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RESUMO

Evidéncias demonstram que ambas as isoformas da ciclooxigenase (COX) sao
constitutivamente expressas na medula espinhal (ME) de ratos, sendo COX-2
predominante no corno dorsal da medula espinhal (CDME) e podendo apresentar
importante papel no desenvolvimento e manutengao da dor inflamatéria. Assim, sugere-
se que os antiinflamatdrios nao-esteroidais (AINEs) possam exercer sua acdo analgésica
diretamente sobre o sistema nervoso central (SNC), e a administragdo espinhal desses
farmacos tem despontado como uma alternativa no manejo da dor. O presente estudo
objetiva, portanto, avaliar os efeitos da administracdo subaracnéidea (SA) do
meloxicam em um modelo de dor inflamatéria, bem como sua possivel toxicidade sobre
o SNC. Foram utilizados 27 ratos Wistar, machos, nos quais uma canula SA foi
implantada. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em tré€s grupos e submetidos
a administracdo de SuLL de solucdo salina (Grupo I — GI), 30ug de meloxicam (Grupo 11
— GII) ou somente a manuten¢do cronica da canula SA (Grupo II — GIII). A
hipernocicep¢do mecanica foi induzida pela injecdo intraplantar de carragenina e
avaliada com o emprego de um analgesimetro digital durante um periodo de 4 horas.
Para estudo da neurotoxicidade, os animais foram diariamente avaliados quanto ao peso
corporal, alteracdes comportamentais e func¢des neuroldgicas, sendo mortos por
perfusdo transcardiaca um, sete ou 14 dias apds a implantagdo da canula SA. A ME foi
coletada e submetida a andlise histopatoldgica. Os resultados demonstraram que a
administracdo do meloxicam na dose de 30pg.animal’ ndo foi capaz de suprimir a
resposta hipernociceptiva mecanica induzida pela carragenina. Nenhum animal,
contudo, apresentou qualquer alteracdo comportamental ou das fun¢des neuroldgicas
durante o periodo de observacdo, tampouco ocorrendo diferenca na variagdo do peso
corporal entre os grupos. A andlise histopatologica da ME ndo apresentou diferencas
entre 0s grupos experimentais, entretanto revelou a presenca de alteracdes severas
relacionadas a presenca da canula SA, especialmente na regido cervical. Estes dados
sugerem a auséncia de efeitos neurotéxicos apds a administracdo SA do meloxicam,
encorajando a realizagdo de estudos adicionais com modelos de dor ou doses distintas.

Palavras-chave: AINE, carragenina, dor, medula espinhal



ABSTRACT

Evidences show that both isoforms of cyclooxygenase (COX) are constitutively
expressed in the spinal cord (SC) of rats; COX-2 is predominant in the spinal cord
dorsal horn (SCDH) and capable of having an important role in the development and
maintenance of inflammatory pain. Thus, it is suggested that non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) may exercise their analgesic action directly on central
nervous system (CNS), and spinal administration of these drugs has emerged as an
alternative in pain management. This study aims therefore to assess the effects of
subarachnoid administration (SA) of meloxicam in a model of inflammatory pain as
well as its possible toxicity on the CNS. Twenty-seven Wistar male rats were used, in
which a SA catheter was implanted. The animals were randomly distributed in three
groups and submitted to administration of Sul of saline (Group I-GI), 30ug of
meloxicam (Group II-GII) or only to chronic maintenance of SA catheter (Group IlI-
GIII). The mechanical hypernociception was induced by intraplantar injection of
carrageenan and assessed with the use of a digital analgesymeter during a period of
four hours. To study the neurotoxicity, the animals were assessed daily for body weight,
behavioral changes and neurological functions, being euthanized by transcardiac
perfusion in one, seven or fourteen days after implantation of SA catheter. The SC was
collected and submitted to histopathologic analysis. Results showed that the
administration of meloxicam in the 30,ug.animal'1 dose was not capable of suppressing
hypernociceptive mechanical response induced by carrageenan. No animal, however,
exhibited any changes in behavior or neurological functions during the observation
period, neither difference in body weight variation among groups. Histopathologic
analysis of SC did not show differences among the experimental groups, but revealed
the presence of severe alterations related to the presence of SA catheter, especially in
the cervical. These data suggest the absence of neurotoxic effects after SA
administration of meloxicam, encouraging further studies in pain models or different
doses.

Keywords: NSAID, carrageenan, pain, spinal cord
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1 INTRODUCAO

A despeito de seu carater primordialmente protetor, a dor € uma sensacgdo aflitiva
de repercussoes fisiologicas e emocionais que representam um dos grandes males da
humanidade moderna, cuja expectativa de vida vem se elevando gradualmente. Durante
muitos anos, todavia, a dor foi considerada uma resposta sensorial inerente a lesao
tecidual, de modo que as demais dimensdes da experiéncia dolorosa — afetiva, cognitiva
e psicoldgica, por exemplo — sempre foram subestimadas. Entretanto, ao longo do
tempo, grandes avangos foram feitos no que se refere a compreensao dos mecanismos
subjacentes a dor, de modo que a importancia dos fatores externos ao organismo tem
sido elucidada. Por sua natureza complexa, inespecifica e multifatorial, contudo, a
identificacdo e o correto tratamento dos processos dolorosos seguem sendo grandes
desafios, gerando diversas pesquisas e movendo a gigantesca industria farmacéutica
mundial.

No que se refere a dor aguda, existe primariamente uma clara funcio de alerta e
defesa, sendo que em geral, ela possui breve duracdo e uma relacdo causa-efeito bem
determinada. Porém, quando nio tratados, os processos dolorosos agudos resultam em
alteracdes fisioldgicas que envolvem variados sistemas do organismo e podem ser
gravemente deletérias. A dor cronica, por sua vez, resulta em estresse fisico, emocional,
econOmico e social, sendo gradativamente incapacitante. Em grande parte, estd
associada a alteragdo dos mecanismos centrais de percep¢do da dor, com progressiva
hipersensibilidade, sendo muitas vezes oriunda de um processo agudo cujo tratamento
foi negligenciado. E nitida, portanto, a fundamental necessidade de que todos os meios
disponiveis para controle da dor, tanto aguda, quanto crdnica, sejam sempre
empregados.

Apesar dos farmacos opidides serem até o presente momento a classe de
analgésicos mais amplamente utilizada no tratamento de dores moderadas a severas,
tanto no homem quanto nos animais, seu uso ndo estd desprovido de efeitos colaterais
indesejaveis. Esses efeitos podem, em maior ou menor escala, interferir no bem-estar e,
consequentemente, na qualidade da recuperacao do paciente, de modo que alternativas a
administracao sist€mica dos opidides vém surgindo ao longo dos anos, com o intuito de

se reduzir sua incidéncia e severidade. Essas alternativas preconizam tanto o emprego
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de vias quanto de farmacos que possam vir a substituir o uso sistémico dos opidides,
mas, a0 mesmo tempo, proporcionar similar grau de analgesia.

Dentre as diferentes propostas analgésicas sugeridas em substituicdo aos
opidides sistémicos, a utilizacdo das vias espinhais — epidural e subaracndidea —
emergiu como uma alternativa promissora. Assim, na medida em que as pesquisas
demonstraram estar a administracdo espinhal de farmacos associada a obtencdo de
analgesia similar, mas com o emprego de doses inferiores, encontrou-se a chave para a
reducgdo dos efeitos colaterais indesejaveis, em sua maioria dose-dependentes.

Embora a administracao de opidides pelas vias espinhais tenha sido prontamente
difundida como método eficaz de controle da dor, sua descoberta serviu como fator
propulsor pela busca de novas propostas farmacoldgicas que envolvessem o uso similar
de outras substancias. A utilizagdo de outros farmacos preconiza uma redugdo ainda
mais acentuada dos efeitos indesejaveis que ocorrem — ainda que com menor severidade
— mesmo com o uso espinhal dos opidides.

Nesse contexto, os AINEs despontaram como uma alternativa promissora, tendo
sido motivo de diversos estudos nos ultimos anos, visto que demonstram proporcionar
analgesia com reduzidos efeitos indesejaveis. A descoberta de acdes centrais especificas
dos AINEs sobre a ME, adicionalmente aos seus efeitos periféricos, veio agregar
fundamental importancia as pesquisas que abordam sua eficdcia e seguranca.

Estudos que avaliem o uso espinhal de AINEs sdo, contudo, ainda limitados e
em sua maioria empregam farmacos sem seletividade especifica pelas isoenzimas da
cascata inflamatéria. Concomitantemente, apesar de esses trabalhos utilizarem modelos
animais de dor induzida, sdo escassos aqueles que abordam os efeitos dos firmacos
sobre a dor inflamatdria através da avaliagdo objetiva da nocicep¢cao mecanica.

E de fundamental importancia, adicionalmente, abordar a possivel toxicidade de
qualquer substancia quando administrada em contato direto com o SNC, uma vez que
diferentes farmacos possuem diferentes acdes a nivel celular, as quais podem vir a
comprometer a integridade do cordao espinhal. Dessa forma, estudos de
neurotoxicidade que avaliem a seguranga do farmaco em relacio ao SNC sao
imprescindiveis no transcorrer do longo processo de pesquisas que precede a aplicacdo
de um composto na rotina clinica.

Considerando a importancia de tais avaliacdes e dada a escassez de informagdes
existentes até o momento, se propds neste estudo avaliar os possiveis efeitos

antinociceptivos mecanicos € neurotoxicos de um antiinflamatério ndo-esteroidal, o
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meloxicam, quando administrado de forma aguda por via subaracnéidea em um modelo

animal de dor inflamatoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito antinociceptivo mecanico e a neurotoxicidade do meloxicam
administrado por via subaracnéidea, utilizando um modelo de nocicepcao e inflamacgao
aguda em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da administracdo subaracndidea do meloxicam sobre a

hipernocicep¢do mecanica aguda induzida pela carragenina.

- Investigar a ocorréncia de sinais clinicos neuroldgicos indicativos de

neurotoxicidade apds a administracdo do farmaco.

- Comparar as varia¢des no ganho de peso entre os diferentes grupos, estudando

sua associacdo com possiveis sinais de neurotoxicidade.

- Investigar a ocorréncia de lesdes histopatologicas da medula espinhal

indicativas de toxicidade por acdo do farmaco.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos Anatomo-funcionais do Sistema Nervoso Central

Embora sigam os principios celulares e moleculares fundamentais, os neurdnios
sdo células diferenciadas em relacio as demais devido a sua habilidade tnica de receber,
integrar, armazenar e enviar informacgdes. Assim, uma vez que os sinais recebidos tanto
do ambiente interno quanto do externo tenham sido processados pelos neuronios, gera-
se uma resposta que pode ser comunicada a outros neurOnios e tecidos, garantindo a
rapida adaptacdo a alteracdes e com isso a sobrevivéncia do organismo (COHEN &
PFAFF, 2008).

Constituido por até aproximadamente um trilhdo de neur6nios com um imenso
nimero de interconexdes, o sistema nervoso forma o complexo mecanismo de
comunica¢do neuronal do organismo. Nele, cérebro e medula espinhal sdo constituidos
por substancia branca e cinzenta sem interposi¢do de tecido conjuntivo, formando o

sistema nervoso central (GARTNER & HIATT, 2003).

3.1.1 Medula espinhal

A medula espinhal € a regiao do SNC caudal ao cérebro, estando contida no
canal vertebral. Sua por¢ao cranial é continua com a medula oblonga do cérebro ao
nivel do forame magno do cranio, enquanto sua regido caudal final varia em relacdo a
ultima vértebra lombar e o sacromédio nas diferentes espécies (DELLMANN &
McCLURE, 1986). Durante o desenvolvimento embrionario, a ME se estende ao longo
de todo o comprimento da coluna vertebral, contudo ocorre o subsequente crescimento
diferenciado da coluna vertebral em relacdo a ME, de modo que o comprimento da
coluna passa a ser superior ao da medula antes mesmo do nascimento do animal
(NEWTON, 2008). Assim, os ramos nervosos sao obrigados a um curso caudal ao
longo da medula, aumentando o intervalo entre a origem do nervo espinhal e seu forame
intervertebral (DELLMANN & McCLURE, 1986).

Um corte seccional da ME apresenta tamanho e forma variados nos diferentes
niveis do canal vertebral. Os trés dltimos segmentos lombares e os primeiros dois ou
trés segmentos sacrais sdo largos em diametro, formando o chamado alargamento

lombar (intumescentia lumbalis). Esse alargamento ocorre como resposta ao aumento
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do nimero de células nervosas e fibras na regido, as quais estdo associadas ao plexo
lombossacral e aos musculos do membro pélvico (DELLMANN & McCLURE, 1986).

Cada segmento da ME encontra-se associado a um par de nervos espinhais que
se originam de uma série de pequenas raizes, sendo cada nervo formado por fibras das
raizes dorsal e ventral. Enquanto a raiz dorsal € constituida por axo6nios sensoriais cujos
corpos celulares residem no géanglio da raiz dorsal, localizado fora do SNC, a raiz
ventral é formada pelos ax6nios de neurénios motores do corno ventral da substancia
cinzenta espinhal NEWTON, 2008).

Em sua estrutura interna, a ME € dividida em uma camada exterior composta por
substancia branca e uma por¢do central constituida por substdncia cinzenta. A
substancia branca € formada por tratos de fibras mielinizadas sensoriais e motoras, que
ascendem e descendem longitudinalmente ao longo da extensdo da ME. A substancia
cinzenta, por sua vez, toma a forma de um “H”, sendo composta por pares de cornos
dorsais e ventrais que seguem o comprimento da medula. Os cornos dorsais possuem
natureza sensorial e recebem informacdes somadticas e viscerais aferentes. Os cornos
ventrais, por outro lado, possuem fun¢do motora e cont€ém os neurénios motores cujos
axonios inervam a musculatura esquelética (NEWTON, 2008).

Com caracteristicas morfologicamente heterogéneas, a substincia cinzenta da
ME possui células que diferem consideravelmente em tamanho, forma e densidade.
Contudo, uma vez que apresenta certa organizacdo intrinseca, zonas de regularidade,
chamadas de laminas, podem ser identificadas, tendo sido primeiramente descritas por
Rexed no gato, em 1954. Desde entdo, o conceito de 1aminas tem sido amplamente
adotado a fim de descrever os limites citoarquitetdnicos da ME em muitas espécies. No
entanto o exame detalhado e a descri¢do de tais estruturas foi completada somente no
camundongo (SIDMAN et al., 1971), no rato (MOLANDER et al., 1984) e no homem
(SCHOENEN & FAULL, 2004), adicionalmente ao trabalho original de Rexed (1954)
no gato. Todavia, no geral a organizacdo das laminas de Rexed nos mamiferos € similar,
sendo em nimero de 10 e estruturadas em uma série de camadas seguindo o sentido

dorso-ventral (HEISE & KAYALIOGLU, 2008).

3.1.2 Meninges espinhais

As meninges sao membranas fibrosas que envolvem e protegem o cérebro e a

ME, sendo em nimero de trés: dura-mater (DM), aracndide e pia-madter. Por sua
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natureza fortemente fibrosa, a DM é muitas vezes referida como paquimeninge,
enquanto que a aracndide e a pia-mdter sdo conectadas, e juntas sdo chamadas de
leptomeninge, devido a sua fina e delicada natureza (DELLMANN & McCLURE,
1986). A Figura 1 ilustra as diferentes estruturas que compdem a medula espinhal e seus

envoltorios.

ESPACO EXTRADURAL - & ﬁ ESPAGO INTRADURAL

4 Extramedular
Dura-mater

Espaco epidural

Aracndide

Faceta articular Espaco subaracnéide

Intramedular
Forame vertebral .

Medula

espinhal
Pia-méater

Corpo vertebral

Figura 1 — Anatomia do canal vertebral e da medula espinhal. Adaptado de Wilne & Walker, 2010.

A DM espinhal € a mais superficial das membranas (NEWTON, 2008). Em sua
formacgdo, fibras coldgenas e poucas fibras eldsticas distribuem-se em um arranjo
multidirecional, acelular exceto por uma camada de células adjacente a membrana
aracndide (CHAVES & GUSMAN, 2004). Expansoes laterais cobrem os ramos dos
nervos espinhais, acompanhando-os nos forames intervertebrais. Assim, visto que o
nervo espinhal é formado pela unido dos ramos dorsal e ventral, a DM forma uma
bainha tnica, continua com o epineuro do nervo espinhal (NEWTON, 2008).

Diferentemente da sua por¢do craniana, em que se apresenta constituida por duas
laminas adjacentes (craniana e meningeal), a DM espinhal € formada por apenas uma
camada, continua com a DM meningeal do cérebro (GOSHGARIAN, 2003).

Entre o periésteo e a DM, uma pequena cavidade contendo gordura, tecido

areolar (conjuntivo) e o plexo venoso vertebral interno constitui o chamado espago
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epidural (GOSHGARIAN, 2003). De acordo com Newton (2008), a gordura epidural
fornece protecdo a ME, enquanto as veias do plexo vertebral interno tém a fungdo de
drenar o sangue da ME até o plexo venoso vertebral externo, que € mais superficial.

A cavidade entre a DM e a aracnéide espinhais € chamada cavidade subdural,
que contém uma quantidade muito pequena de fluido. No animal vivo a cavidade
subdural € uma fenda capilar porque o liquido cefalorraquidiano (LCR) da cavidade SA
pressiona a membrana aracnéide contra a superficie interna da DM (DELLMANN &
MCcCLURE, 1986; NEWTON, 2008). Por essa razido, diversos autores referem-se a um
espaco subdural “potencial”, estando ele aumentado sob condi¢des patolégicas
(GOSHGARIAN, 2003). No cadaver, adicionalmente, a pressdo do LCR ¢ perdida por
difusdo, e a cavidade subdural aparenta ser maior (DELLMANN & McCLURE, 1986;
NEWTON, 2008).

A aracnéide espinhal é um tubo fino, quase transparente, que envolve a ME e,
como a DM, possui extensdes tubulares que recobrem os ramos dos nervos espinhais
(DELLMANN & MCcCLURE, 1986) e que sdo continuas com seu epineuro
(GOSHGARIAN, 2003). Ininterrupta desde a aracndide craniana, esta delicada
membrana avascular recobre completamente o saco dural e a cauda equina, terminando
na regido sacral (GOSHGARIAN, 2003). E formada por uma fina rede de fibras de
tecido conectivo que passa através do espaco SA, se estendendo até a superficie da ME
e conectando-se a pia-mater (DELLMANN & McCLURE, 1986; NEWTON, 2008).

