore ao qual ela se enquadra (0, 1, 2, 3 

ou 4) e somando-se esses valores. Por fim, o resultado obtido foi dividido por 100, 

como mostra a seguinte equação: 

ID =  
[(N0 × 0) + (N1 × 1) + (N2 × 2) + (N3 × 3) + (N4 × 4)]

100
 

Equação 1 - Índice de Dano (ID) ao DNA das células por meio do ensaio Cometa. 

 

3.6 ANÁLISE ESTATISTICA 

Para a comparação das frequências dos vários parâmetros, os resultados que 

se enquadravam na premissa de normalidade foram submetidos ao teste de análise 

de variância (ANOVA), seguido pelo pós-teste de Tukey. Já os resultados que não se 

enquadraram na premissa de normalidade foram submetidos ao teste de Kruskal 

Wallis, seguido pelo pós-teste de DUNN. O programa estatístico utilizado foi o 

BIOESTAT 5.0 (AYRES et al, 2007). Em todas as análises, o nível de significância 

utilizado foi de 5%. 
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4 RESULTADOS 

4.1 VIABILIDADE CELULAR 

Os resultados do teste de viabilidade celular, após 24 h de tratamento com o 

Piroxicam, demonstraram que a sobrevivência diminuiu de forma dependente da 

concentração (Figura 7), chegando a uma redução acima de 70% na maior 

concentração testada. 

 

Figura 7 - Sobrevivência celular observadas na linhagem VERO após 24h de tratamento com 

diferentes concentrações de Piroxicam. 

 

Legenda: Média de seis experimentos. *p<0.05 (ANOVA) em relação ao controle negativo. 

 

 

4.2 DETECÇÃO DE MORTE CELULAR POR APOPTOSE E NECROSE 

A avaliação do potencial citotóxico do Piroxicam foi realizada após 24 h e 48 h 

de tratamento com a droga. De forma geral, observou-se um aumento de células 

apoptóticas conforme se aumentou a concentração de Piroxicam. Este aumento foi 

estatisticamente significante (p<0,01) para todas as concentrações de Piroxicam nos 

tratamentos de 24h e 48h testados, quando comparados ao controle negativo. Houve 

também diferença significativa (p<0,01) entre a quantidade de células apoptóticas 
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observadas entre o controle positivo e o negativo nos tratamentos de 24 h e 48 h. Nos 

dois tempos de tratamento, a concentração de 0,125 mM de Piroxicam induziu menos 

apoptose que o controle positivo com Doxorrubicina (1,2 mM), no entanto, as 

concentrações de 0,25 mM e 0,5 mM de Piroxicam induziram mais apoptose que o 

controle positivo (Figura 8).  

Em relação a necrose, houve indução significativa (p<0,01) deste tipo de morte 

celular em 24h de tratamento, conforme se aumentou a concentração de Piroxicam. 

Também foi significativa a diferença de células necróticas entre o controle positivo e 

o negativo (p<0,05) nos dois tempos de tratamento avaliados. O tratamento de 48h 

não induziu necrose de maneira significativa (Figura 8).  

 

Figura 8 - Indução de apoptose e necrose em linhagem VERO submetidas a diferentes 

concentrações de Piroxicam. 

 

Legenda: 300 células foram analisadas por grupo. A significância foi de *p<0,01 em relação ao controle 
negativo e **p<0,05 em relação ao controle negativo, pelo ANOVA com pós-teste de Tukey. Para os 
testes que não atendem a premissa de normalidade, a significância foi de #p<0,05 em relação ao 
controle negativo, pelo teste de Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn. 

 

 

4.3 ENSAIO DO COMETA (VERSÃO ALCALINA) 

Os resultados do ensaio cometa mostraram que o Piroxicam não induziu danos 

ao DNA. Os índices de dano (ID) ao DNA observados (0,71 ± 0,20, 0,71 ± 0,16 e 0,48 
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± 0,21 para as concentrações de 0,125 mM, 0,25 mM e 0,5 mM, respectivamente) não 

diferiram de forma significativa do ID observado no controle negativo (0,41 ± 0,18). 

Houve diferença significativa (p<0,05) entre o ID do NMU (2,72 ± 0,11) e o ID do 

controle negativo (0,41 ± 0,18), como observado na Figura 9.  

 

Figura 9 - Índice de dano (ID) ao DNA observado pelo ensaio cometa em linhagem VERO tratada 

com Piroxicam. 

