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PALAVRAS-CHAVE Resumo

AINE; Justificativa e objetivo: Avaliar os efeitos antinociceptivos do meloxicam subaracnoéideo sobre
Carragenina; a hipernocicepcao mecanica induzida pela carragenina em ratos.

Dor; Métodos: Estudo randomico e controlado. Dezoito ratos Wistar, machos adultos, foram submeti-
Medula espinhal dos a implantacdo de uma canula subaracndidea, e aleatoriamente distribuidos em dois grupos:

0 Grupo 1 (Gl) recebeu 5 pL de solucdo salina, enquanto que ao Grupo 11 (Gll) foram administrados
30 g de meloxicam, ambos pela via subaracnoéidea. A hipernocicepcao mecanica foi induzida
pela injecdo intraplantar de carragenina e avaliada com o emprego de um analgesimetro digital
a cada 30 minutos durante um periodo de 4 horas. Os resultados foram registrados como o A do
limiar de retirada (g), calculado subtraindo-se o valor das mensuragdes apds os tratamentos,
do valor basal.

Resultados: Os valores médios do A do limiar de retirada foram menores no grupo tratado com
meloxicam ao longo de todos os momentos de avaliacao entre 45 e 165 minutos, contudo nao
foi demonstrada significancia estatistica (p=0,835) para essa diferenca.

Conclusdo: A administracao subaracnodidea do meloxicam na dose de 30 pg.animal™' nao foi
capaz de suprimir a hipernocicepcdo mecanica em um modelo de dor inflamatoria induzida
pela administracao intraplantar de carragenina em ratos. Os dados sugerem que outras doses
sejam pesquisadas antes que o efeito do farmaco seja descartado.
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Subarachnoid meloxicam does not inhibit the mechanical hypernociception

Background and objective: Evaluate the antinociceptive effects of subarachnoid meloxicam on
the mechanical hypernociception induced by carrageenan in rats.

Methods: Randomized controlled trial. Eighteen adult male Wistar rats underwent a cannula
implantation into the subarachnoid space and were randomly divided into two groups: Group |
(Gl) received saline solution 5 uL, while Group Il (Gll) received meloxicam 30 mg. The mechani-
cal hypernociception was induced by intraplantar injection of carrageenan and evaluated using
a digital analgesymeter every 30 minutes during a 4 hour period. The results were recorded as
the A withdrawal threshold (in g), calculated by subtracting the measurement value after
Results: The A withdrawal threshold mean values were lower in the group of patients trea-
ted with meloxicam over all time points between 45 and 165 minutes, however, there was no

Conclusion: Subarachnoid meloxicam at a dose of 30 pg.animal™! did not suppress the mecha-
nical hypernociception in a model of inflammatory pain induced by intraplantar administration

of carrageenan in rats. The data suggest that other dosages should be investigated the drug
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statistical significance, (p=0.835) for this difference.
effect is discarded.
reserved.

Introducao

Evidéncias demonstram que os anti-inflamatdrios nao
esteroidais (AINEs) apresentam, além da acdo periférica
reconhecida, um poderoso efeito nos estados de dor
experimental que é independente de seus efeitos anti-
-inflamatorios.! Adicionalmente a sua acdo inibitoria da
sintese de prostaglandinas perifericamente, uma acao cen-
tral dos AINEs tem sido sugerida por estudos experimentais
nos quais esses farmacos demonstram uma maior poténcia
pela via subaracnédidea quando comparada a administracao
sistémica.?? Estudos tém demonstrado que ambas as formas
da ciclooxigenase (COX) sao constitutivamente expressas no
cérebro e na medula espinhal de ratos,* sendo COX-2 a iso-
forma predominante no corno dorsal da medula espinhal.’
A administracao espinhal dos farmacos anti-inflamatorios
tem mostrado suprimir o reflexo das fibras C, inibir a
sensibilizacao neuronal no corno dorsal da medula espinhal
e atenuar a dor inflamatéria de longa duracio.>"