O espaco SA separa a aracndide da membrana mais profunda, a pia-mater, sendo
atravessada pelas trabéculas que conectam as duas membranas. Dentro do espaco SA, o
LCR, produzido pelo plexo cordide do sistema ventricular, amortece os choques
traumaticos sofridos pela ME, permitindo que ela flutue dentro da cavidade
(DELLMANN & McCLURE, 1986; GOSHGARIAN, 2003; NEWTON, 2008). A
cavidade SA ¢ alargada na 4rea da cauda equina, nas regides caudais, lombar e sacral,
formando a cisterna lombar (DELLMANN & McCLURE, 1986).

Por fim, a pia-mater € a membrana mais profunda e delicada dentre as meninges,
estando aderida a superficie da ME, seguindo exatamente o seu contorno (NEWTON,
2008). E uma ladmina altamente vascularizada, sendo contigua com a membrana
neuroglial da ME (DELLMANN & McCLURE, 1986). A pia-mdter recobre
diretamente os vasos sanguineos e as raizes dos nervos espinhais e, na regiao final da

coluna, colabora na formacdo do ligamento coccigeo, responsavel por centralizar e



23

ancorar a ME, mantendo seu posicionamento e prevenindo lesdes (GOSHGARIAN,

2003).

3.1.3 Dinamica da administra¢do subaracnéidea

O LCR do canal vertebral ocupa o estreito espaco que envolve a ME e a cauda
equina, estando circundado pela membrana aracnéide. E um fluido isotdnico, aquoso,
com uma constituicdo semelhante a do liquido intersticial e densidade média de
1.003g.L'1 a 37°C (HOCKING & WILDSMITH, 2004). Embora as vias exatas através
das quais se dd o fluxo do LCR ainda carecam de elucidagdo, sabe-se que o LCR
secretado pelo plexo cordide descende pelo neuroeixo até o quarto ventriculo, e deste
segue através do forame magno até a cisterna magna e o espaco SA na regido basal
(JOHANSON et al., 2008).

Uma vez administrado no espaco SA, um farmaco se difunde ao longo do LCR,
e sua distribui¢do varia de acordo com a lipossolubilidade individual da substancia
(RATHMELL et al., 2005). Seguindo o modelo multicompartimental proposto por
Ummenhofer et al. (2000) em um estudo com opidides, o destino de um farmaco
administrado por via SA é complexo. Simultaneamente, a substincia: a) ascende
cranialmente ao longo do LCR; b) penetra na ME; e 3) atravessa a DM, chegando ao
espaco epidural, onde se liga a gordura. A partir da ME e do espacgo epidural, o farmaco
alcanca o compartimento plasmatico, por captacdo vascular. As propriedades clinicas de
cada substancia (periodo de laténcia, duracdo da acdo) e o grau de difusdo cranial
resultam da soma dos efeitos de cada uma dessas rotas (RATHMELL et al., 2005).

Farmacos lipofilicos rapidamente cruzam a DM, onde sdo sequestrados na
gordura ou penetram na ME, sendo levados ao plasma a partir destes sitios. Como
resultado da alta lipossolubilidade, sdo farmacos que apresentam curto periodo de
laténcia, limitada difus@o cranial e uma duracdo de agdo relativamente curta. Em
contraste, substancias hidrofilicas cruzam a DM lentamente, se ligam pouco a gordura
epidural e alcancam o plasma vagarosamente. O resultado desta transferéncia lenta e
limitada da substincia para o plasma é a sua permanéncia em concentragdes
relativamente altas no LCR. Assim, sdo farmacos que apresentam grande periodo de

laténcia, extensa difusao cranial e longa acao (RATHMELL et al., 2005).



24

3.2 Conceitos Gerais do Processo Doloroso

Em 1986, apds sucessivas tentativas, a International Association for the Study of
Pain (IASP) definiu a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
que € associada a lesOes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes”
(MENEZES, 2004). A dor, portanto, ¢ uma experiéncia complexa que envolve ndo
somente a transdu¢do de um estimulo ambiental nocivo como também seu
processamento cognitivo e emocional pelo cérebro (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Por sua natureza inerentemente aversiva, a dor e seu tratamento t€ém sido objetos
de interesse desde periodos anteriores as mais antigas escrituras humanas até o
momento conhecidas. Tédbuas da civilizagdo Babilonica datadas de 2.250 a.C. relatam o
uso de ervas em restauracdes dentdrias para alivio da dor. Hipdcrates, por sua vez, em
500 a.C., foi responsével pelas primeiras descricdes do emprego do 6pio, substincia
essa que, juntamente com os anestésicos locais e gerais, serviu como base para nosso
atual conhecimento acerca das vias da dor (PLEUVRY & LAURETTI, 1996).

As ultimas décadas t€m sido de significativos avangos cientificos no que
concerne ao conhecimento da fisiologia, fisiopatologia e farmacologia da dor (KELLY
et al., 2001). Esse rdapido progresso pode ser atribuido, em grande parte, a adog¢do de
uma abordagem multidisciplinar, envolvendo o wuso simultineo de sistemas
neurobioldgicos, andlises de comportamento, genética, e técnicas celulares e
moleculares (HUNT & MANTYH, 2001).

Apesar de existir uma tendéncia a se imaginar a dor com uma entidade sensorial
homogeénea, ela existe como diferentes tipos: nociceptiva, inflamatéria, neuropdtica e
funcional. A dor nociceptiva é uma sensacgao fisioldgica vital, com a fungao de protecao.
Contudo, se um dano tecidual vem a ocorrer a despeito do sistema defensivo
nociceptivo, torna-se imperativo que o corpo priorize a promog¢do da cura do tecido
lesionado em detrimento a protecdo contra os estimulos nocivos. A dor inflamatdria
surge de forma complementar a esse objetivo. Nesse estado, a sensibilidade no local
afetado € aumentada, de modo que estimulos que antes ndo provocariam dor, agora
provocam. Como resultado, ha a tendéncia de se prevenir o contato ou movimentacao
do tecido lesionado, minimizando danos adicionais até que o processo de reparo esteja
finalizado. Assim, a dor inflamatoria tipicamente se reduz conforme a lesao e a resposta

inflamatéria também diminuem. A dor pode ser ainda, oriunda da les@o ou disfungdo de
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um nervo (dor neuropdtica) ou da atividade anormal do sistema nervoso (dor funcional)

(WOQOLF, 2004).

3.2.1 Fisiopatologia da dor aguda

A experiéncia sensorial da dor aguda causada por um estimulo nocivo é mediada
por um sistema sensorial especializado de alto limiar, o sistema nociceptivo. Esse
sistema se estende desde a periferia, passando através da ME, tronco cerebral e tdlamo
até o cortex cerebral, onde a sensacao é percebida (WOOLF, 2004).

Em 1906, Sherrington propds a existéncia do nociceptor, um neurdnio sensorial
primdrio que € ativado por estimulos capazes de causar dano tecidual. De acordo com
esse modelo, nociceptores possuem limiares ou sensibilidades caracteristicos que os
distinguem de outras fibras nervosas sensoriais (JULIUS & BAUSBAUM, 2001). O
termo nocicep¢do, por sua vez, foi introduzido por Sherrington com o intuito de
diferenciar a percepc¢do de estimulos nocivos da sensacdo de dor propriamente dita
(DUBNER & BENNETT, 1983).

Nesse sentido, a dor € uma sensacdo complexa e, muitas vezes, subjetiva,
incluindo componentes afetivos, culturais e psicolégicos, enquanto que a nocicepcao é
caracterizada pela estimulacio das fibras aferentes primdrias que transmitem o impulso
nociceptivo até o SNC (DUBNER & BENNETT, 1983). Por conseguinte, nem todo
estimulo nocivo que ativa os nociceptores deflagra necessariamente uma experiéncia de
dor, bem como a experiéncia dolorosa ndo possui obrigatoriamente uma correlacdo
proporcional a atividade dos nociceptores (BASBAUM & JESSEL, 2000).

Essa relacdo entre a percep¢ao da dor e a estimulagdo dos nociceptores envolve,
dessa forma, um processamento pelas vias sensoriais que ocorre de maneira complexa,
de modo que esta natureza altamente subjetiva da dor é um dos fatores que mais
dificulta sua compreensao e tratamento clinico (BASBAUM & JESSEL, 2000).

No que se refere ao emprego de animais como modelos experimentais de dor, é
mais adequada a utilizacdo do termo nocicep¢do, visto serem eles incapazes de
verbalizar os componentes subjetivos da experiéncia dolorosa. Assim, tem sido
proposto que termos como dor e analgesia sejam mais apropriadamente empregados
para seres humanos, enquanto nocicep¢ao e antinocicep¢do sejam mais adequados para

animais (JONES, 1992; KLAUMANN et al., 2008). Todavia, por convengdo, o termo
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“dor” € usualmente empregado tanto para pacientes humanos quanto animais
(HELLEBREKERS, 2002).

O componente fisiolégico da dor, ou seja, a nocicepcdo compreende os
processos de transducao, transmissao, percep¢ao e modulacio dos sinais neurais gerados
em resposta ao estimulo nocivo. De forma simplificada, € um sistema que pode ser
considerado como uma cadeia de trés neurdnios: o neurénio de primeira ordem se
origina na periferia e se projeta para a ME; o neuronio de segunda ordem ascende pela
ME; e o neur6nio de terceira ordem projeta-se para o cortex cerebral (MESSLINGER,

1997; TRANQUILLI, 2004). A Figura 2 ilustra esse mecanismo.

3.2.1.1 Transdugao

O ponto inicial da sequéncia de eventos que desencadeia o fendmeno sensitivo-
doloroso € a transformacdo dos estimulos ambientais fisicos ou quimicos intensos em
potenciais de acdo, que das fibras nervosas periféricas sdo transferidos para o SNC
(TEIXEIRA, 2001).

A percepcdo da dor inicia-se na periferia pela ativacdo dos nociceptores, a qual
ocorre por diferentes fatores: estimulo por substancias algiogénicas, liberadas pelas
células dos tecidos lesados ou inflamatdrias — mastdcitos, macréfagos e linfocitos — em
situagdes de trauma, isquemia ou inflamacdo; liberagdo retrégrada de
neurotransmissores pelas fibras nervosas; e influéncias noradrenérgicas, procedentes de
eferéncias simpdticas, resultando em atividade generalizada das fibras nervosas
envolvidas (MENEZES, 2004).

De forma geral, os canais i0nicos transdutores sdo de célcio ou sddio, e ndo sdo
controlados por voltagem, mas por temperatura, substancias quimicas ou forgas
mecanicas. Uma vez ativados, os canais se abrem, permitindo o influxo de sédio e
calcio no terminal do nociceptor periférico, produzindo, dessa forma, uma corrente que
despolariza a membrana (WOOLF, 2004).

Segundo Costigan & Woolf (2000), as fibras aferentes de primeira ordem podem
ser classificadas de acordo com sua estrutura, didmetro e velocidade de condugdo. As
fibras AP s@o mielinizadas, com didmetro maior que 10um e velocidade de conducao de
30-100m.s™'. As fibras aferentes Ad, por sua vez, sdo pouco mielinizadas, variando em
seu diametro entre 2,0-6,0um e t€m velocidade de transmissdo de 12-30m.s". Fibras

nao-mielinizadas do tipo C possuem diametro entre 0,4-1,2um e mostram uma
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velocidade de condugdo de 0,5—2,0m.s'1. As fibras sensoriais mielinizadas de rdpida
conducdo do tipo AP detectam estimulos inécuos aplicados a pele, musculos e
articulacdes, nao contribuindo, assim, para a nocicep¢ao.

As terminagdes nervosas das fibras C e Ad encontram-se presentes em estruturas
superficiais do tegumento, parede das visceras e dos vasos sanguineos, bem como no
sistema musculo-esquelético. As fibras C sdo responsdveis por cerca de 70 a 80% das
aferéncias sensitivas, constituindo o principal grupo, no que se refere a nocicepg¢ao.
Enquanto seus receptores sao polimodais e respondem a estimulos térmicos, mecanicos
e quimicos, os receptores das fibras Ad sdo de diferentes tipos: multimodais (com
propriedades semelhantes as das fibras C, diferindo apenas na velocidade da condugdo);
mecanorreceptores (presentes somente na pele); e termorreceptores (MENEZES, 2004).
Desse modo, estimulos nocivos que resultam em uma sensagao de dor rdpida, fina e
bem localizada refletem, no geral, a acdo de fibras Ad — responsavel pela chamada dor
primdria — enquanto que a nocicepcao difusa e lenta, em queimacao, € elicitada pelas
fibras C (dor secunddria) (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Muiltiplas classes de fibras Ad e C existem, contudo sua caracterizagdo e
descricdo sdo dificultadas por diversos fatores, incluindo inconsisténcias
terminoldgicas, diferencas entre espécies, propriedades contrastantes das fibras entre os
varios tecidos, e os métodos empregados na sua deteccao (MILLAN, 1999).

Por conseguinte, o perfil de ativagdo dos receptores é amplamente derivado da
andlise das fibras responsdveis pela inervacao da pele, e qualidades bastante diversas
caracterizam o0s nociceptores em outros tecidos (RAJA et al., 1999). Nos aferentes
corneais, por exemplo, a dor geralmente € produzida pela estimulacdo tétil indcua,
embora os receptores possam ser sensibilizados por mediadores inflamatdrios
(GEBHART, 1996). E clara, portanto, a dificuldade que surge em se definir um
nociceptor com base apenas no seu limiar de ativagdo ou nas situagdes em que sua
atividade provoca dor (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Uma vez liberada, a energia quimica, mecanica ou térmica € convertida pelos
nociceptores em impulsos neurais, em um processo conhecido como transdugdo.
Quando as fibras C e Ad sdo ativadas por estimulos breves e intensos, acompanhados de
pouco dano tecidual, o resultado € uma dor transitéria que serve como um sinal
fisioldgico de alerta. Todavia, se a ativagdo dos nociceptores for acompanhada por dano
tecidual ou infec¢@o, uma resposta de lesdao regional ocorre na periferia. Substancias

quimicas e enzimas sdo liberadas pelos tecidos afetados, aumentando a transducao do
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estimulo doloroso (KELLY et al., 2001). Bradicininas, acetilcolina, prostaglandinas
(PGs), histamina, serotonina, leucotrienos, substancia P, tromboxano, fator de ativagcao
plaquetadria, radicais dcidos, fons potdssio e citocinas sdo algumas destas substancias até
o momento identificadas que, em contato com os nociceptores, reduzem seu limiar aos
estimulos nociceptivos nos locais de liberacio (MENEZES, 2004). Adicionalmente, as
células lesadas liberam enzimas em seu interior que, através da ativacdo de diferentes
substancias, levam a uma intensa dilatacdo arteriolar e ao aumento da permeabilidade
capilar, contribuindo para que o processo inflamatério se perpetue (GUYTON &
HALL, 2002).

Como resultado da liberacdo destes fatores quimicos e sensibilizagdo dos
nociceptores, estimulos de baixa intensidade passam a ser interpretados como
dolorosos. Esta série de eventos que se segue a uma lesao tecidual é conhecida como
sensibilizacdo periférica e se caracteriza pelo aumento da atividade espontianea
neuronal, diminui¢do do limiar de ativacdo dos nociceptores € aumento da resposta a
estimulos supraliminares (GOZZANI, 2004). Um tipo particular de nociceptor &
referido como nociceptor “silencioso” ou “adormecido”, o qual s6 é ativado apds
inflamacdo ou lesdo tecidual. Esses receptores, previamente silenciosos, entram em
atividade apds estimulos térmicos € mecanicos, mas somente depois da liberacdo dos
produtos quimicos resultantes da lesao (WOOLF & CHONG, 1993; JULIUS &
BASBAUM, 2001). Como consequéncia, desenvolvem descargas espontaneas e
tornam-se capazes de responder intensamente a estimulos nociceptivos e nao-
nociceptivos. Estima-se que 40% das fibras C e 30% das fibras Ad atuem como
receptores silenciosos (WOOLF & CHONG, 1993).

O resultado final da sensibilizacdo dos nociceptores (sensibilizacdo periférica) é
o aparecimento de hiperalgesia, ou seja, uma resposta exagerada aos estimulos

dolorosos (GOZZANI, 2004).

3.2.1.2 Transmissao

Uma vez ocorrido o mecanismo de transducdo, os impulsos sdo levados via
fibras Ad e C ao CDME ou ao ntcleo trigeminal espinhal (no caso da dor orofacial),
onde as fibras fazem sinapse com neur6nios na substincia cinzenta, processo esse
denominado de transmissdo (JULIUS & BASBAUM, 2001; KELLY et al., 2001). Os

nociceptores chegam ao CDME de maneira altamente organizada, de forma que as
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sinapses ocorrem nas camadas superficiais das laminas de Rexed: as fibras Ad o fazem
nas laminas I, I e V, enquanto que as fibras C realizam sinapses nas laminas I e II
(KELLY et al., 2001).

As fibras aferentes de primeira ordem formam conexdes com uma das trés
populacdes de neurdnios do CDME: a) interneur6nios, subdivididos em excitatérios ou
inibitérios; b) neurdnios proprioespinhais, que estendem-se por multiplos segmentos
espinhais e estdo envolvidos com a atividade reflexa; c¢) neur6nios de projecdo, que
participam da transmissao rostral do estimulo através da ME, até centros supraespinhais.
Esses trés componentes interagem e sao essenciais para o processamento da informagao
nociceptiva, o que facilita a geracdo de uma resposta apropriada e organizada a dor
(MILLAN, 1999).

De acordo com Millan (1999), as fibras aferentes nociceptivas sintetizam uma
diversidade de substancias potencialmente envolvidas na transmissdo central e na
modulacdo da informacdo. Essas incluem o glutamato e outros aminoécidos
excitatorios; neuropeptideos, como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP); a fonte universal de energia celular, trifosfato de adenosina (ATP);
o gés difusivel, 6xido nitrico (NO), os metabolitos fosfolipidicos, PGs e neurotrofinas.