 

Legenda: índice de dano ao DNA após 3h de tratamento com Piroxicam. Média de 4 experimentos. 
*p<0,05 (ANOVA) em relação ao controle negativo. 
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5 DISCUSSÃO 

Os AINEs estão entre os agentes farmacológicos mais utilizados na prática 

médica atual e correspondem a 30% das vendas de medicamentos no mundo 

(LITALIEN & JACQZ-AIGRAIN, 2001; KUMMER & COELHO, 2002). O Piroxicam, 

introduzido em 1980 como AINE (WESSLING et al., 1990), pertence 

farmacologicamente a classe oxicam e é indicado para tratar diversos males como 

artrite reumatoide, dismenorreia primária, endometriose, entre outros (SANTOS et al., 

2011). E, apesar do Piroxicam, assim como outros AINEs, ocasionar problemas 

gastrointestinais como ulceração, perfuração do estômago e intestino (SHOHIN et al., 

2013; FDA, 2016), Hobbs (1986) e Rugstad e colaboradores (1986) sugerem que não 

existe correlação entre as concentrações plasmáticas de Piroxicam e eventos 

adversos.  

Suas propriedades anti-inflamatórias são bem conhecidas e estão relacionadas 

a sua capacidade não seletiva de inibição reversível das COXs. Além disto, Haynes e 

colaboradores (1990) alegam que o Piroxicam e outros AINEs podem estimular ou 

modular funções imunitárias que exijam linfoproliferação através da supressão da 

formação de PGE2. No entanto, sabe-se pouco a respeito de seu comportamento, no 

que tange a citotoxicidade e genotoxicidade. São escassos dados a respeito dos 

possíveis efeitos genotóxicos do Piroxicam em células de mamíferos não neoplásicas. 

Esses efeitos podem ser monitorados para a prevenção e controle de algumas 

reações adversas e efeitos colaterais importantes. Todas estas questões suscitaram 

o desenvolvimento do presente trabalho. 

A primeira etapa do presente estudo consistiu em avaliar, pelo ensaio MTT, a 

viabilidade de células VERO tratados com Piroxicam. Os resultados mostraram uma 

inibição significativa da viabilidade celular em concentrações elevadas do 

medicamento (Figura 7). Tais dados corroboram resultados prévios da literatura para 

outros modelos experimentais (HANIF et al, 1996; SHIFF et al., 1996; DING et al, 

2003; ALKAN et al., 2012). No entanto, a maioria dos trabalhos de 

citotoxicidade/viabiliadade celular realizados com o Piroxicam verificaram seus efeitos 

em células neoplásicas. Por exemplo, Royals e colaboradores (2005) relataram que o 

Piroxicam e o Deracoxib diminuíram significativamente a proliferação de células de 

osteossarcoma canina altamente metastática. Alkan e colaboradores (2012) 
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demostraram que o tratamento combinado de Piroxicam e Deracoxib induziu uma 

inibição nas células de tumor mamário canino (CMT-U27) significativamente maior do 

que a estimulada por qualquer destes agentes sozinhos. Knottenbelt e colaboradores 

(2006) observaram que o Piroxicam inibiu a proliferação celular do carcinoma mamário 

canino in vitro. 

Vale ressaltar que outros AINEs também mostraram efeitos semelhantes aos 

induzidos pelo Piroxicam no presente estudo. Por exemplo, Chiu, Tong & Ooi (2005) 

relataram que o celocoxib e a indometacina reduziram a viabilidade do melanoma da 

pele humana A-375. Também são relatados efeitos citotóxicos induzidos pelo 

Cetoprofeno em linhagem VERO por meio do ensaio com corante MTT (HAMDANI et 

al., 2013). 

A ação antiproliferativa dos AINEs tem sido relacionada com dois principais 

mecanismos, a indução de apoptose e a interferência no ciclo celular em diferentes 

tipos de células (HANIF et al, 1996; SHIFF et al., 1996; DING et al, 2003; ALKAN et 

al., 2012). DING e colaboradores (2003) sugerem que o Piroxicam inibe o crescimento 

de células orais humanas normais, pré-malignas e malignas, sendo um inibidor 

altamente seletivo do crescimento de células pré-malignas e malignas. Os autores 

relatam que este fato ocorre através da inibição de vias de sinalização que regulam a 

progressão das células na fase S do ciclo celular, concomitante a uma redução 

acentuada nos níveis de ciclinas, PCNA, cdc2 e proteínas AP-1. 