O processo através do qual os neurdnios do CDME se tornam sensibilizados por
estimulos nocivos prévios é frequentemente referido como wind-up ou sensibiliza¢do
central (GOTTSCHALK & SMITH, 2001; KELLY et al., 2001; WOOLF, 2004). Tal
fendmeno implica alteragdes dos impulsos periféricos, com adaptacdes positivas ou
negativas. Ocorre, assim, reducdo do limiar e aumento da resposta aos impulsos
aferentes, descargas persistentes apds estimulos repetidos e ampliagdo dos campos
receptivos de neurénios do CDME (ROCHA et al., 2007).

Woolf (2004) afirmou que o aumento na excitabilidade celular significa sua
ativacdo por estimulos que sdo normalmente sublimiares, € a geracdo de uma resposta
exagerada aos estimulos supralimiares. O recrutamento de estimulos sublimiares se
manifesta como uma redu¢do no limiar para surgimento da dor (alodinia), uma resposta
amplificada ao estimulo nocivo (hiperalgesia), e a expansdo da sensibilidade a dreas
nao-lesadas (hiperalgesia secunddria).

Segundo Melzack et al. (2001) diversos investigadores tem proposto teorias
detalhadas acerca do modo pelo qual o estimulo nocivo produz alteragdes na funcao do
SNC. Contrariando as teorias prévias de sensibilizacdo central, tem se proposto que,

adicionalmente ao papel da hiperatividade neuronal sobre a dor patoldgica, alteracdes
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celulares e moleculares afetam a excitabilidade da membrana e induzem a expressao de

novos genes, contribuindo, assim, para que futuras estimulagdes gerem respostas

exacerbadas.
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Figura 2 — Mecanismo de dor. 'trato neoespinotaldmico; “trato paleoespinotaldmico; “trato
espinoreticular; *nicleo taldmico intralaminar; >niicleo taldmico
ventroposterolateral A. A estimulagdo das fibras C produz dor espontinea e
hiperalgesia primdria. Adicionalmente, uma &4rea de alodinia e hiperalgesia
secunddria fora da regido de lesdo primdria € produzida no SNC, como
conseqiiéncia do trafego de impulsos aferentes nociceptivos. B. Quando ativados,
os nociceptores conduzem os impulsos até a ME via fibras Ad e C. Fibras AR
podem se tornar sensibilizadas por mecanismos especificos do SNC para produzir
alodinia. C. Quando dreas do tdlamo e cortex cerebral sdo ativadas, projecdes
secunddrias no trato espinotaldmico, no trato da coluna dorsal e outras vias
nociceptivas levam a percepcao consciente da dor. Adaptado de Galer et al., 2002.
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3.2.1.3 Percepcao

As fibras aferentes nociceptivas de segunda ordem — conhecidas como neuronios
de projecdo — tém seus corpos celulares no CDME, a partir do qual projetam axdnios
aos centros do SNC responsaveis pelo processamento da informagdo nociceptiva
(KELLY et al., 2001).

A informacao sobre o dano tecidual é conduzida pelos neurénios de projecao, os
quais cruzam a linha média e, através de vias ascendentes que correm no lado oposto da
medula, transmitem a informagdo ao tronco cerebral e tdlamo. Estas fibras formam
desse modo, o trato espinotalamico, a maior via ascendente para informacoes de dor e
temperatura (PURVES et al., 2001).

No caso das informagdes nociceptivas oriundas da face, contudo, uma rota
diferenciada existe até o tdlamo. Os axonios de primeira ordem se originam de células
do ganglio trigeminal e dos ganglios associados a outros nervos cranianos € levam
informacdes dos nociceptores faciais até o tronco cerebral. Essas fibras realizam um
curso descendente até o bulbo, de onde partem neurdnios de segunda ordem que levam
a informacao até o talamo (PURVES et al., 2001).

Alcancgando tais centros, interneurdnios fazem a retransmissdo das informagdes
até o cortex cerebral (WOOLF, 2004). A ativacdo dessas estruturas supraespinhais €
mediada por aminodcidos excitatorios (JENSEN & YAKSH, 1992), todavia os
neurotransmissores envolvidos no processamento central da informagdo nociceptiva
ainda nao foram elucidados (KELLY et al., 2001).

Ploner et al. (2006) demonstraram que a velocidade de conducao da informacao
dolorosa tanto na periferia quanto na ME € mais lenta do que a transmissdo da
informacao tatil. Contudo o processamento cerebral da dor é substancialmente mais
rapido do que o processamento da informagdo tétil, compensando a conducdo lenta da
periferia e da ME. Como conseqiiéncia hd um curto periodo de laténcia estimulo-

resposta, gerando uma resposta comportamental protetora imediata.

3.2.1.4 Modulacao

Apesar de existirem evidéncias sobre a presenca de mecanismos supressores

desde o inicio do século XX, foi somente com a apresentacdo da teoria de comporta por

Melzack & Wall, em 1965, que os sistemas modulatérios da dor passaram a ser
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reconhecidos. De acordo com essa teoria, a supressdao da dor decorreria da inibi¢do pré-
sindptica na ME, resultante da colisdo entre potenciais dos aferentes primdrios e
antidromicos originados na substancia gelatinosa do CDME. Embora atualmente ela nao
seja mais aceita da forma como foi apresentada, a teoria teve o mérito de inaugurar o
conceito da interacdo sensorial, segundo o qual as diferentes modalidades e qualidades
sensoriais interagem entre si, modificando-se quanto a sua expressao (WAISBROD et
al., 1984).

De um modo geral, a existéncia de mecanismos endégenos que reduzem a dor
através de uma rede de inibicdo € atualmente aceita (OSSIPOV et al., 2010), e as vias
descendentes do tronco cerebral constituem um dos principais mecanismos de controle
da transmissdo da dor (MILLAN, 1999; REN & DUBNER, 2002).

No processo de modulacdo, estimulos se originam em multiplas dreas, incluindo
o hipotdlamo, a amigdala e o cortex cingulado rostral anterior (OSSIPOV et al., 2010) e
terminam em neur6nios do CDME espinhal e do subniticleo caudal do nucleo trigeminal.
Assim, direta ou indiretamente, aumentam ou diminuem o trafego de informacdes
nociceptivas, alterando a experiéncia de dor (FIELDS et al., 2005). Peptideos opidides,
monoaminas, neurotensina e aminodcidos excitatorios tém sido os principais
neurotransmissores implicados nesse processo (MENEZES, 2004).

Estes impulsos descendentes ndo somente influenciam a transmissao sindptica
das fibras sensoriais no nivel da primeira sinapse, no CDME, como também atuam no
bulbo e diencéfalo, modulando a informagdo ascendente em cada nivel do neuroeixo
(BISHOP, 1980). Entretanto, as vias descendentes ndo exercem acgdes exclusivamente
inibitérias no CDME. De fato, um dnico transmissor pode exercer multiplas acdes no
corno dorsal, de acordo com o tipo de neurdnio-alvo e o receptor ativado (MILLAN,
1999). Segundo Ren & Dubner (2002) a existéncia de vias descendentes facilitatérias
fornece uma gama de sitios-alvo para o desenvolvimento de fairmacos ou adjuvantes que

possam potencializar os efeitos dos analgésicos ja existentes.

3.2.2 A¢do das ciclooxigenases na nocicepgao

O processo de lesdao e inflamagdo de um tecido resulta em profundas mudancgas
no ambiente quimico do terminal periférico dos nociceptores. As células danificadas
liberam seu contetdo intracelular (como ATP e ions potédssio); o pH se reduz; e

citocinas, quimiocinas, e fatores de crescimento sdo produzidos pelas células
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inflamatodrias recrutadas ao sitio de lesdo (LEVINE & REICHLING, 1999). Na vigéncia
de danos a membrana celular — a qual é composta basicamente de fosfolipidios — a
enzima fosfolipase A,, presente em leucécitos e plaquetas, € ativada por citocinas pro-
inflamatodrias, dentre elas a interleucina (IL)-1. Essa enzima provoca a degradacdo dos
fosfolipidios, resultando na producdo de dcido araquidonico (Figura 3). Esse, quando
metabolizado, forma leucotrienos através da acdo da enzima lipoxigenase, € PGs,
prostaciclinas e tromboxanos, pela agao da enzima COX (VANEGAS & SCHAIBLE,
2001; HILARIO et al., 2006).
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Figura 3 — Producdo e acdo das prostaglandinas. Apds estimulo quimico,
fisico ou humoral, fosfolipidios de membrana sdo mobilizados
por acdo da fosfolipase A,, sendo convertidos em 4cido
araquidonico. As ciclooxigenases 1 e 2 convertem o 4cido
araquidonico em PGH, e PGG,, as quais sdo transformadas nos
prostandides que agem fisiologicamente nos tecidos, ou no local
da lesdo produzindo a reacdo inflamatéria. Adaptada de
Fitzgerald e Patrono, 2001.

A COX converte, por oxigenacdo, o acido araquidonico em dois componentes
instaveis: prostaglandina G, e prostaglandina H,, as quais sdo transformadas em
prostaciclinas, tromboxano A, e prostaglandinas D,, E, e F,, por acdo de isomerases
(HILARIO et al., 2006). Nesse processo, a producio de prostandides no local da lesdo é
um dos principais elementos da reacdo inflamatéria (WOOLF, 2004).

Primeiramente descoberta, a COX-1 é uma enzima constitutivamente ativa, ou

seja, ela origina o conjunto de PGs fisiolégicas necessdrias para a funcdo celular
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(MILLAN, 1999), tendo como principais efeitos a protecio da mucosa gdstrica, a
agregacdo plaquetdria, a homeostase vascular e o balanco de sédio e dgua nos rins
(GOZZANI, 2004, HILARIO et al., 2006). Assim, encontra-se presente em quase todos
os tecidos (vasos sanguineos, plaquetas, estdbmago, intestino, rins (HILARIO et al.,
2006)

Em 1991, contudo, o gene que codifica uma segunda isoforma da enzima foi
identificado (XIE et al., 1991), sendo ela denominada de ciclooxigenase-2 (COX-2)
(KULKARNI et al., 2000). A COX-2 converte o dcido araquidonico em prostaglandina
H, a qual é transformada em prostandides especificos, como a prostaglandina E,
(PGE,), por prostaglandinas sintases. Segundo Vane et al. (1998) as enzimas
responsaveis por catalisar a sintese da COX-2, da fosfolipase-A, e da PGE; ndo estdo
constitutivamente presentes na maioria dos tecidos. A COX-2, por exemplo, seria
induzida em resposta a presencga de IL-1f e fator de necrose tumoral-a. Gozzani (2004),
por outro lado, afirmou que a COX-2 possui agdes fisiolégicas nos ovdrios, utero,
encéfalo, rins, cartilagens e 0ssos, o que é corroborado por Mitchell & Warner (1999).

Os produtos da COX, especialmente a PGE,, modulam os sinais cldssicos da
inflamacao, atuando sobre o surgimento da dor e do edema (MITCHELL & WARNER,
1999). Os prostandides sdao os maiores mediadores da hiperalgesia que acompanha a
inflamacdo, causando sensibiliza¢do dos receptores periféricos, reduzindo o limiar de
ativacdo e aumentando sua responsividade a outros estimulos (KELLY et al., 2001;
CONCEICAO, 2004).

Adicionalmente, os produtos da COX atuam na ME facilitando a transmissao da
resposta dolorosa (YAMAMOTO & NOZAKI-TAGUCHI, 1996). Tanto a COX-1
quanto a COX-2 estdo presentes no cérebro e na ME, contudo parece haver regides
especificas onde cada isoforma é predominantemente expressa. (MITCHELL &
WARNER, 1999). Enquanto a COX-2 aparece principalmente no cortex, hipotidlamo e
hipocampo (BREDER et al., 1995), a COX-1 € encontrada em quase todas as estruturas
do SNC, sendo particularmente grande sua presenca no telencéfalo (MITCHELL &
WARNER, 1999). Entretanto, conforme demonstrado por Samad et al. (2001), algumas
horas pdés uma lesdo periférica localizada, a COX-2 comega a ser expressa em neuronios
de varias areas do SNC. Essa expressdo € iniciada ndo pelo influxo sensorial na ME,
mas por um fator humoral circulante liberado pelas células inflamatdrias, o qual induz a
producdo de COX-2. Como resultado da elevac@o nos niveis de PGE,, a¢des pré e pds-

sindpticas facilitam a transmissdo ao longo da sinapse, aumentam a excitabilidade e
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contribuem para o surgimento de uma fase tardia, prolongada e difusa da sensibilizacdo
central.

Posteriormente, um terceiro tipo de ciclooxigenase foi descrito, sendo
denominado COX-3, o qual tem demonstrado ser sensivel a farmacos analgésicos e

antipiréticos (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).
3.3 Inibidores da ciclooxigenase

Em 1893, quando o quimico alemao Felix Hoffman motivou a Bayer® a produzir
o 4cido acetilsalicilico, patenteado como Aspirina®, ndo imaginava que os AINEs um
dia seriam os farmacos mais amplamente prescritos e utilizados em todo o mundo
(CARVALHO et al, 2004). Embora uma variedade de farmacos quimicamente distintos
esteja incluida nesse grupo, os beneficios terapéuticos comuns a todos os AINEs
incluem a inibicdo do edema e/ou da dor no sitio de inflama¢do. Em adicdo, alguns
farmacos ainda exibem efeitos cardiovasculares, sobre a Doenca de Alzheimer e o
cancer (MITCHELL & WARNER, 1999).

Os efeitos colaterais dos AINEs, contudo, limitam seu uso em alguns pacientes.
Dentre tais efeitos, o mais comum € a irritacdo e lesdo da mucosa gastrointestinal,
particularmente a mucosa géstrica. Cada membro da familia dos AINEs apresenta
algum nivel individual de efeitos; todavia, o mecanismo de acdo comum a todos os
farmacos € o bloqueio da sintese de PGs através da inibicao da COX, reduzindo, por
conseguinte, a producdo dos mediadores da resposta inflamatéria aguda (MITCHELL &
WARNER, 1999; WHITE, 2002).

Elucidando-se o mecanismo de a¢do dos AINEs veio a tona uma nova hipdtese
para explicar seus efeitos: enquanto a inibicdo da COX-2 é responsavel pelos efeitos
benéficos, a inibicdo da COX-1 desencadeia os efeitos colaterais (MITCHELL &
WARNER, 1999). Com isso, teve inicio uma nova era de sintese de substancias
antiinflamatérias mais seletivas, direcionando as pesquisas para a elaboragdo de
compostos que atuassem preferencialmente na inibicao de isoenzimas especificas, com
o objetivo de evitar a manifestacdo de efeitos colaterais (TASAKA, 1999). Todos os
AINEs, contudo, apresentam algum efeito tanto sobre a isoenzima COX-1 quanto sobre

COX-2 (GILRON et al., 2003).
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3.3.1 Meloxicam

O meloxicam [4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxiamida 1,1-diéxido de s6dio] € um analgésico e aintiinflamatério ndo-esteroidal
pertencente a classe do dcido endlico, um dos derivados do oxicam (Figura 4). E um
potente inibidor da COX, apresentando preferéncia pela isoenzima COX-2 (LEAL et al.,
2008). Diferentemente de muitos outros AINEs, o meloxicam apresenta alta
biodisponibilidade oral e uma longa meia-vida, o que o tornou um atraente analgésico
para utilizacdo na prética veterinaria (TURNER et al., 2006).

Em ratos, o meloxicam € eliminado do sangue de maneira bifdsica apods
administracdo intravenosa (IV) e uma diferenca entre gé€neros pode ser constatada
durante a fase mais longa de eliminag¢do, com as fémeas mostrando uma eliminagao
mais demorada. Assim, a meia-vida do meloxicam apds administracdo IV é de 13 horas

nos machos e 37 horas nas fémeas (BUSCH et al., 1998).

Q/QLMCMG
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Figura 4 — Representagdo da férmula quimica do meloxicam. Adaptada de Futaki
etal., 1993.

Uma vez distribuido no sangue, mais de 90% do farmaco apresenta-se no
plasma, sendo levado para diferentes 6rgaos. As maiores concentracdes sdo encontradas
no figado, com niveis moderados nos rins, pele, pulmdes e intestinos, e baixas
concentracdes na musculatura esquelética e SNC. A excrecdo renal constitui a principal
rota de elimina¢do do meloxicam em ratos, correspondendo a aproximadamente 70% da
dose administrada por via oral ou IV, sendo o restante eliminado pelas fezes. A
eliminagdo completa do farmaco se d4 em aproximadamente 96 horas nos machos,
sendo mais tardia nas fémeas (BUSCH et al., 1998). A duragdo da a¢do do meloxicam &,
portanto, superior a do piroxicam, diclofenaco e indometacina (ENGELHARDT, 1996).

Segundo Engelhardt et al. (1995), diversos modelos animais de inflamacdo ja
foram empregados a fim de demonstrar os efeitos antiinflamatérios do meloxicam,

dentre eles os modelos de edema de pata induzido por caolina ou carragenina, pleurisia
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induzida por carragenina e artrite induzida por adjuvante. Em todos esses modelos o
meloxicam foi capaz de suprimir a inflamacdo de forma prolongada apds uma dose
Unica

O mesmo autor, em 1996, afirmou que o meloxicam possui uma alta atividade
intrinseca combinada com um baixo potencial ulcerogénico, isto é, um alto indice
terapéutico, sendo esse superior ao de outros AINEs, incluindo piroxicam, diclofenaco e
indometacina. Apesar destas caracteristicas, seu emprego nao estd destituido de efeitos

colaterais.

3.3.2 Efeitos antinociceptivos espinhais

E crescente o nimero de trabalhos mostrando evidéncias de que os AINEs
apresentam, além da acdo periférica reconhecida, um poderoso efeito nos estados de dor
experimental que € independente de seus efeitos antiinflamatérios (VINEGAR et al.,
1987). Adicionalmente a sua acdo inibitéria da sintese de PGs perifericamente, uma
acdo central dos AINEs tem sido sugerida por estudos experimentais nos quais esses
farmacos demonstram uma maior poténcia pela via SA quando comparada a
administracao sisttmica (MALMBERG & YAKSH, 1992a; MALMBERG & YAKSH,
1992b). Ainda ndo estd definido, contudo, se esse tipo de acdo € exclusivamente
espinhal ou se parte do efeito deve-se a absorc¢do sist€mica do farmaco (YOON &
YAKSH, 1999; CONCEICAO, 2004).

Estudos tém demonstrado que ambas as formas da COX sdo constitutivamente
expressas no cérebro e na ME de ratos (BREDER et al., 1995), sendo COX-2 a
isoforma predominante no CDME, nao somente na dor patolégica inflamatéria como na
dor fisiol6gica normal (BURIAN & GEISSLINGER, 2005). Segundo Millan (1999), a
administracdo periférica de capsaicina ou a exposicdo a estimulos inflamatérios €
acompanhada por uma elevacgdo dos niveis extracelulares de PG na ME e por uma maior
expressdo do gene da COX-2. Contudo, as relativas contribui¢des das fontes neuronais
(fibras aferentes periféricas e neurdnios intrinsecos) e nao-neuronais nessa elevacao dos
niveis espinhais de PG ainda necessitam ser elucidados. Adicionalmente, Martin et al.
(2007) relataram evidéncias experimentais de que a COX-2 constitutiva pode modular
0s processos centrais nociceptivos em humanos, independente da inflamagao periférica.

Relatos de um significativo efeito antinociceptivo da administracdo dos AINEs

pelas vias espinhais em diferentes espécies (MALMBERG & YAKSH, 1992a; WANG
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et al., 1992) sugeriram que esses farmacos possam ser utilizados efetivamente, parcial
ou completamente, em substituicao aos opidides (WANG et al., 1995). A administracdao
espinhal dos farmacos antiinflamatérios suprime o reflexo das fibras C, inibe a
sensibilizacdo neuronal no CDME e atenua a dor inflamatéria de longa duragdo
(BEICHE et al., 1996; BIANCHI & PANERAI, 1996; BUSTAMANTE et al., 1997;
HERRERO et al., 1997; MALMBERG & YAKSH, 1992a; MCCORMACK, 1994;
WILLINGALE et al., 1997).

Wang et al. (1995) demonstraram, por exemplo, que doses semelhantes de
ibuprofeno foram capazes de produzir significativos efeitos analgésicos apds
administracio epidural em coelhos, mas ndo apds o uso intravenoso, sugerindo que o
principal sitio de acdo do ibuprofeno epidural seria a ME. Esse achado € consistente
com o de Malmberg & Yaksh (1992b) de que os AINEs sdo “100-500 vezes mais ativos
ap6s administragc@o espinhal, do que apds a sistémica”. Yoon & Yaksh (1999), por sua
vez, demonstraram que o ibuprofeno foi capaz de bloquear a elevacdo da liberacdo de
PGs espinhais no teste da formalina em ratos, tanto apds a administragdo espinhal
quanto apds a sistémica.

Malmberg & Yaksh (1992a) constataram que a administracio SA de AINEs
produziu um significativo efeito analgésico, evidenciado por respostas comportamentais
em animais nos quais foi empregado o teste da formalina. Esses experimentos
mostraram uma significativa supressido dose-relacionada da resposta de segunda fase no
teste (fase que se acredita ser indicativa de um estado hiperalgésico). Assim, esses
estudos sugerem que a acdo espinhal dos AINEs possa ser resultante de uma supressao
da sensibilizagdo espinhal.

Masue et al. (1999) demonstraram que a indometacina, o diclofenaco e o S-(+)-
ibuprofeno foram capazes de suprimir a hiperalgesia térmica em ratos. Parris et al.
(1996) constataram analgesia apds a administracdo do cetorolaco de trometamina por
via SA em ratos submetidos a constri¢do cronica do nervo cidtico, um modelo de dor
neuropdtica cronica. Wang et al. (1992), por sua vez, perceberam que a administracao
SA de ibuprofeno resultou em analgesia quando empregada em ratos submetidos ao
teste de tail-flick (reflexo de retirada da cauda).

Em estudo de 1995, Wang et al. compararam a administracdo de doses
semelhantes de S-(+)-ibuprofeno por via epidural e IV em coelhos e perceberam a
ocorréncia de antinocicep¢do sem bloqueio motor nos animais que receberam o farmaco

epidural. Nenhum animal mostrou sinais de toxicidade sist€émica ou nervosa. Visto que
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0s animais que receberam o farmaco por via epidural apresentaram significativos efeitos
analgésicos, o mesmo ndo ocorrendo naqueles submetidos a administragdo IV, os
autores sugeriram que um sitio de ac¢do espinhal — e ndo a absor¢do sist€émica — seja o
responsavel pela antinocicepg¢ao resultante do ibuprofeno epidural.

Estudos abordando a administracdo do meloxicam pelas vias espinhais sdo
escassos. Pinardi et al. (2003) relataram efeitos antinociceptivos do meloxicam (bem
como de outros AINEs) por via SA em camundongos submetidos a um teste
algesiométrico para dor térmica e aguda ndo associada a inflamacdo. Segundo os
autores, o efeito antinociceptivo do farmaco foi revertido pela administracdo sistémica
de atropina, sugerindo que vias facilitatérias colinérgicas muscarinicas possam
representar um importante sistema de modulacdo da percep¢do dolorosa nesse modelo
experimental.

Em trabalho de 2005, os mesmo autores demonstraram que a co-administracao
do meloxicam aumentou o efeito antinociceptivo da morfina quando utilizados por via
SA, reduzindo o requerimento de opidide necessdrio para controle da dor visceral
abdominal. Segundo os autores, essa possibilidade de combinacdo farmacoldgica pode
ter relevancia clinica em diversas situacdes, visto que os efeitos analgésicos da morfina
sobre a dor visceral sdo limitados e geralmente requerem doses altas. Assim, a co-
administracdo de inibidores da COX-2 pode ser util no tratamento clinico de dores
severas.

Takeda et al. (2005) estudaram o efeito da administracio SA do meloxicam de
forma continua por vdrios dias sobre a dor neuropatica, comparando-a 2 administracao
sist€tmica em ratos. Os autores perceberam que o meloxicam SA preveniu o
desenvolvimento de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica, mas foi incapaz de alterar
os limiares em modelos de dor neuropética ja estabelecida. Assim, segundo os autores, a
producdo espinhal de PGs pela COX-2 parece ter um papel central no desenvolvimento
dos estados de dor neuropdtica, mas nao na sua manuten¢do. O meloxicam sist€émico,
por outro lado, foi capaz de reverter parcialmente quadros de alodinia e hiperalgesia ja
instalados, indicando que a COX-2 periférica pode exercer um papel na manutengdo da
dor neuropética.

Recentemente, Kimura & Kontani (2009) demonstraram os efeitos do
meloxicam sobre a alodinia associada a dor neuropatica em camundongos com diabetes.

Os autores observaram que a administracio SA do meloxicam na dose de 30pg.animal’
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exerceu um forte efeito antialodinico sobre a dor resultante da ligagdo do nervo cidtico,

sendo a avaliacao realizada com o emprego dos filamentos de von Frey.

3.3 Modelo de dor inflamatéria induzida pela carragenina

A carragenina € um polissacarideo sulfatado presente em vdrias espécies de
algas vermelhas da ordem Gigartinales (COSTA, 2004). Seu uso como agente indutor
de edema plantar em ratos foi introduzido por Winter et al. em 1962. Posteriormente,
Levy (1969) demonstrou que a carragenina também causa edema de pata em
camundongos. Assim, a administracdo de carragenina intraplantar se tornou nos anos
seguintes um modelo comumente empregado para avaliar a atividade antiinflamatoéria
de vérios agentes (DI ROSA & SORRENTINO, 1970).

Adicionalmente ao seu efeito exsudativo, a carragenina induz sensibilizagdo dos
nociceptores para estimulos mecanicos (KAYSER & GUILBAUD, 1987; VINEGAR et
al., 1987; CAMPOS et al., 1999) e térmicos (ZHANG et al., 1997; SMITH et al.; 1998;
OSBORNE & CODERRE, 1999), além de migragao celular (ALMEIDA et al., 1980;
HIGGS et al., 1980; VINEGAR et al., 1987; PINHEIRO & CALIXTO, 2002), entre
outras manifestacdes da resposta inflamatéria (COSTA, 2004).

De acordo com Posadas et al. (2004), a maioria dos estudos publicados
abordando o potencial antiinflamatério de uma nova substancia tem sido testada de
acordo com os modelos propostos por Levy (1969) ou Sugishita et al. (1981). Dentre
essas substancias, uma variedade de AINEs tem sido estudada, muitos dos farmacos
mostrando atividade antiinflamatdria tanto no modelo experimental com camundongos
quanto com ratos (CALHOUN et al., 1987).

Diversos sdo os estudos demonstrando o papel das ciclooxigenases € PGs na dor
inflamatoria induzida pela carragenina (DIRIG et al., 1998; FRANCISCHI et al.; 2002;
NAKAYAMA et al., 2002; POSADAS et al., 2004; TORIYABE et al., 2004).

3.4 Neurotoxicidade das substincias administradas pelas vias espinhais

De acordo com o Interagency Committee on Neurotoxicology (ICON), a
neurotoxicidade compreende um amplo conceito que inclui efeitos adversos sobre a
estrutura ou func¢do do sistema nervoso central ou periférico, causado por agentes

bioldgicos, quimicos ou fisicos. Ainda nesse contexto, os efeitos neurotdxicos podem



41

ser permanentes ou reversiveis e resultar em agdes diretas ou indiretas sobre o sistema
nervoso. Contudo, o sistema nervoso representa um desafio ao desenvolvimento de
estratégias de avaliagdo de riscos relativos aos efeitos neurotéxicos, em vista da
complexidade dos mecanismos envolvidos no seu desencadeamento (SLIKKER Jr &
BOWYER, 2005).

Em uma abordagem clinica, o cerne da administracdo espinoaxial de farmacos
compreende a redu¢do da dose, maximizacdo da eficicia e minimizac¢do dos efeitos
colaterais quando seu sitio de a¢do € o SNC (CHOI et al., 2005). Contudo a aplicagcao
direta de farmacos na ME pode potencialmente interromper vias especificas de dor e
limitar os efeitos sistémicos, mas também envolve o risco inerente de lesdo do SNC. Por
conseguinte, a neurotoxicidade das substancias administradas pelas vias espinhais € uma
questdo de fundamental importancia (HODGSON et al., 1999).

Com a introducdo da cateterizagdo espinhal, no final do século XIX, diversos
farmacos foram injetados pela via espinoaxial, experimental ou clinicamente. Todavia,
algumas dessas substancias mostraram-se téxicas ou potencialmente toxicas (CHOI et
al., 2005). Concomitantemente, os conservantes adicionados aos firmacos podem ser
neurotdxicos quando injetados pela via espinhal (MALINOVSKY et al., 1993).

Apoés a exposicdo a um farmaco administrado pela via espinhal, a toxicidade
sobre a ME ou nervos espinhais pode se manifestar como desarranjos histologicos,
fisiolégicos ou comportamentais/clinicos. A neurohistopatologia geralmente inclui
lesdes neurais, gliose, danos a bainha de mielina e alteragdes inflamatérias, podendo
ocorrer também envolvimento das camadas celulares da membrana aracnoide.
Fisiologicamente ocorrem alteracdes no fluxo sanguineo da ME, lesdo da barreira
hematoencefdlica e mudangas eletrofisioldgicas dos impulsos de condugdo. Os sinais
comportamentais e clinicos de neurotoxicidade, por fim, incluem dor, deficiéncias
sensoriais e motoras, bem como disfun¢des intestinais ou urindrias. Com base nisso, de
modo ideal, um conjunto de testes histolégicos, fisiolégicos e comportamentais deveria
ser realizado em diversas espécies animais antes que qualquer firmaco tivesse seu uso
espinhal difundido clinicamente (HODGSON et al., 1999).

Sinais neuroldgicos ou alteracdes histolégicas medulares graves ja foram
observados apds o emprego espinhal de diversas classes farmacolégicas, como
anestésicos locais (READY et al., 1985; KIRIHARA et al., 2003; YAMASHITA et al.,
2003; MUGURUMA et al, 2006; VASCONCELOS FILHO et al., 2008),
benzodiazepinicos (SVENSSON et al., 1995; ), quimioterdpicos (SIEGAL, et al., 2006)
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e anestésicos dissociativos (VRANKEN et al., 2006) em diferentes espécies. No que se
refere ao uso de AINEs pelas vias espinhais, diferentes trabalhos tém sido realizados,
com resultados varidaveis (AMIOT et al., 1986; KORMAZ et al., 2004; GUEVARA-
LOPEZ et al., 2006; CANDUZ et al., 2007).

Os estudos empregando o meloxicam pelas vias espinhais (PINARDI et al.,
2003; PINARDI et al., 2005; TAKEDA et al., 2005; KIMURA & KONTANI, 2009),
contudo, permanecem escassos. Apesar de em nenhum ter sido constatada a ocorréncia
de sinais clinicos de lesdes neuroldgicas, trabalhos que avaliem possiveis lesdes
histopatoldgicas de neurotoxicidade ndo parecem existir na literatura at¢é o momento,

sendo um dos objetivos do presente estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, machos
adultos, com peso corporal de 300-450g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas e do Instituto de Tecnologia do Parand. Durante o
periodo prévio ao estudo, que correspondeu a um minimo de 14 dias, os animais foram
alojados em caixas pldsticas retangulares (40 x 30 x 15cm) contendo cinco animais
cada, sob temperatura controlada (21-24°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Ragdo
comercial e dgua foram fornecidas ad libitum. Uma vez por semana as caixas foram
higienizadas, e diariamente as condicOes clinicas de todos os animais foram avaliadas, a
fim de que quaisquer alteracOes de saide pudessem ser detectadas e adequadamente
tratadas. A pesquisa foi desenvolvida na UEA e no Laboratério de Patologia
Experimental do HCPA, bem como no Laboratério de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Veterindria da UFRGS.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com orientagdes para cuidados
com animais de laboratério e consideragdes éticas para investigacdo de dor
experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O nimero de animais
utilizado e os estimulos utilizados foram os minimos necessdrios para demonstrar
efeitos consistentes dos tratamentos com farmacos, tendo sido o tamanho amostral
calculado por anlise estatistica. O projeto foi encaminhado 2 Comissio de Etica no Uso

de Animais do HCPA e aprovado, estando registrado sob o nimero 100147 (Anexo 1).

4.2 Grupos Experimentais

Foram utilizados 27 animais, distribuidos aleatoriamente em trés grupos de nove
animais cada, assim denominados:
¢  Grupo I (GI): animais submetidos a administracdo de Syl de solucdo salina pela
via subaracnoidea;
e Grupo II (GII): animais submetidos a administracdo de 30ug de meloxicam
diluidos em solucdo salina até um volume final de SpL pela via subaracnéidea;

e  Grupo II (GIII): animais submetidos apenas a colocacdo da canula no espaco

subaracnéideo.
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Ao contrdrio dos demais, os animais pertencentes ao GIII, dessa forma, ndo
receberam qualquer farmaco pela via SA, sendo utilizados como controle das lesdes

clinicas e histopatoldgicas causadas somente pela colocagdo e manutencao da canula.
4.3 Farmacos

O meloxicam sédico foi adquirido comercialmente da Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda. (SP, Brasil), sendo preparada uma suspensao de 3mg do farmaco em
0,5mL de solucdo salina estéril', de onde foram obtidos 5 pL (30pg) para administragao
SA. A carragenina-lambda, por sua vez, foi adquirida junto a Sigma-Aldrich Co. (MO,
USA), sendo diluidos 25mg do agente em ImL de solucdo salina estéril, utilizando-se
0,ImL (250pg) da solucdo para aplicagdo nos animais. O preparo dos farmacos foi

realizado no dia do ensaio.
4.4 Implantacao da cianula subaracnéidea

A 1mplantacdo da cinula no espaco subaracndide foi realizada de acordo com
uma modificacdo da técnica descrita por Yaksh & Rudy (1976). Os animais foram
previamente pesados e anestesiados com cloridrato de cetamina® (100mg.kg'1) e
cloridrato de xilazina® (10mg.kg™"), ambos pela via intraperitoneal (IP). A seguir,
ceftriaxona dissédica® (IOOmg.kg'l, IP) foi administrada, realizando-se, cerca de 15
minutos depois, tricotomia da regido atlantooccipital. Os animais foram acomodados em
uma mesa cirtrgica para roedores, em decubito ventral, com os membros anteriores e
posteriores fixados em abduc¢ao e com a regidao da cabecga levemente elevada em relacao
ao resto do corpo. Durante a localizagdo do espago atlantoocccipital e colocacdo da
canula, o pescoco foi mantido flexionado em um angulo de aproximadamente 45°, de
modo a permitir uma maior abertura do espaco intervertebral. Ao longo do
procedimento, oxigénio a 100% (500-600mL.min™") foi fornecido a todos os animais

com o auxilio de uma madscara confeccionada a partir do corte de uma seringa de

10mL.

! Cloreto de s6dio a 0,9%, Inddstria Farmacéutica Basa Ltda, Caxias do Sul — RS, Brasil
2 Cetamin 10%, Syntec do Brasil, Cotia — SP, Brasil

3 Anasedan 2%, Ceva Vetbrands, Paulinia — SP, Brasil

4 Ceftriaxona dissédica, Novafarma Industria Farmacéutica, Andpolis — GO, Brasil
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Apoés anti-sepsia da pele da regido atlantooccipital, uma incisdo vertical com
aproximadamente 2cm de comprimento foi realizada na linha média da regido, iniciando
no ponto entre as orelhas e se estendendo caudalmente, empregando-se para isso uma
lamina de bisturi n°20. O tecido subcutaneo e os musculos biventer cervicis € rectus
capitis dorsalis maior foram afastados por dissecacdo romba utilizando um par de
agulhas 18-Gauge cuja ponta foi previamente curvada. Com o afastamento da
musculatura, a dura-mdter e a cisterna magna foram visualizadas como um tridngulo
invertido, claro e cintilante, através do qual a medula oblonga, a artéria dorsalis spinalis
e o espaco contendo liquido cefalorraquidiano ficaram visiveis. A localizag¢do de tais
estruturas foi realizada por observacdo direta ou com o auxilio de microscopio
cirirgico, quando necessario. Assim, apds a exposicdo da membrana atlantooccipital,
uma agulha 18-Gauge foi empregada para puncionar sua regido central, até que
ocorresse saida de liquido cefalorraquidiano. Uma canula de polietileno PE-10°
(0,28mm de didmetro interno e 0,64mm de didmetro externo) foi, entdo, inserida através
do orificio e avancada 8,5cm caudalmente no interior do espago subaracndide, até
alcancar a regido do alargamento lombar. A mensuragdo, o corte e a marcagao das
canulas com tinta esmalte foram realizados no periodo prévio ao experimento, sendo
esse material individualmente embalado e esterilizado com 6xido de etileno.