O Piroxicam, nas concentrações de 500 e 1000 µM, também inibiu o ciclo de 

células de tumor mamário canino (CMT-U27), indicando que o bloqueio do ciclo celular 

(efeito citostático) é um dos principais mecanismos responsáveis pela ação 

antiproliferativa deste AINE (ALKAN et al., 2012). Efeitos antiproliferativos induzidos 

pelo Piroxicam e pelo Sulindac também foram relatados por Hanif e colaboradores 

(1996) em células de câncer de cólon HCT-15. Por fim, Shiff e colaboradores (1996) 

ao avaliarem os efeitos da Aspirina, Indometacina, Naproxeno e Piroxicam em células 

de adenocarcinoma do cólon HT-29 observaram a inibição da proliferação, bloqueio 

do ciclo celular na fase G0/G1 e indução de apoptose nas mesmas. Todos estes 

efeitos causam um impacto na proliferação celular, o que se reflete em uma diminuição 

da viabilidade celular. 
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O ensaio MTT, apesar de extensivamente utilizado como medida de viabilidade 

celular, não permite determinar de maneira precisa qual o mecanismo anti-proliferativo 

as células estão sofrendo. Como citado anteriormente, o Piroxicam parece exercer um 

claro efeito citostático em células em cultura, principalmente quando se trata de 

células neoplásicas. No entanto, uma vez que não realizamos estudos para avaliar a 

cinética do ciclo celular, não podemos afirmar que este mecanismo esteja também 

ocorrendo em nossas condições experimentais. Por outro lado, o efeito citotóxico 

observado por um aumento significativo de células apoptóticas e necróticas após 

tratamento com Piroxicam foi marcante em nossos resultados (Figura 8). 

A indução de apoptose pode ser realizada por vários mecanismos, entre eles, as 

vias apoptóticas extrínseca e intrínseca. Nesse contexto, Kim e colaboradores (2012) 

relataram que o Piroxicam induz apoptose em células HEPG2 pela via extrínseca, 

sendo tal via mediada por rTNF (fatores de necrose tumoral), caspase 8 e caspase 3. 

Por meio desta via, a apoptose é desencadeada por ligantes específicos que 

interagem com receptores de membrana rTNF, ativando a cascata das caspases 

(BUDIHARDJO et al., 1999) e sinalizando para a apoptose.  

Outros estudos apontam que o Piroxicam também induz apoptose pela via 

intrínseca. Por exemplo, Saini & Sanyal (2015) estudaram o papel das proteínas 

reguladoras do ciclo celular e fator de transcrição NFkB pró-inflamatório utilizando 

Piroxicam e C-ficocianina em células neoplásicas de cólon de rato transformadas por 

dicloridrato de 1,2-dimetil-hidrazina (DMH). Os autores observaram que ambas as 

drogas induzem apoptose mediada por ativação de p53. Piroxicam e C-ficocianina 

também estimularam antiproliferação, restringindo a expressão de PCNA e reduzindo 

a sobrevivência da célula via inibição da proteína nuclear kapa B (NFKB) por 

inativação do dominio de ativação transcricional proveniente da subunidade p65.  

No presente trabalho, a morte celular do tipo necrose também foi induzida pelo 

Piroxicam, mas em pequenas quantidades, estando abaixo de 5%, como observado 

na Figura 8. Taxas pequenas de necrose também foram encontradas por outros 

autores. Alkan e colaboradores (2012) observaram que o Piroxicam induziu necrose 

em níveis menores do que 8% em células de tumor mamário canino (CMT-U27). 

Chang e colaboradores (2006) observaram a indução de necrose por Piroxicam em 

culturas de condrócitos epifisário-articulares de ratos fetais e essa indução foi de 
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6,07% na concentração de 10-5 M e 7,54% na concentração de 10-4 M. Apesar de 

significativos, os resultados de Chang e colaboradores (2006) foram menores do que 

8%, corroborando Alkan e colaboradores (2012) e os achados do presente estudo. O 

panorama global observado na literatura a respeito da citotoxicidade do Piroxicam 

mostra que este AINE induz apoptose mais expressivamente do que necrose e a 

necrose, quando induzida, ocorre sempre em baixos níveis. 

Em relação aos resultados obtidos pelo ensaio cometa, observou-se que o 

Piroxicam não induziu dano ao DNA de células VERO (Figura 9), nas condições 

testadas. Não existem na literatura trabalhos em que os efeitos genotóxicos do 

Piroxicam tenham sido avaliados com ferramentas mais modernas utilizadas em 

estudos de genética toxicológica, tais como o teste do cometa e do micronúcleo. Os 

únicos dados de genotoxicidade deste AINE estão descritos em pouquíssimos 

trabalhos e foram obtidos através de técnicas básicas de análise cromossômica. No 

entanto, de maneira geral, tais trabalhos corroboram os achados de cometa do 

presente estudo. Por exemplo, no trabalho de Kullich & Klein (1986), os autores 

observaram que o Piroxicam não aumentou significativamente a frequência de troca 

de cromátides irmãs em linfócitos humanos de sangue periférico de pacientes em 

tratamento com esta droga por um período de 14 dias a 20 mg/dia. 