A porcdo cranial da canula foi inserida através de uma agulha 18-Gauge,
permitindo sua acomodacao no tecido subcutaneo, de modo a emergir da pele préximo
ao topo da cabeca. Os miusculos e a pele foram suturados com fio mononylon 4-0 e
sutura continua simples, e a extremidade externa do cateter foi ocluida com a insercao
de um pequeno fragmento de agulha dental (30G x 21mm). Por fim, a por¢io externa da
canula foi fixada a pele com sutura, empregando-se para isso fio mononylon 4-0 e
pontos isolados simples. A Figura 5 ilustra o procedimento de implantacdo da canula

SA.

> #BB31695-PE/ 1, Scientific Commodities, Lake Havasu City - AZ, USA
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i F

Figura 5 — Procedimentos de implantagdo da canula SA. A. Acomoda¢do do animal em mesa cirirgica
para roedores, em dectbito esternal, com o pescogo flexionado. B. Realiza¢do de incisdo
vertical se iniciando entre as orelhas e se estendendo cerca de 2cm causalmente. C. Dissecagdo
e afastamento da musculatura com par de agulhas 18-Gauge. D. Visualiza¢do da regido
cisternal ao miscroscépio cirdrgico. E. Insercdo da cadnula SA através da membrana
atlantooccipital. F. Aspecto final apds sutura dos tecidos e fixacdo da canula. Observar a
presenca de sangue no interior da canula (seta).
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4.5 Procedimentos pos-operatorios

Finalizado o procedimento, os animais foram alojados em caixas plésticas e
mantidos em incubadora com aquecimento e fornecimento de oxigénio até a completa
recuperacgdo anestésica.

Durante o periodo que se seguiu a implantacdo da canula, os animais foram
mantidos em caixas plésticas individuais, com alimentacdo e dgua ofertados ad libitum,
sob as mesmas condi¢des ambientais do periodo prévio. No dia seguinte a colocagdo da
canula, os animais foram avaliados, de modo que déficits neurologicos pudessem ser

constatados. Aqueles que apresentaram alteracdes neuroldgicas foram excluidos do

estudo.
4.6 Teste da hipernocicepcao mecanica induzida pela carragenina

Um dia apds a colocagdo da canula, os animais dos grupos GI e GIII foram
submetidos ao teste de avaliagio da hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela
carragenina. Para isso, foi empregado um analgesimetro digitall6 e a técnica previamente
descrita por Vivancos et al. (2004), na qual um transdutor de pressao equipado com uma
ponteira de polipropileno de 7mm? foi aplicado perpendicularmente a superficie plantar
direita dos animais, com uma pressao linearmente crescente. O equipamento registrou a
forca exercida, expressa em gramas (g), com precisdo de 0,1g. A estimulacdo do
membro foi repetida até que o animal apresentasse trés mensuragdes semelhantes (a
diferenca entre o valor mais alto e o mais baixo fosse inferior a 10g). Assim, o
comportamento nociceptivo foi quantificado através da média de trés valores expressos
em gramas, que representa o limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico, em cada
momento de avaliagdo.

Foram considerados como resposta positiva a retirada do membro do contato
com a ponteira ou o comportamento de sacudir e/ou lamber o membro no momento ou
imediatamente apds a estimulacdo (flinch). A ambulagdo foi considerada uma resposta
ambigua, logo, quando ocorreu no momento da aplicacio do teste, este foi repetido.

Aproximadamente trinta minutos antes do inicio das avaliagdes, os ratos foram
transferidos para o local de realizagdao dos testes, constituido por caixas acrilicas com

assoalho de tela aramada nao-maledvel, em uma sala silenciosa, permitindo sua

® Insight Ltda Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto — SP, Brasil



48

aclimatizacdo, constatada pelo cessar do comportamento de limpeza e exploracdo do
local. Ao longo desse periodo, foram realizadas aproximadamente cinco estimulagdes
dos membros dos animais, de modo a permitir sua familiarizacdo com o estimulo
aplicado. Logo a seguir, foram estabelecidos os valores basais de cada animal.

Uma vez registrados os valores basais, os animais foram contidos manualmente,
procedendo-se a retirada do fragmento metédlico oclusivo do cateter. A seguir,
meloxicam ou solugdo salina foi administrada com o auxilio de uma microseringa
Hamilton de 10pL’ durante um periodo de 30 segundos. Realizado tal procedimento,

10uL de solugdo salina estéril foram injetados para lavagem do cateter.

.

D

Figura 6 — Procedimentos de avaliagdo da hipernocicep¢do mecanica. A. Injecdo de carragenina na
regido intraplantar do membro direito. B. Acomodac¢do dos animais em caixas acrilicas
com fundo de tela aramada. C. Visdo ventral dos animais acomodados para a
realizagdo dos testes. D. Aplicag¢do de forga mecanica sobre a regifo intraplantar até a
obtencio de resposta aversiva. E. Detalhe da ponteira de polipropileno de 7mm’
acoplada ao transdutor de pressdo utilizado para estimulagdo mecénica.

7 701N, Hamilton Company, Reno — NV, USA
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Imediatamente apds a administracdo das substincias no espaco subaracnéideo,
carragenina-lambda (0,1mL de carragenina 2,5%) foi injetada na regido intraplantar do
membro direito, seguindo a técnica descrita por Francischi et al. (2002).

O momento da injecdo da carragenina foi registrado como tempo 0 (Ty), e as
avaliagdes posteriores foram realizadas a cada 30 minutos durante as quatro horas
posteriores a administracdo do farmaco, para se obter um perfil temporal de acdo da
mesma. Todas as avaliacdes foram realizadas por um componente que desconhecia o
tratamento ao qual cada animal fora submetido.

Uma vez que os animais foram testados nos periodos anteriores e posteriores a
administracdo dos farmacos, os resultados foram registrados como o A do limiar de
retirada (g), calculado subtraindo-se o valor das mensuracdes apds os tratamentos, do
valor basal, e esses valores foram confrontados.

A Figura 6 ilustra a técnica de avaliagdo da antinocicep¢do mecanica utilizada

no experimento.
4.7 Eutanasia e coleta de material

Transcorridos um, sete e 14 dias do procedimento de implanta¢do da canula, trés
animais de cada grupo foram anestesiados com ZOOmg.kg'1 de tiopental sédico® IP.
Constatada a obtencdo de anestesia profunda, iniciou-se o procedimento de eutandsia e
fixagdo da medula pelo método de perfusdo transcardiaca (MILLER, 1998;
KASUKURTHI et al., 2009). Para isso, os animais foram acomodados em decubito
dorsal, com os membros mantidos em abdugdo. A seguir, foi realizada uma ampla
abertura da cavidade abdominal para exposi¢ao do diafragma. Apds a seccao do mesmo,
junto a sua origem esternocostal, a cavidade tordcica foi aberta lateralmente, através da
seccdo das costelas, para exposicdo do coracdo. Realizou-se, assim, a puncdo do
ventriculo esquerdo, utilizando-se para isso a por¢do flexivel de um cateter percutaneo
14-Gauge, cortado em bisel de forma a reduzir seu comprimento para aproximadamente
1,5cm. Através desse orificio, solucdo salina estéril foi perfundida, seguindo a
propor¢do de 1mL de solucdo para cada 1g de peso corporal do animal, para remog¢ao do
sangue do interior dos vasos. Tdo logo iniciada a administracdo da solucdo salina,

procedeu-se a localizagdo e a pungdo da veia cava caudal, constituindo o orificio de

8 Thiopentax 1g, Cristdlia Produtos Quimicos Framacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil
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saida dos liquidos infundidos. Finalizada a exsanguinacdo completa dos tecidos, um
volume semelhante de formalina 10% tamponada foi infundido através da mesma via. A
infusdo dos fluidos foi realizada por gravidade, utilizando-se uma altura ndo superior a
60cm do corpo do animal. A coluna vertebral foi, entdo, dissecada e removida
integralmente, desde o espaco atlantooccipital até o inicio da cauda. Os procedimentos
de eutandsia e coleta de material encontram-se ilustrados na Figura 7.

Uma vez dissecadas, as colunas vertebrais foram mantidas em formalina neutra
tamponada a 10% por 14-21 dias, sendo, a seguir, descalcificadas em &cido nitrico a 5%

por 48 horas para processamento do material.

Figura 7 — Procedimentos de eutandsia e coleta de material. A. Apds anestesia e acomodagio do
animal em decubito dorsal, realizagdo de ampla abertura da cavidade abdominal,
expondo o diafragma. B. Seccdo das costelas, permitindo a abertura da cavidade
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tordcica e acesso ao coragdo. C. Puncdo do ventriculo esquerdo com cateter percutdneo
14-Gauge cortado em bisel. D. Infusdo de fluidos através do dispositivo intracardiaco,
com saida dos liquidos pelo orificio na veia cava caudal. E. Dissecacdo integral da
coluna vertebral desde a regido atlantooccipital até a o inicio da cauda. F. Aspecto final
da coluna vertebral apds sua remogao.

4.8 Avaliacao da neutoxicidade

4.8.1 Avaliacdo da funcao clinica neurolégica

No periodo posterior a colocac¢do da canula, os animais de todos os grupos foram
pesados e observados diariamente por um membro do projeto, monitorando-se
quaisquer alteragdes fisioldgicas e/ou comportamentais. Esse observador desconhecia o
tratamento ao qual cada animal fora submetido, e realizou avaliagdes didrias da funcao
neuroldégica dos animais, tendo sido previamente treinado para reconhecer o
comportamento normal da espécie. O exame de avaliacdo neuroldgica individual foi
realizado empregando-se uma modificacdo do método proposto por Ready et al. (1985),
e abrangeu trés funcdes neuroldgicas: habilidade de andar, flexdo do membro pélvico e
sensagdo cutanea, sendo esses pontuados conforme o seguinte critério: 0 - normal; 1 -
diminuido e 2 — ausente (Apéndice A). A habilidade de andar foi avaliada por meio da
colocagdo do animal sobre superficie plana e observacdo da sua deambulacdo, enquanto
que a flexdo do membro pélvico caracteriza uma reacdo normal do animal logo que €
levantado de uma superficie. A sensacdo cutanea, por fim, foi avaliada por meio da
pesquisa de resposta aversiva ao pingamento da pele da regido lombossacra, utilizando-
se para isso uma pinga longa, tipo hemostética. A verificacdo da quantidade de lesdes
clinicas proporcionada pelos tratamentos foi determinada pela soma dos pontos dos trés
exames, tendo sido estabelecido um escore maximo de 3, a partir do qual foi
determinada a opc¢do pela eutandsia do animal, a fim de evitar sofrimentos

desnecessarios.

4.8.2 Avaliacdo da variagdo do peso corporal

Para avaliacio da variacdo no peso corporal, os animais foram pesados

imediatamente antes do procedimento de colocagdo da canula SA, correspondendo ao
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dia O (basal), e diariamente no periodo que se seguiu até a eutandsia, empregando-se

para isso uma balanca eletronica de preciséog.
4.8.3 Avaliacdo histopatoldgica da medula espinhal

Empregando-se os corpos vertebrais como referéncia espacial, as colunas
vertebrais dissecadas foram divididas em trés segmentos: cervical, toridcico e
lombrossacro, sendo, a seguir, realizada a abertura das por¢des 6sseas e a remogao das
medulas espinhais. Em cada segmento foram realizados cortes macroscépicos de
aproximadamente Smm de espessura. O material foi emblocado em parafina seguindo a
técnica de rotina e, para avaliagdo, foram realizados cortes microscopicos de 4um de
espessura, os quais foram processados para exame histolégico, corados por
hematoxilina-eosina e Luxol fast blue.

O exame histopatolégico envolveu a observacdo de diferentes alteracoes
teciduais, como: hipertrofia dural, adesdo das meninges aos tecidos adjacentes,
inflamacdo meningeal, degeneragdo da substincia branca, doenga degenerativa da
substancia cinzenta, e danos a bainha de mielina. Como resultado, as lesdes observadas
em cada segmento da ME foram classificadas em ausentes (0), leves (1), moderadas (2)
ou severas (3), e a soma das alteracdes oriundas de todos os segmentos deu origem a um
escore de lesio medular total (LMT) para cada animal. Todas as avaliacdes
microscépicas foram realizadas por um examinador que desconhecia o tratamento ao

qual cada animal fora submetido.
4.9 Analise Estatistica

Ap6s tabulacdo dos dados, realizou-se a andlise estatistica (SAS versao 8.0 para
Windows). Para responder o objetivo do estudo foram descritos os valores do A do
limiar de retirada segundo os diferentes grupos a cada 30 minutos com uso de medidas
resumo (média e desvio padrao). Os valores foram comparados com uso de anélise de
variancias com medidas repetidas e dois fatores, sendo o grupo (GI ou GII) o fator fixo
e o momento (tempo a cada 30 minutos) o fator de repeticdo. Para a anélise foi suposta

matriz de correlagdes ndo estruturadas entre os momentos de avaliagdo. Para avaliacao

9 AS5500C, Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo Ltda, Sta Rita do Sapucai — MG, Brasil
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do peso ao longo dos dias foi aplicada a mesma andlise, porém com trés grupos e
suposta matriz de correlacdes entre os momentos componente simétrica. Foram
aplicadas comparag¢des multiplas de Tukey entre os grupos ou momentos dois a dois
quando a andlise de variancia (ANOVA) apresentou significancia estatistica, a fim de
verificar onde ocorreram as diferencas.

Para comparar os escores de severidade em cada segmento, o LMT e o nimero
de locais com lesdes minimas, moderadas e severas entre os grupos e os dias de
eutandsia foram descritos os resultados com uso de frequéncias absolutas e relativas,
realizando-se testes Kruskal-Wallis para comparar os grupos. Para verificar a existéncia
de associagdo entre a presenca de lesdes em cada local e o grupo experimental foram
realizados testes exatos de Fisher. Por fim, para comparag¢ao do grau de severidade da
lesdo entre os segmentos avaliados foi realizado teste de Friedman.

Um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) foi utilizado em todos os testes do

estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Modelo Animal

A utilizacdo de ratos da linhagem Wistar, selecionados para a realizacdo deste
trabalho, mostrou-se adequada para a reproduc¢do do modelo de dor aguda inflamatodria,
permitindo a adequada avaliagdo das diferentes varidveis antinociceptivas e

neuroldgicas, além de serem animais de facil manipulagdo e baixo custo de manutencao.

5.2 Procedimento Anestésico

O protocolo anestésico empregado no procedimento de implantacdo da canula
SA mostrou adequada analgesia, hipnose e relaxamento muscular, permitindo a
abordagem e manipulacdo dos tecidos sem que os animais demonstrassem desconforto.

A recuperacdo anestésica, apesar de relativamente longa, foi satisfatéria, visto
que todos os animais encontravam-se alertas e plenamente recuperados no dia seguinte a
implantacdo da canula SA.

Do total anestesiado para implantacdo da canula, trés animais morreram em
decorréncia da anestesia e um sofreu parada cardiorrespiratéria. Esse animal apresentou
total recuperacdo apds a realizagdo das manobras de ressuscitagdo cardiopulmonar,

contudo foi excluido do estudo.

5.3 Implantacao da Canula Subaracnéidea

A técnica de implantacdo da canula SA mostrou-se relativamente facil e de
rapida realizacdo. As intercorréncias mais comuns durante o procedimento foram:
dificuldade de introduc¢do da canula no orificio da dura-méter; hemorragia leve da
musculatura e/ou tecido subcutaneo; dificuldade na insercao da canula ao longo do
espaco SA; e presencga de sangue no LCR.

Para que se alcancasse o nimero de 27 animais necessarios ao estudo, contudo,
um total de 53 ratos foi submetido a implantacdo da canula, demonstrando uma taxa de
sucesso de 50,94%. Do total de animais do estudo: cinco (9,43%) apresentaram como
causa da exclusdao a presengca de hemorragia subaracndidea grave no momento da

implantacdo, sendo imediatamente eutanasiados, enquanto que 21 animais (39,62%)
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N

mostraram déficits neurolégicos no dia seguinte a insercdo da canula (Figura 8). A
Figura 9 demonstra a distribuicdo dos animais de acordo com a causa de exclusdo do

estudo.

Figura 8 — Presenca de alteracdo neuroldgica em rato submetido a implanta¢do da
canula subaracndidea. Animal apresentando incapacidade de manter-se
em estagdo, paralisia flicida dos membros pélvicos e tendéncia a andar
em circulos.

A céanula SA apresentou-se funcional em todos os 18 ratos dos grupos GI e GII
no dia seguinte a sua implantacdo, permitindo a adequada administragdo dos farmacos.
Contudo, em oito animais a extremidade externa na canula desprendeu-se do tecido
cutaneo durante o periodo de avaliacdo, sendo necessdria a recolocacdo dos pontos de
sutura, enquanto que dois animais removeram a canula em sua totalidade um dia antes
do fim das avaliacOes. Estes animais, ambos pertencentes ao GIII, foram mantidos no
estudo e observados quanto a presenca de alteragdes clinicas e neuroldgicas, as quais

nao foram constatadas.
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Figura 9 — Distribui¢do dos animais experimentais submetidos a implantacdo de canula
subaracndidea, de acordo com a presenga e etiologia de alteragdes que
implicassem na exclusdo do estudo.

5.4 Avaliacao da Atividade Antinociceptiva

5.4.1 Efeitos do meloxicam SA sobre a hipernocicepcao inflamatéria induzida

pela carragenina

A fim de verificar a capacidade do meloxicam em interferir na hipernocicep¢ao
mecanica de origem inflamatéria, ratos submetidos a administracdo intraplantar de
carragenina foram avaliados no teste de pressdo crescente com um analgesimetro
digital. Os valores do A do limiar de retirada e seus desvios padrdes correspondentes em
cada um dos momentos de avaliacdo encontram-se demonstrados na Figura 10.

A administracdo SA do meloxicam na dose de 30pg.animal” ndo foi capaz de
alterar a resposta hipernociceptiva nos animais experimentais, ndo sendo observadas
diferencas estatisticas entre a administracdo do farmaco e da solucao salina.

Os valores médios do A do limiar de retirada foram menores no grupo tratado
com meloxicam ao longo de todos os momentos de avaliagdo entre 45 e 165 minutos,
apesar de ndo ter sido demonstrada significancia estatistica (p = 0,835) para essa

diferenga. No Apéndice B sdo apresentados os valores do A do limiar de retirada em

cada um dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 10 — Valores médios do A do limiar de retirada + desvio padrdo (g) nos diferentes momentos
de avaliag@o da hipernocicep¢do mecanica em ratos submetidos & administracdo SA de
solucdo salina (GI) ou meloxicam (GII).

Diferencas médias no A do limiar de retirada ocorreram entre os momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo (p < 0,001). Um aumento médio do A do limiar de
retirada ocorreu com o passar do tempo, sendo os seus valores estatisticamente maiores
nas avaliacdes com 210 e 240 minutos em relacdo as demais (p < 0,05). Diferencas
entre outros momentos de avaliagdo puderam ser constatadas, sempre havendo aumento

médio do A do limiar de retirada com o transcorrer do experimento (Tabela 1).

Tabela 1 — Diferenga média, erro padrdo e valor de p do A do limiar de retirada (g) nos ratos dos grupos
GI e GII, no diferentes momentos de avaliacdo da hipernocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar de carragenina.

Avaliagdes Diferenca média Erro padrédo p
estimada

30-60 min -4,13 3,38 0,914
30-90 min -5,60 3,82 0,813
30-120 min -7,59 2,96 0,234
30-150 min -13,64 4,03 0,055
30-180 min -15,30 4,24 0,036
30-210 min -23,50 3,68 < 0,001
30-240 min -27,76 2,53 < 0,001

60-90 min -1,47 2,42 0,998
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60-120 min -3,46 2,58 0,872
60-150 min -9,51 3,13 0,104
60-180 min -11,16 3,67 0,104
60-210 min -19,37 2,71 < 0,001
60-240 min -23,63 2,88 < 0,001
90-120 min -1,99 2,84 0,996
90-150 min -8,04 2,67 0,111
90-180 min -9,70 3,35 0,136
90-210 min -17,90 2,71 < 0,001
90-240 min -22,16 2,99 < 0,001
120-150 min -6,06 2,41 0,254
120-180 min 21,71 3,81 0,497
120-210 min -15,92 2,22 < 0,001
120-240min -20,18 2,80 < 0,001
150-180 min -1,65 3,37 1,000
150-210 min -9,86 2,60 0,025
150-240 min -14,12 3,02 0,004
180-210 min -8,21 2,36 0,046
180-240 min -12,47 3,03 0,013
210-240 min -4,26 2,48 0,677

Durante a avaliacdo da antinocicepcdo, dois ratos, ambos pertencentes ao GI,
apresentaram respostas clinicamente diferenciadas apds a indu¢do da hiperalgesia. Esses
animais mostraram a presenca de secrecdo ocular, significativo abatimento, com
vocalizagdes em repouso e reluta em apoiar o membro submetido a aplicacdo de
carragenina, sugerindo a presenca de dor intensa. Como resultado, a avaliacdo
antinociceptiva desses ratos apresentou um grau de dificuldade elevado em relacdo ao
demais, visto que os animais ndo permitiam que forca fosse exercida contra a superficie
plantar durante a aferi¢io. Nesses casos, 0s animais erguiam o membro afetado,
acompanhando o movimento da ponteira, ndo exercendo resisténcia a pressao exercida.
Como resultado, tais animais apresentaram altos valores de limiar de retirada, que ndo

condisseram com o que pdde ser clinicamente observado.

5.5 Avaliacao da neurotoxicidade

5.5.1 Efeitos do meloxicam SA sobre a func¢do clinica neurolégica

Nenhum dos 27 ratos incluidos no estudo apresentou qualquer distirbio

comportamental ou alteracdo nas trés fungdes neuroldgicas analisadas (habilidade de
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andar, flexdo do membro pélvico e sensacdo cutanea) durante o periodo de avaliagdo
(Tabela 2). Contudo, em cada um dos grupos houve a ocorréncia de um animal cuja
urina apresentou coloracdao avermelhada, sugerindo a presenga de sangue (Figura 11).
Tal constata¢ao se deu no dia 1, nos ratos do GI e do GIII, e no dia 10, no rato do GII,
entretanto em nenhum dos animais veio acompanhada de outras alteragdes clinicas ou
neuroldgicas. Exames detalhados para confirmacdo do contetido urindrio ndo foram
realizados, contudo em todos os trés casos, a alteracao teve resolu¢do espontanea, € no

dia seguinte ja ndo eram mais constatados sinais da sua ocorréncia.

Figura 11 — Urina com colora¢do avermelhada em animal que recebeu
implantacdo de canula SA, sugerindo a ocorréncia de
hematria.

Tabela 2 — Valores médios dos escores de avaliacio neurolégica e ndmero absoluto de animais
apresentando sugerida hematiria nos diferentes grupos de ratos submetidos a administragao
de solucdo salina (GI) ou meloxicam (GII), ou somente implanta¢do de canula SA (GIII).

GI GII GIII
Habilidade de andar 0 0 0
Flexdao do membro 0 0 0
pélvico
Sensacgdo cutinea 0 0 0

Hematuria 1 1 1
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5.5.2 Efeitos do meloxicam sobre as caracteristicas histopatoldgicas da medula

espinhal

Para avaliacdo dos efeitos dos diferentes tratamentos sobre a apresentacdo
histopatoldgica da ME, trés segmentos espinhais foram definidos e analisados quanto a
presenca de alteragdes: cervical, toracico e lombossacro. Alteragdes macroscopicas da
ME nao foram observadas durante sua extragao.

A administracdo do meloxicam na dose de 30pg.animal” ndo resultou em efeitos
téxicos sobre as caracteristicas histoldgicas da medula espinhal, ndo havendo diferencas

estatisticas entre os diferentes grupos em relacdo as lesdes observadas.

Tabela 3 — Grau de les@o nos diferentes segmentos medulares e resultados dos testes de comparagdo entre
os grupos de ratos submetidos & administracdo de solugd@o salina (GI), meloxicam (GII) ou a
implantacdo de canula SA (GIII).

|

Variavel Ql Fell] Total p
n % n % n % n %

Lesao Cervical 0,383
ausente 2 22,2 2 22,2 2 22,2 6 222

leve 1 11,1 2 22,2 5 55,6 8 29,6
moderada 3 33,3 4 44,4 1 11,1 8 29,6

severa 3 33,3 1 11,1 1 11,1 5 18,5

Lesao Toracica 0,748
ausente 1 11,1 2 22,2 4 44.4 7 259

leve 5 55,6 3 33,3 2 22,2 10 37,0
moderada 3 33,3 4 44.4 2 22,2 9 333

severa 0 0,0 0 0,0 1 11,1 1 3,7

Lesao Lombossacra 0,692

ausente 5 55,6 7 77,8 6 66,7 18 66,7
leve 3 33,3 1 11,1 2 222 6 222
moderada 1 11,1 1 11,1 0 0,0 2 7,4
severa 0 0,0 0 0,0 1 11,1 1 3,7
Total 9 100 9 100 9 100 27 100

Resultado do teste Kruskal-Wallis
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Tabela 4 — Numero de lesdes leves, moderadas ou severas e resultados dos testes de comparagdo entre os
grupos de ratos submetidos a administracdo de solucdo salina (GI), meloxicam (GII) ou

somente implantacdo de canula SA (GIII).

L]
~l Qll

Variavel Total p
n % n % n % n %
Numero de lesoes leves 0,680
0 3 33,3 5 55,6 3 33,3 11 40,7
1 4 44 4 2 22,2 4 44 4 10 37,0
2 1 11,1 2 22,2 1 11,1 4 14,8
3 1 11,1 0 0,0 1 11,1 2 7.4

Numero de lesbes moderadas 0,163

0 3 33,3 3 33,3 7 77,8 13 48,1
1 5 55,6 4 44,4 1 11,1 10 370
2 1 11,1 1 11,1 1 11,1 3 11,1
3 0 0,0 1 11,1 0 0,0 1 3,7

Numero de lesoes severas 0,452

0 6 66,7 8 88,9 8 8,9 22 815
1 3 33,3 1 11,1 0 0,0 4 148
3 0 0,0 0 0.0 1 11.1 1 3.7
Total 9 100 9 100 9 100 27 100

Resultado do teste Kruskal-Wallis

As Tabelas 3 e 4 demonstram que nem o grau de severidade das lesoes,
tampouco o numero de lesdes leves, moderadas ou severas diferiram estatisticamente

entre os grupos experimentais (p > 0,05).

Tabela 5 — Presenca de lesdes severas em cada segmento medular e resultados dos testes de associagdo

N

em ratos submetidos a administragdo de solu¢do salina (GI), meloxicam (GII) ou a

implanta¢do de canula SA (GIII).
—

Variavel el cll Total p
n Yo n Yo n Y% n Yo
Lesao severa Cervical 0,395
nao 6 66,7 8 88,9 8 88,9 22 815
sim 3 33,3 1 11,1 1 11,1 5 18,5

Lesao severa Toracica 0,321
nao 100,0 100,0 8 88,9 26 963
sim 0,0 0,0 1M1 1 37
Lesao severa Lombossacra 0,321

o O
—_

o ©

nao 9 1000 9 1000 8 889 26 963
sim 0 0,0 0 0,0 1 11,1 1 3,7
Total 9 100 9 100 9 100 27 100

Resultado do teste exato de Fisher
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Tabela 6 — Presenca de lesdes de qualquer severidade em cada segmento medular e resultados dos testes
de associagc@o entre os grupos de ratos submetidos a administracdo de solucdo salina (GI),

meloxicam (GII), ou somente implantacdo de cnula SA (GIII).
-

Variavel i (el Total p
n % n % n % n %

Lesao Cervical >0,999
nao 2 22,2 2 22,2 2 22,2 6 22,2

sim 7 77,8 7 77,8 7 77,8 21 778

Lesao Toracica 0,256
nao 1 11,1 2 22,2 4 44.4 7 259

sim 8 88,9 7 77,8 5 55,6 20 74 1

Lesao Lombossacra 0,602
nao 5 55,6 7 77,8 6 66,7 18 66,7

sim 4 44 .4 2 22,2 3 33,3 9 33,3

Total 9 100 9 100 9 100 27 100

Resultado do teste exato de Fisher

Pelas Tabelas 5 e 6, observa-se que a presenca de lesdes de qualquer severidade
ndo esteve estatisticamente associadas a qualquer um dos grupos experimentais nos
diferentes segmentos medulares avaliados (p > 0,05). Contudo, a anélise histopatoldgica
permitiu observar-se que em todos os animais que apresentaram lesdes severas da ME,
exceto um, tais alteracdes ocorreram em um local bem delimitado, junto a regidao
adjacente a canula SA. Essas alteragdes foram caracterizadas pela ocorréncia de grave
degeneracao Walleriana, hemorragias e maldcia com presenca de células de Gitter, por
exemplo, sugerindo compressao medular por presenca da canula. A presenca de um
espessamento meningeal, formando um tecido cicatricial envolvendo a canula, foi
constatada em alguns dos animais experimentais. As alteracdes medulares histolégicas

encontram-se ilustradas pela Figura 12.



63

Figura 12 -

Alteragdes histologicas da medula espinhal de ratos submetidos a injecdo de solugdo salina,
meloxicam ou somente manutengdo cronica da canula SA. A. Segmento medular cervical com
area focal de degeneracdo Walleriana em corno ventral. Colora¢éo de hematoxilina e eosina
(Objetiva 04). B. Detalhe da Figura A mostrando degeneracdo walleriana (asteriscos) e
presenca de esferdides axonais (setas). Colora¢do de hematoxilina e eosina (Objetiva 10). C.
Segmento medular cervical com foco de maldcia e degeneracdo Walleriana em torno da
regido de inser¢do da canula. Coloragdo de hematoxilina e eosina (Objetiva 10). D. Detalhe da
Figura C mostrando grande quantidade de células de Gitter (setas) proximo a regido de
inser¢@o da canula. Coloracdo de hematoxilina e eosina (Objetiva 10). E. Segmento medular
cervical com drea de espessamento meningeal por inser¢do da canula. Presenca de
degeneragdo Walleriana (asteriscos) e esferdides axonais (seta). Coloracdo de hematoxilina e
eosina (Objetiva 10). F. Segmento medular tordcico com perda de mielina em torno da regido
de inser¢@o da cAnula, demonstrada através da coloracao de Luxol fast blue (Objetiva 10).
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Tabela 7 — Descricao do escore de lesdo medular total (LMT) segundo os diferentes grupos e
dias de eutandsia, e resultado das comparacdes.

Variavel Mediana Minimo Maximo N p
Gruno 0,524
Gl 3 0 7 9

GII 3 0 6 9

GIII 2 0 9 9

Data Eutanasia (dia) 0,163
1 3 0 6 9

7 3 0 7 9

14 4 1 9 9

Total 3 0 9 27

Resultado do teste Kruskal-Wallis

A observacdo da Tabela 7 mostra que ndo houve diferenca estatistica entre o
LMT dos trés grupos experimentais (p = 0,524), bem como entre os diferentes periodos
de eutanasia (p = 0,163). Contudo, a Tabela 8 demonstra que a regido medular cervical
apresentou as lesdes com maiores graus de severidade (p < 0,001) quando todos os

animais foram analisados de forma geral, independentemente do grupo experimental.

Tabela 8 — Descri¢do do grau de severidade da lesdo e resultados das comparagdes entre cada
segmento medular dos animais de todos 0s grupos experimentais.

Local
grsaﬁl:)da Cervical Toracica Lombossacra p
n % n % n %
ausente 6 22,2 7 25,9 18 66,7 <0,001
leve 8 29,6 10 37,0 6 22,2
moderada 8 29,6 9 33,3 2 74

severa 5 18,5 1 3,7 1 3,7

Resultado do teste de Friedman

5.5.3 Efeitos do meloxicam SA sobre a variacdo do peso corporal

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre o peso corporal, os animais dos
trés grupos foram analisados quanto a variacdo de peso em dois intervalos: entre 0 e 7

dias, e entre 7 e 14 dias.
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Os efeitos dos tratamentos sobre a variacdo do ganho de peso ndo foram
estatisticamente diferentes entre os grupos, pois todos apresentaram a mesma reducdo
média de peso ao longo do tempo de avaliagdo. Independentemente do grupo, uma
diminui¢ao média de 23,91g do dia 7 em relacdo ao peso basal pdde ser constatada (p =
0,013). O Apéndice C demonstra os pesos corporais dos animais dos diferentes grupos
ao longo dos periodos de avaliacdo.

A Figura 13 demonstra os perfis médios e respectivos erros padroes dos pesos de

acordo com os grupos.

1 %

%

Gl
oGl
o Glil

peso (g)

DIA 7 DIA 14

Figura 13 — Média e erro padrdo do peso corporal (g) de animais submetidos a administracdo de solucio
salina (GI), meloxicam (GII) ou somente implantacdo de canula SA (GIII) em O (basal), 7 e
14 dias de avaliacdo. *p < 0,05

O GIII, composto por ratos que receberam somente a implantagdo da cénula,
apresentou peso médio estatisticamente maior que os demais grupos (p < 0,05),

independentemente do momento de avaliacdo.
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6 DISCUSSAO

Segundo Macphail (1990), a continuidade bioldgica entre espécies representa a
base da ciéncia biomédica moderna, tornando o emprego de modelos animais
indispensavel para a avaliagdo de uma variedade de substincias. Sdo, portanto, cruciais
na pesquisa de doengcas bem como na identificacio e avaliacdo de tratamentos
profiléticos e terapéuticos. O autor afirma, ainda, que o uso de modelos animais permite
flexibilidade, precisdo e reprodutibilidade, sendo essas grandes vantagens em relacdo a
outros modelos experimentais. No presente estudo, tais caracteristicas puderam ser
fielmente observadas, e o emprego do rato como modelo para a avaliagdo dos efeitos
antinociceptivos mecanicos e neurotéxicos do meloxicam SA foi bem sucedido.

Embora as pesquisas experimentais de nocicep¢do ou neurotoxicidade
eventualmente empreguem outras espécies animais, como coelhos (READY et al.,
1985; MALINOVSKY et al., 1993; WANG et al., 1995; LIM et al., 2003;
YAMASHITA et al., 2003; VRANKEN et al., 2006), camundongos (PINARDI et al.,
2003; PINARDI et al., 2005; KIMURA & KONTANI, 2009) e cobaios (GUEVARA-
LOPEZ et al., 2006; VASCONCELOS FILHO, 2008), o rato continua representando a
espécie mais amplamente utilizada. Dentre as caracteristicas observadas no presente
estudo, o baixo custo operacional, a facilidade de manipulacdo e a existéncia de uma
vasta literatura referencial mostraram ser essa a espécie mais indicada para as andlises
necessarias. Essa observacdo é corroborada por Malkmus & Yaksh (2004), que
afirmaram ser o rato o modelo primadrio nas investigacdes de substincias pela via SA.

Adicionalmente a escolha do modelo animal, a opcdo pela técnica anestésica
utilizada foi de fundamental importdncia para a correta realizacdo da pesquisa
experimental. De acordo com Fantoni & Otsuki (2004), uma técnica inapropriada pode
confundir os resultados obtidos, prolongar a recuperacdo ou até mesmo impossibilitar a
consumagdo da pesquisa. Assim sendo, € essencial o emprego de técnicas anestésicas
que confiram, além de conten¢do quimica adequada, hipnose e analgesia, a fim de que
0s animais ndo vivenciem experiéncias de dor, e permitindo ainda, se a pesquisa exigir,
rapida e suave recuperagdo anestésica. No presente estudo, tais afirmacdes puderam ser
confirmadas, visto que diferentes técnicas anestésicas foram testadas e avaliadas durante
o estudo piloto realizado pelos pesquisadores, com resultados varidveis sobre diferentes
parametros. O emprego de farmaco opidide associado a anestesia inalatéria com

isoflurano, por exemplo, permitiu a manutencao dos parametros respiratorios € a rapida
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recuperagdo anestésica, mas nao proporcionou analgesia adequada para a abordagem do
espaco SA. Adicionalmente, a profundidade anestésica apropriada sé era alcancada apds
varios minutos de administracao ininterrupta do anestésico inalatério, elevando o tempo
operatorio.