Resultados similares foram observados por Kullich, Hermann & Klein (1990). 

Tais autores observaram que linfócitos in vitro tratados com doses terapêuticas de 

Lornoxicam, Tenoxicam e Piroxicam não apresentaram um aumento das frequências 

de trocas entre cromátides-irmãs. Já com a adição de mitomicina C às culturas (um 

método que simula uma tensão genotóxica adicional), as taxas de trocas entre 

cromátides-irmãs elevaram-se significativamente na presença de oxicams em relação 

aos controles sem um oxicam. Os autores relatam ainda que em um tratamento in vivo 

por 14 dias com Tenoxicam e Lornoxicam mudou as taxas de trocas entre cromátides-

irmãs espontâneas, mas o Piroxicam não o fez.  

Por fim, Dkhil e colaboradores (2011) relataram achados que divergem dos 

resultados de genotoxicidade do presente trabalho e também dos da literatura. Tais 

autores investigaram alterações citogenéticas em células da medula óssea de ratos 

albinos machos tratados com injeção intraperitoneal de Piroxicam e observaram que, 

em todos os períodos de tratamento, o número de células com quebras de cromátides 
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e com alterações estruturais totais aumentaram para níveis estatisticamente 

significativos. No entanto, não ocorreram alterações significativas nos índices 

mitóticos. Os autores alegam que seus resultados discrepantes da literatura se 

devem, provavelmente, ao fato de que alterações cromossômicas têm mecanismos 

de indução diferentes dos mecanismos de indução de trocas entre cromátides-irmãs. 

Os resultados de genotoxicidade do Piroxicam indicam que este AINE parece 

apresentar tanto efeitos genotóxicos, quanto efeitos não-genotóxicos, com 

predominância deste último. No entanto, a literatura demonstra que além destes 

comportamentos, o Piroxicam pode ainda apresentar efeitos antigenotóxicos. 

Weitberg (1988) demonstrou que o Piroxicam protege células de ovário de hamster 

chinês (CHO) dos efeitos genotóxicos induzidos por estresse oxidativo, também 

utilizando o teste de troca entre cromátides-irmãs. Segundo os autores, o estresse 

oxidativo induz peroxidação lipídica disparando a cascata do ácido araquidônico. 

Produtos do metabolismo do ácido araquidônico são, por sua vez, clastogênicos. 

Assim, o Piroxicam, ao inibir as ciclooxigenases e, consequentemente, a oxidação do 

ácido araquidônico, protegeria as células de dano ao seu DNA.  

Um estudo que reforça a possibilidade deste mecanismo de proteção contra 

estresse oxidativo é o de Baudrimont e colaboradores (1997). Estes autores 

observaram que a Ocratoxina A (OTA) (uma micotoxina produzida por Aspergillus 

ochraceus) pode ser ativada pela via de síntese de prostaglandinas e, assim, produzir 

espécies reativas de oxigênio que levariam a peroxidação lipídica de membranas em 

células VERO. O tratamento prévio com Piroxicam impediu a ativação de OTA e a 

consequente peroxidação lipídica induzida por esta micotoxina. A hipótese de que o 

Piroxicam apresenta efeitos antigenotóxicos precisa ser avaliada em nossas 

condições experimentais. 

De modo geral, observou-se que o Piroxicam diminui a viabilidade celular de 

forma dependente de concentração e este fator relaciona-se com a indução 

predominantemente de apoptose. Já a necrose também foi induzida, mas em pequena 

quantidade. Logo, o Piroxicam foi citotóxico nas condições testadas, mas não 

genotóxico, pois não induziu danos no DNA de células VERO, quando avaliado pelo 

ensaio cometa. 
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6 CONCLUSÕES 

 Nas condições testadas, observou-se que o Piroxicam diminui a viabilidade de 

células VERO;  

 O Piroxicam induziu morte apoptótica e necrótica em linhagem VERO, porém 

com predominância da primeira; 

 O Piroxicam, apesar de ter demonstrado um claro efeito citotóxido em células 

VERO, não foi genotóxico, pois não induziu danos no DNA, quando avaliado 

pelo ensaio cometa. 
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