A administracdo IP de cetamina (100mg.kg™") e xilazina (10mg.kg™), por outro
lado, atendeu as exigéncias necessdrias ao procedimento de implantacdo da canula SA,
corroborando a afirmagcdo de Lumb & Jones (1996) de que essa combinagdo €
satisfatoria para anestesia cirdrgica em ratos. Adicionalmente, para Gaertner et al.
(2008), a associacdo desses farmacos € extremamente util por permitir indug¢do suave,
fornecer analgesia residual apds o curto periodo anestésico (15-30 minutos) e promover
relaxamento muscular, todas essas vantagens que puderam ser constatadas nesse ensaio
experimental. Tais caracteristicas contribuem para que essa associacdo seja a técnica
escolhida para implantacdo de canulas SA em ratos em diferentes estudos (DOBOS et
al., 2003; SHI et al., 2004)

Embora Fantoni & Otsuki (2004) tenham afirmado que os animais de laboratério
sao individuos dificeis de serem anestesiados — em vista da proximidade entre doses
anestésicas e letais e da complicada manuten¢do de planos anestésicos que ndo resultem
em depressdo cardiovascular e respiratéria —, apenas trés animais morreram em
consequéncia da anestesia. Esse numero foi considerado aceitdvel, dada a limitada
monitoracdo trans-operatdria e a exigéncia de um posicionamento desfavoravel a
manutencdo da qualidade respiratéria dos animais. No que se refere a essa ultima
varidvel, ela pareceu ser fortemente dependente da necessidade de flexdo do pescogo
dos animais durante o procedimento de implantagcdo da canula. Tal dificuldade também
foi vivenciada por Asato et al. (2001), que relataram a ocorréncia de 6bitos por
problemas respiratorios em seu estudo, mesmo com o uso de anestesia inalatéria. Nao é
possivel, entretanto, minimizar-se a importancia dos efeitos depressores dos farmacos
anestésicos. Em estudo de Wixson et al. (1987), por exemplo, a administragdo IP de
cetamina e xilazina nas doses de 60 e 7,5mg.kg'1, respectivamente, elevou em 38% a
pressao parcial de di6xido de carbono arterial (PaCQO,) e reduziu em 23-24% a pressao
parcial de oxigénio arterial (PaO,). A administracdo dos farmacos nas doses de 50 e
5mg.kg”, contudo, ndo resultou em efeitos similares, demonstrando que eles parecem
ocorrer de forma dose-dependente. Visto que o presente estudo implicou na
administracio de doses ainda superiores a essas, € factivel crer em uma contribui¢ao do

protocolo anestésico para certo grau de depressao respiratoria.
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Entretanto uma vez que os sinais de depressdo respiratéria grave — manifestada
na forma de cianose e/ou redugcdo acentuada da frequéncia respiratéria — foram
percebidos nos animais do estudo piloto, optou-se pelo fornecimento de oxigénio a
100% a todos os ratos da presente pesquisa, durante o transcorrer do procedimento (por
madscara) e no pds-operatério imediato (em incubadora). Em vista disso, € possivel crer
que o numero reduzido de 6bitos possa decorrer da adocao de tais medidas.

Dentre as dificuldades relacionadas a selecio da técnica anestésica, a
necessidade de escolha de fairmacos que interferissem o minimo possivel nos resultados
obtidos nas diferentes avaliagdes — especialmente aquelas relacionadas a antinocicep¢ao
— emergiu como uma questdo de extrema relevincia. Fantoni & Otsuki (2004)
confirmaram essa dificuldade, afirmando que alcangar esse objetivo geralmente
constitui tarefa trabalhosa, e uma cuidadosa revisdo dos farmacos e técnicas deve ser
realizada na tentativa de minimizar a interacdo entre protocolo anestésico e modelo
experimental.

Dado que o efeito analgésico da cetamina estd ligado a sua atividade como
antagonista de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (WONG & KEMP, 1991), e
estd bem estabelecido na literatura o envolvimento de tais receptores na hiperalgesia
induzida pela carragenina (REN et al., 1992), uma das grandes preocupacdes do
presente estudo foi a minimizagdo de tais efeitos sobre os possiveis resultados obtidos.
Para isso, duas medidas foram adotadas: o estabelecimento de um intervalo minimo de
24 horas entre a inducdo da anestesia e os testes de avaliagcdo da antinocicepcdo, e a
realizacdo de protocolos anestésicos similares a ambos os grupos avaliados. Dessa
forma, procurou-se reduzir a chance de que acdes residuais da quetamina pudessem
exercer efeitos sobre a nocicepcao mas que caso ocorressem, fossem semelhantes em
ambos os grupos de avaliacdo. Por conseguinte, considerando que o fornecimento de
farmacos anestésicos foi cuidadosamente similar nos dois grupos avaliados para
antinocicep¢do, € possivel afirmar que as diferencgas constatadas foram resultantes dos
variados tratamentos utilizados.

No campo experimental, a primeira descricio com o uso cronico de cateter
subaracnéideo no rato foi feita por Yaksh & Rudy, em 1976. Esse estudo é até os dias
atuais amplamente empregado quando da avaliacdo de substancias pela via SA, servindo
de base para a técnica utilizada no presente experimento. Outros trabalhos
(AKERMAN, 1985; RENELLA & HUSSEIN, 1986; WANG et al., 1991; SAKURA et
al., 1996; JASMIN & OHARA, 2001; LEBEDEYV et al., 2004; MALKMUS & YAKSH,
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2004; NIROGI et al., 2009; PEGG et al., 2010), contudo, agregaram informacdes e
serviram como referéncias para as adaptacdes necessdrias a realizacdo do procedimento
em nossas condi¢cdes experimentais.

Embora o procedimento de colocagdo da canula SA tenha mostrado ser
relativamente facil e de rdpida realizacdo, a delicadeza e importancia das estruturas
envolvidas provaram ser fundamental o treinamento prévio em estudo piloto,
familiarizando a equipe com a anatomia da regido e a técnica empregada. Apesar de
diferentes trabalhos terem relatado técnicas de implantacgao toracica (POON et al., 2005)
ou lombar (WANG et al., 1991; STORKSON et al., 1996; XU & ZHANG, 2009) para
canulas SA, a escolha pela abordagem cisternal se mostrou satisfatoria, especialmente
no que se refere a sua rapidez de realizacdo. Contudo, tal abordagem implicou em um
elevado nimero de animais excluidos do estudo por apresentarem déficits neuroldgicos
no periodo posterior a implantacdo da canula, comprovando a afirmacdo de Wang et al.
(1991) de que sua inser¢@o através da membrana atlantooccipital, percorrendo as cegas
todo o comprimento da coluna vertebral, ndo ocorre sem risco de lesdo as estruturas
envolvidas. Assim, € possivel acreditar-se que a opc¢ao pela técnica lombar poderia ser
responsdvel por uma reducdo considerdvel na ocorréncia de tais lesdes, e
consequentemente no nimero de animais excluidos do estudo, porém com acentuada
demanda de tempo e elevacdo dos custos finais, uma vez que geralmente envolve
laminectomia vertebral (COSTA et al., 1991).

Assim, corroborando nossos achados, a literatura tem demonstrado que a técnica
original de inser¢do da canula através da membrana atlantoocipital, avangando-a até o
espaco lombar, apresenta diversas desvantagens, como dano ou compressao da ME,
lesdo das raizes nervosas e hemorragia SA, estando associada a taxas relativamente altas
de mortalidade e deficiéncia neuroldgica (YAKSH & RUDY, 1976; STORKSON et al.,
1996). Outras intercorréncias, como penetracao do cateter na ME (ASATO et al., 2001),
perda de peso (SERPELL et al., 1993), alteracdao da nocicepcao (SERPELL et al., 1993;
PRADO, 2003) e reducdo dos opidides hipotalamicos (ROVATI et al., 1988) também
sao relatadas com o uso da abordagem cisternal.

Em adicdo a técnica de abordagem do espaco SA, as prOprias caracteristicas
fisicas da canula empregada parecem ter sido outro fator determinante para o alto indice
de alteragdes neuroldgicas. Embora as canulas de polietileno PE-10 sejam as mais
amplamente utilizadas (SHI et al., 2004), seu tamanho varia de acordo com o fabricante.

Assim, enquanto a maioria dos estudos (YAKSH & RUDY, 1976; WANG et al., 1991;



70

TSANG et al., 1997) envolve o emprego de canulas que medem 0,28mm de diametro
interno, € 0,6lmm de diametro externo — ou ainda menores — o presente trabalho
utilizou canulas que possuiam medida interna semelhante, mas apresentavam 0,64mm
de didmetro externo. Em estudo de Tsang et al. (1997), o efeito da alteracdo de tamanho
foi comprovado pela menor ocorréncia de paralisia e melhor coordenagdo motora nos
animais que receberam céanulas SA mais finas. Segundo os autores, nesses casos,
paralisia ou mesmo a morte do animal podem advir da ocorréncia de lesdes medulares
ou de hemorragias SA, enquanto que os déficits motores geralmente sdo decorrentes de
compressdo da ME pela canula. Tsang et al. (1997) citaram, ainda, a alternativa adotada
por alguns autores (YAKSH & RUDY, 1976; AKERMAN, 1985; STORKSON et al.,
1996; ASATO et al., 2001; KIRIHARA et al., 2003), os quais esticaram a canula antes
da implantacdo. Quando a canula € esticada de forma homogénea, essa modificacao
reduz acentuadamente os danos a medula por produzir uma superficie cilindrica e suave.
Todavia, quando isso ndo ocorre, criam-se irregularidades na sua superficie, podendo
inclusive elevar o risco de trauma a ME.

Segundo Asato et al. (2001), os procedimentos de implantagdo através da
membrana atlantooccipital podem apresentar alguns problemas metodolégicos afetando
o posicionamento da cinula e a dispersdo SA da substancia. Primeiramente, o tamanho
da canula pode ser um fator critico, visto que quanto maior seu didmetro e mais estreito
o espaco SA, mais dificil serd a implantacdo. Adicionalmente a isso, o tamanho do rato
constitui varidvel importante, uma vez que animais menores apresentam espacos
subaracnéides mais estreitos, dificultando a passagem da canula. De fato, relatos t€ém
indicado que a compressdo da ME pode ocorrer em toda a extensdao da canula, com
subsequente lesdo a medula e nervos espinhais (YAKSH & RUDY, 1976; TSANG et
al., 1997). De acordo com Hebel & Stromberg (1986), o segmento tordcico do canal
vertebral em um rato com 300g de peso corporal possui em média 3,68mm de didmetro,
enquanto que a correspondente ME possui em média 3,08mm de diametro, deixando
assim apenas 0,60mm para o espaco SA. Considerando o tamanho da canula utilizada
(0,64mm de diametro externo), € possivel imaginar que tal fator tenha contribuido para
a ocorréncia de compressao medular e déficit motor.

No que se refere a marcacdo das canulas, optou-se pelo emprego da tinta
esmalte, seguindo a técnica adotada por Costa et al. (1991), que ndo verificaram sinais

de reacdo tecidual a esse produto. Os autores testaram, ainda, outros materiais, como
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mononylon e acrilico polimerizdvel dental, mas eles foram rejeitados por promoverem a
obstru¢do do pertuito do cateter ap6s o endurecimento.

O uso da carragenina — um polissacarideo sulfatado derivado de algas — como
agente indutor de inflamacgdo foi introduzido por Winter et al. em 1962, tornando-se,
desde entdo, um modelo experimental de dor inflamatéria comumente utilizado em
estudos e amplamente descrito na literatura (DI ROSA & SORRENTINO, 1970;
CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; GREEN et al., 1971; GARCIA LEME et al.,
1973; SALVEMINI et al.,, 1996; POSADAS et al., 2004). Diversos mediadores
encontram-se envolvidos na resposta inflamatéria induzida pela carragenina,
participando do aumento da permeabilidade vascular e consequente edema, dentre eles
PGs, histamina, serotonina e bradicinina (GARCIA LEME et al., 1973; POSADAS et
al., 2004). No que cabe as PGs, elas atuam potencializando os efeitos microvasculares e
algicos de outros mediadores (FERREIRA, 1972; WILLIAMS & MORLEY, 1973).
Assim, embora ndo sejam agentes dlgicos diretos como o sdo a bradicinina, a substincia
P e a histamina, elas induzem um estado de hiperalgesia no qual estimulos previamente
nao-dolorosos passam a ser percebidos como dolorosos, tanto em modelos animais
quanto em humanos (FERREIRA, 1972).

A efetividade dos AINEs convencionais, dos inibidores da COX-2 e dos
anticorpos monoclonais anti-PGE, como agentes antiinflamatérios nos modelos
experimentais utilizando a carragenina encontra-se atualmente bem descrita na literatura
(ZHANG et al., 1997; RENDEAU et al., 2001; FRANCISCHI et al., 2002). Suas a¢des
foram tradicionalmente atribuidas a inibicdo das PGs periféricas, as quais exercem
importante papel na sensibilizagdo dos nociceptores no sitio de lesdo (KELLY et al,
2001), uma vez que a injecdo intraplantar de carragenina induz um significativo
aumento na expressao de COX-2, bem como na producdao de PGE, (NANTEL et al.,
1999). As quantidades relativas de cada isoforma que sdo expressas nos diferentes
tecidos, contudo, variam e podem ser moduladas sob condicdes patoldgicas. Assim,
contrastando com outros 6rgdos, o cérebro normal do rato, bem como a medula espinhal
expressam mais COX-2 do que COX-1 (MARTIN et al., 2007) e dados confirmam seu
papel no processamento sensorial da dor (VANEGAS & SCHAIBLE, 2001). Desse
modo, uma série de evidéncias experimentais sugere atualmente que os AINEs exercem
sua acdo analgésica também por atividade sobre o SNC, adicionalmente a sua

reconhecida acdo periférica (MARTIN et al., 2007).
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Diversos farmacos t€ém sido administrados por via espinhal na tentativa de
comprovar tal mecanismo, e a auséncia de efeitos consistentes do meloxicam SA sobre
a nocicep¢ao induzida no modelo experimental utilizado vem contra os achados de
outros autores, que reportam atividade antinociceptiva apds o uso espinhal de outros
AINEs (WANG et al., 1992; MALMBERG & YAKSH, 1992a; WANG et al., 1995;
PARRIS et al., 1996; MASUE et al., 1999; FRANCISCHI et al., 2002; PINARDI et al.,
2003; PINARDI et al., 2005; MIRANDA & PINARDI, 2009; EISENACH et al., 2010).

Ressalta-se, contudo, que embora uma variedade de trabalhos pesquise o poder
antinociceptivo dos inibidores da COX-2 administrados por via SA, estudos abordando
especificamente os efeitos do meloxicam sdo ainda escassos. Esses trabalhos ja foram
capazes de demonstrar, entretanto, um efeito inibitério sobre o fendmeno de wind-up in
vitro (LOPEZ-GARCIA & LAIRD, 1998), bem como sobre a nocicep¢ao induzida pela
capsaicina ou formalina (SANTOS et al., 1998). Adicionalmente, um efeito analgésico
sinérgico com a morfina foi demonstrado apds sua administracio SA em animais com
dor visceral experimental (PINARDI et al., 2005). Kimura & Kontani (2009), por
exemplo, utilizando dose semelhante a que foi empregada no presente estudo
(3Oug.animal'1), pesquisaram os efeitos antialodinicos do meloxicam SA. Os autores,
contudo, utilizaram um modelo de dor neuropdtica experimental em camundongos
diabéticos, diferindo do modelo de dor inflamatéria desta pesquisa. Os efeitos do
farmaco, entretanto, foram demonstrados com a dose empregada, o que ndo ocorreu
neste estudo.

Observando-se atentamente os dados apresentados na Figura 10, todavia, é
possivel perceber que o grupo submetido a administracdo do meloxicam apresentou
valores médios do A do limiar de retirada inferiores aqueles mostrados pelo grupo que
recebeu a solugdo salina, durante todos os momentos de avaliagdo entre 45 e 165
minutos. Fisiologicamente falando, os animais submetidos a acdo do meloxicam SA
suportaram, na média, maiores forcas mecénicas sobre a regido intraplantar. Embora
essa diferenca ndo tenha sido demonstrada estatisticamente, ela pode levar a crer na
existéncia de uma tendéncia a obtenc¢do de valores mais baixos, tendo sido sua
significancia estatistica impossibilitada por fatores adicionais, como o tamanho da
amostra. Essa suposi¢do é reforcada pela observacdo clinica de sensibilidade dolorosa
exagerada em dois animais que receberam solugao salina, o que ndo ocorreu em nenhum

dos animais tratados com meloxicam.
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A inflamacdo gerada pela aplicacdo intraplantar de carragenina se caracteriza por
mostrar um comportamento bifdsico em relagdo ao edema. A fase precoce (0-1h) tem
sido atribuida a liberacdo de histamina, 5-hidroxitriptamina e bradicinina, de modo que
a eficdcia dos AINEs nesse periodo tem sido questionada. Na fase tardia (1-6h), por
outro lado, uma elevada producdo de PGs tem sido tem sido verificada (DI ROSA &
SORRENTINO, 1970). A hiperalgesia, contudo, parece se desenvolver em paralelo com
a elevagdo dos niveis espinhais de COX-2 e, segundo Hilério et al. (2006), seu pico s6
ocorre apds 4 horas da injecdo de carragenina. Observando a Figura 10, entretanto, é
possivel perceber que os efeitos do meloxicam sobre a hiperalgesia ocorreram
justamente no periodo anterior as 4 horas de avaliagdo, com valores significativamente
elevados do A do limiar de retirada ap6s 165 minutos da administra¢do, contrastando
com tais afirmagdes.

Esse comportamento da curva de resposta, todavia, também foi observado por
Dirig et al. (1998) que, usando o modelo da carragenina, relataram efeitos anti-
hiperalgésicos térmicos quando da administracio SA do SC58125 — um inibidor
seletivo da COX-2 — somente durante os 170 minutos iniciais da avalia¢do. Visto que a
hiperalgesia térmica tem mostrado ser similarmente mediada pela acdo da COX-2
espinhal (YAMAMOTO & NOZAKI-TAGUCHI, 1997), estudos que caracterizem o
padrao de expressdo medular da COX-2 na inflamac¢do induzida pela carragenina, até
entdo aparentemente inexistentes, poderdo elucidar tais observagdes.

Um significativo aumento na intensidade da hipernocicepg¢ao, caracterizado pela
elevacdo do A do limiar de retirada, especialmente nas avaliagdes com 210 e 240
minutos, foi observado em ambos os grupos experimentais. Tais constatacdes podem ser
explicadas pelas afirmacdes de Le Bars et al. (2001), segundo as quais a repeticdo do
estimulo mecanico pode produzir uma elevagao na sensibilidade da area estimulada. A
administracdo do meloxicam, portanto, também nao foi capaz de impedir esse aumento
da hipernocicepcdo com o transcorrer do tempo.

Dentre os diferentes fatores que podem ter influenciado a obtengao dos presentes
resultados, o estabelecimento de uma dose adequada surgiu como uma necessidade
essencial cuja importancia pode ter sido decisiva para os dados aqui demonstrados.
Atualmente, os escassos trabalhos envolvendo o meloxicam por via SA envolvem
protocolos de administracdo distintos daquele preconizado nesse estudo, como técnicas
de infusao continua (TAKEDA et al., 2005) ou sua associa¢do com opidides (PINARDI

et al., 2005). A necessidade de determinacdo de uma dose capaz de demonstrar efeitos
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consistentes, ou mesmo a auséncia de tais efeitos, se baseou na extrapolacdo dos
resultados obtidos em tais estudos, com sua adequagdo as necessidades desse trabalho.
Assim, tomando por base as pesquisas de Kimura & Kontani (2009), que obtiveram
resultados satisfatérios com o uso de 30pg.animal”’ de meloxicam SA sobre a dor
neuropdtica experimental em animais diabéticos, a utilizacdo de dose semelhante foi
preconizada, de forma a observar seus efeitos sobre a hiperalgesia inflamatdria.

A dor neuropdtica, contudo, ¢ uma sindrome complexa que envolve teorias
inflamatérias e imunes ainda pouco esclarecidas, e cuja hiperalgesia resulta tanto do
comprometimento de tecidos neurais quanto ndo-neurais, estando associada a ativagcao
de fibras AP, além das fibras Ao (KRAYCHETE et al., 2008). Nos animais diabéticos,
ela é decorrente de uma polineuropatia ainda nao completamente compreendida, mas na
qual se acredita estarem envolvidas as acdes das PGs, sensibilizando o sistema
nociceptivo tanto em sitios centrais quanto periféricos, especialmente na ME, o que leva
a crenca de uma possivel efetividade dos AINEs espinhais em tal enfermidade
(KIMURA & KONTANI, 2009). Contudo, a complexidade do sistema nociceptivo tem
demonstrado que diferentes vias sensoriais sdao ativadas apds alteracdes minimas na
natureza do processo doloroso (MILLAN, 1999), levando a acreditar que doses
diferenciadas de um mesmo farmaco possam ser necessdrias para supressao das dores de
diferentes origens. Tal possibilidade pode ser prontamente cogitada no presente estudo,
visto que uma dose capaz de controlar a hiperalgesia neuropatica ndo obteve os mesmos
resultados sobre aquela de origem inflamatdria. Fica assim demonstrada a necessidade
de pesquisas futuras com diferentes doses do farmaco.

A importancia de fatores adicionais influenciando os resultados em estudos de
antinocicep¢ao, porém, tem sido comprovada de forma crescente ao longo dos anos. Em
sua grande maioria, envolvem a manuten¢ao da propria canula no espaco SA, podendo
ser ela responsdavel por alterar a deteccdo da atividade antinociceptiva do farmaco
administrado (PRADO, 2003). Shih et al. (2004) perceberam que a manutencao de uma
canula PE-10 no espago SA alterou consideravelmente os potenciais evocados
somatosensoriais (PESS), os quais se correlacionam com a nocicepcdo. Os autores
constataram que a cateterizacdo SA com uma canula PE-10 prejudicou seriamente a
elevacao nos PESS induzida pelo teste da formalina, e que esse fato pode prejudicar sua
distin¢ao dos efeitos antinociceptivos reais.

Em estudo de Prado (2003), a importancia dessas observacdes podde ser

comprovada pelo menor poder antinociceptivo da morfina SA administrada em ratos
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que possuiam canula SA cronicamente implantada, quando comparada a sua
administracdo aguda por puncdo. Segundo o autor, as alteragdes medulares produzidas
pela presengca cronica da canula SA podem produzir modificacdes na resposta
comportamental de roedores a administragdo espinhal de farmacos.

Outra influéncia da implantacdo cronica de canulas SA advém da necessidade de
alojamento individual dos animais, situacdo que pode originar a aparicdo de uma
sindrome de isolamento social, descrita por Hatch em 1965. Essa condicdo pode
diminuir a confiabilidade de testes comportamentais, reduzindo ou aumentando a
resposta nociceptiva (PANKSEPP, 1980).

Na presente pesquisa, as avaliacdes antinociceptivas foram realizadas em um
periodo de 24 horas ap6s a implantagao da canula, levando a crer em uma minimizagao
dos efeitos comportamentais decorrentes do isolamento. Contudo, apesar de até o
momento ndo existirem alternativas praticas e amplamente caracterizadas na literatura, a
importancia de tais aspectos ndo pode ser subestimada. Por outro lado, a precocidade da
avaliacdo apds a implantacdo da canula pode ter exercido alguma influéncia sobre os
resultados alcangados. Assim, alguns autores sugerem um periodo de quatro a sete dias
para recuperacdo apOs a cirurgia, a fim de se alcancar a completa recuperagdo da funcio
motora (KIRIHARA et al., 2003; SAKURA et al., 2005).

Quando abordada a administracdo espinhal de substdncias, a pesquisa de
possiveis efeitos neurotdéxicos mostra-se uma questdo primordial, de modo que ac¢des
deletérias sobre o SNC podem ser decisivas em impedir seu uso clinico em pacientes.
Nesses casos, 0 objetivo inicial dos testes consiste em determinar se o sistema nervoso é
afetado ou ndo por uma determinada substancia cujos dados toxicoldgicos ainda ndo
existem. Todavia, potenciais riscos neurolégicos sao dificeis de avaliar em decorréncia
da complexidade do sistema nervoso (U.S. CONGRESS, 1990).

Distarbios comportamentais podem surgir como um dos primeiros indicativos de
lesdo do sistema nervoso. Em humanos, essas mudancas se manifestam como alteragcdes
que incluem ansiedade, nervosismo, depressdo, perdas de memoria e apetite. Em casos
graves, podem ocorrer comportamentos bizarros, com delirio, alucinag¢des, convulsdes
ou mesmo a morte (U.S. CONGRESS, 1990). Em ratos, sinais como reducdo da
atividade e perda de peso podem ser sugestivas de neurotoxicidade (CHOI et al., 2005).

Nesse estudo, uma redu¢do média do peso corporal de 23,91g ocorreu nos
animais experimentais até a data da eutandsia, contudo ela se deveu a implantacio e

manuten¢do da canula no espago SA. Tal achado é corroborado pelos estudos de Serpell
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et al. (1993), Tsang et al. (1997) e Nishiyama et al. (1998), que também relataram perda
de peso em animais que receberam a canula. Todavia, a redu¢do do peso corporal ndo
diferiu estatisticamente entre os diferentes grupos, demonstrando a auséncia de efeitos
da administracdo SA do meloxicam sobre sua varia¢do. Esses achados vém se unir ao
trabalho de Takeda et al. (2005), em que ratos recebendo infusdo continua de
meloxicam por via SA durante sete dias ndo apresentaram redu¢do do ganho de peso
corporal.

No presente estudo, a observacao de pesos corporais médios estatisticamente
superiores no GIII em relagdo aos demais grupos ndo apresentou uma causa definida,
mas acredita-se que possa decorrer de variagOes resultantes da utilizagdo de animais
com diferentes origens. Essa constatagdo ndo pareceu exercer qualquer influéncia sobre
os resultados do estudo, visto que a variagdo do peso corporal ao longo do periodo de
avaliacdo no GIII ndo diferiu dos demais grupos experimentais.

A sugerida presenca de hematuria em trés animais do estudo, embora ndo tenha
sido confirmada por andlises laboratoriais, parece se relacionar fortemente com as
observacdes de Meyer et al. (2003). Segundo os autores, ratos submetidos a lesdo
medular experimental apresentaram alteragdes histopatologicas da bexiga que ja
puderam ser constatadas duas horas apds o trauma e envolveram mudangas no ndimero
de camadas do urotélio, presenca de mono e morfonucleados, e alteracdes vasculares,
entre outros achados. A ocorréncia das alteracdes histopatoldgicas pode ser verificada
durante os quatro dias que corresponderam ao periodo de avaliacdo. Contudo, hematdria
franca surgiu como um sinal precoce de cistite hemorrdgica, ocorrendo nas primeiras
24-48 horas ap6s a lesd@o, mesmo periodo constatado em dois dos trés animais afetados
no presente ensaio experimental.

A ocorréncia de alteracdes urindrias apds trauma medular estd bem descrita na
literatura, tanto no homem (LEONI & RUZ, 2003) quanto em animais (OZTEMUR et
al,, 2010; YOO & LEE, 2010), e de modo geral recebe o nome de “disfuncdo
neurogénica da bexiga”. Lesdes medulares traumadticas podem alterar o centro da
miccdo pontina e, como resultado, ocorrer disfun¢do na coordenagao vesicouretral. Por
conseguinte, o dano medular resulta em sérias modificagdes funcionais no trato urinario
inferior, o que favorece a infeccdo devido a incontinéncia e ao aumento da pressao
intra-vesical. Como resultado, as infeccdes do trato urindrio representam uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com lesdes da ME (LEONI

& RUZ, 2003; MEYER et al., 2003). Desse modo, a ocorréncia de uma lesdo medular
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traumadtica por ocasido da colocacdo e presenca da canula no espaco SA despontou
como principal explicagdo para a presumida cistite hemorrdgica nos referidos animais
experimentais.

Entretanto, tem sido sugerido que doencas afetando o SNC possam produzir
inflamacdo neurogénica — cistite hemorrdgica — através da ativagao de circuitos vesicais
centrais em dreas especificas da ME e do tronco cerebral. Pouco se sabe, porém, acerca
dos mecanismos através dos quais o SNC pode ativar neurdnios sensoriais ou
autondmicos para produzir inflamagdo. Esse processo ja foi demonstrado apds o dano
medular decorrente de infec¢do viral, a qual incita uma resposta imune mediada pelas
células da glia e pelos leucdcitos. Assim, tem sido proposto que o desenvolvimento da
cistite apds lesdo medular de etiologia viral possa ser atribuido a essa resposta imune,
responsavel por ativar os circuitos neurais somdticos e autondmicos (JASMIN et al.,
1998).

Evidéncias demonstradas por DeLeo et al. em 1997, adicionalmente, afirmam
que a cateterizacdo SA € capaz de induzir uma robusta ativacdo neuroimune,
manifestada como uma elevagdo na expressio de marcadores gliais e citocinas
especificas, semelhantemente ao que ocorre na doenga medular viral. Com base nesses
achados, ndo é invidvel sugerir a hipdtese de que a cateterizacdo SA por si sO possa
acarretar em cistite hemorrdgica através da acdo de mecanismos de ativacao neurais
similares. Essa teoria € reforcada pela auséncia de evidéncias clinicas, macro e
microscopicas de dano medular nesses animais, sugerindo que possa existir uma
etiologia adicional a hipétese de lesdo traumatica em decorréncia da canula. Isso
explicaria o surgimento tardio da cistite hemorrdgica no animal do GII, visto que ele
nao se encaixa no padrao observado por Meyer et al. (2003) de surgimento agudo em
24-48 horas, como os demais animais. Até o presente momento, entretanto, estudos que
correlacionem todas essas varidveis ndo parecem estar presentes na literatura, sendo
possivel somente especular-se.

A interpretacdo dos resultados das andlises histopatoldgicas da ME permitiu
observar a auséncia de diferencas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais.
Assim, ficou demonstrado que a administragdo SA do meloxicam nao foi responsavel
por elevar o nimero de lesdes ou seu grau de severidade, quando comparada a
administracdo de solucdo salina ou somente a manutencdo da canula SA Esses achados
unem-se a relatos semelhantes (SVENSSON et al. 1993, GUEVARA-LOPEZ et al.,
2006; CALLEGARI et al., 2008) ou contrarios (AMIOT et al., 1986) abordando o
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emprego de outros AINEs, mas eram até entdo inexistentes no que se refere ao
meloxicam.

Diversos trabalhos t€ém mostrado que a manutencdo de uma canula no espaco
SA, com sua inser¢do através da membrana atlantooccipital, avancando por toda a
extensdo da ME, € capaz de causar compressdo espinhal (YAKSH & RUDY, 1976; LI
et al, 1985; GORDH et al., 1986), inflama¢dao moderada (LI et al., 1985; GORDH et al.,
1986; YAKSH & RUDY, 1976) com migracdo espinhal de células inflamatérias
mononucleares (ALMEIDA et al., 2000), ativacdo microglial e astrogliose no tecido
comprimido (JONES & TUSZYNSKI, 2001), bem como desmielinizacdo (YAKSH &
RUDY, 1976) e vacuolizacdo neuronal (LI et al., 1985). A presenca de um tecido
meningeal cicatricial envolvendo a canula foi também constatada por Jasmin & Ohara
(2001).

Nesse estudo, conforme demonstrado nos resultados, a presenca de lesdes
severas na andlise microscopica da ME esteve restrita a drea adjacente a cinula SA,
exceto por um animal — pertencente ao GIII — que apresentou lesdes severas difusas em
toda a drea medular. Nos demais ratos, as alteracdes foram associadas a compressao
tecidual resultante da presenca da canula, confirmando os referidos trabalhos. Estes
resultados vém confirmar a dissociagdo entre as alteracdes histopatoldgicas e os efeitos
do meloxicam SA sobre a ME, visto que alteragdes de maior severidade ocorreram em
todos os grupos experimentais, sem diferenca estatistica entre eles. Adicionalmente,
ficou demonstrado neste estudo que a presenca destas alteragdes severas esteve
significativamente associada a regido cervical da ME, e ndo a regiao lombossacra, onde
foram teoricamente depositadas as substancias, sugerindo ser também resultado da
insercdo da canula. Segundo Sakura et al. (1996), as alteracdes histologicas podem ser
minimizadas pelo uso de canulas menores ou compostas de outros materiais.

No que se refere a comparagdo entre o grau de severidade das lesdes e a data da
eutandsia dos animais, nenhuma diferenca pode ser constatada, demonstrando a
auséncia de evolucdo ou regressdo dos danos neuroldgicos com o passar do tempo.
Esses dados se adicionam a auséncia de alteracdes clinicas neurolégicas durante todo o
periodo de avaliacdo dos animais, embora sinais clinicos de dano neuronal possam estar
presentes mesmo na auséncia de alteracdes histoldgicas (SVENSSON et al., 1992). A
auséncia de disfun¢des motoras, neuroldogicas e comportamentais também foi constatada

por Takeda et al. (2005) apds o uso do meloxicam SA em infusdo continua.
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No presente experimento, a op¢do pelo uso de uma abordagem multifatorial,
envolvendo andlises estruturais, funcionais e comportamentais, permitiu demonstrar
com clareza a auséncia de efeitos deletérios do meloxicam sobre o modelo experimental
empregado. Contudo, o potencial neurotéxico de uma substancia é definido pela sua
capacidade de afetar adversamente qualquer um dos componentes estruturais ou
funcionais do sistema nervoso, a nivel molecular ou celular, por exemplo (U.S.

CONGRESS, 1990).
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a administraciao
subaracnéide do meloxicam na dose de 30pg.animal’ ndo foi capaz de suprimir a
hipernocicep¢do mecinica em um modelo de dor inflamatéria induzida pela
administracdo intraplantar de carragenina em ratos. Os dados resultantes das
observacdes clinicas e das respostas nociceptivas sugerem que outras doses sejam
pesquisadas antes que o efeito do farmaco seja descartado.

A administragdo do meloxicam SA na dose referida ndo produziu alteracdes
clinicas, neuroldgicas ou comportamentais nos animais experimentais durante todo o
periodo de avaliagdo. Adicionalmente, ndo houve alteracdes significativas no peso
corporal dos animais submetidos a sua administracao que diferissem dos demais grupos
experimentais.

A andlise histolégica da ME demonstrou a ocorréncia de lesdes decorrentes da
presenca da canula SA, sem associacdo, contudo, com a administragdo do meloxicam. A
ocorréncia, severidade e localizacdo das lesdes histoldgicas foram estatisticamente
semelhantes em todos os grupos experimentais, entretanto a presenca de lesdes severas

foi estatisticamente superior na regido cervical da ME.
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Porto Alegre, 28 de setembro de 2010.

F;/ A !
rof* Nadine Clausel!

CoordTia/do;d GPPG e CEP/HCPA
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APENDICE A - Ficha de avaliacdo neuroldgica

FICHA DE AVALIACAO NEUROLOGICA ]

ANIMAL N°

DIA1-_____/ /2010

PESO:

Habilidade de andar Flexdo da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragGes

DIA 2 - / /2010 PESO:

Habilidade de andar Flexio da pata posterior Sensacdo cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragGes

DIA 3 - / /2010 PESO:

Habilidade de andar Flexdo da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragdes.

DIA 4 - / /2010 PESO:

Habilidade de andar Flexdo da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragGes

DIA5-___ / /2010 PESO

Habilidade de andar Flexdo da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragdes

DIA 6 - / /2010 PESO:

Habilidade de andar Flex3o da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()
outras alteragGes

DIA 7 - / /2010 PESO:

Habilidade de andar Flexdo da pata posterior Sensacio cutinea
normal () normal () normal ()
diminuida () diminuida () diminuida ()
ausente () ausente () ausente ()

outras alteragdes
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APENDICE B — Valores do Ado1
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APENDICE C — Peso corporal dos animais experimentais nos momentos de avaliagao
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