O meloxicam é um analgésico e anti-inflamatorio nao
esteroidal pertencente a classe do acido endlico, apresen-
tando preferéncia pela isoenzima COX-2.'? Diferentemente
de muitos outros AINEs, apresenta alta biodisponibilidade
oral e uma longa meia-vida, embora ndo esteja destituido de
efeitos colaterais.’® Estudos abordando a administracao do
meloxicam pelas vias espinhais sao escassos'*""” e nao ava-
liam seus efeitos sobre a dor inflamatoria aguda. O objetivo
da presente investigacao foi avaliar o poder antinociceptivo
do meloxicam subaracnoide sobre a dor aguda induzida pela
carragenina em ratos.

Materiais e métodos

O protocolo experimental utilizado foi analisado e aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da instituicao.

Os ratos foram alojados individualmente sob temperatura
controlada (21°-24°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com
agua e alimento ofertados ad libitum por no minimo 14 dias.

Os animais foram cirurgicamente preparados sob anes-
tesia com quetamina e xilazina (100 e 10mg.kg™" via
intraperitoneal, respectivamente), e a seguir, submetidos
a implantacao da canula no espaco subaracnéide de acordo
com uma modificacdo da técnica previamente descrita pela
literatura.'® Resumidamente, os animais foram acomodados
em decUbito ventral, com os membros anteriores e posterio-
res fixados em abducao e com a regidao da cabeca levemente
elevada em relacdo ao resto do corpo. Apos anti-sepsia da
pele da regidao atlantooccipital, uma incisao vertical com
aproximadamente 2cm de comprimento foi realizada na
linha média da regiao, iniciando no ponto entre as orelhas
e se estendendo caudalmente. O tecido subcutaneo e os
mUsculos biventer cervicis e rectus capitis dorsalis maior
foram afastados por dissecacao romba. Com o afastamento
da musculatura, a dura-mater e a cisterna magna foram
visualizadas, e apds a exposicdo da membrana atlantooccipi-
tal, uma agulha 18-Gauge foi empregada para puncionar sua
regiao central, até que ocorresse saida de liquido cefalorra-
quidiano. Uma canula de polietileno PE-10 (#BB31695-PE/1,
Scientific Commodities, Lake Havasu City - AZ, USA) foi,
entdo, inserida através do orificio e avancada 8,5cm cau-
dalmente no interior do espaco subaracnoide, até alcancar
a regiao do alargamento lombar. A mensuracao, o corte e
a marcacao das canulas com tinta esmalte foram realiza-
dos no periodo prévio ao experimento, sendo esse material
individualmente embalado e esterilizado com dxido de eti-
leno. A porc¢ao cranial da canula foi inserida através de uma
agulha 18-Gauge, permitindo sua acomodacao no tecido sub-
cutaneo, de modo a emergir da pele proximo ao topo da
cabeca. Os musculos e a pele foram suturados e a extre-
midade externa do cateter foi ocluida com a insercdao de
um pequeno fragmento de agulha dental (30G x 21 mm). Por
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fim, a porcao externa da canula foi fixada a pele com sutura.
Durante o periodo que se seguiu a implantacao da canula,
os animais foram mantidos em caixas plasticas individuais,
sob as mesmas condicdes do periodo prévio. No dia seguinte
a colocacdo da canula, os animais foram avaliados, de
modo que déficits neurologicos pudessem ser constatados.
Aqueles que apresentaram alteracdes neuroldgicas foram
excluidos do estudo.

Dezoito ratos Wistar, pesando 300-450g, foram pre-
parados com sucesso para o estudo, e um dia apds a
colocacdo da canula, foram submetidos ao teste de
avaliacao da hipernocicep¢ao mecanica induzida pela car-
ragenina. Para isso, foi empregado um analgesimetro digital
(Insight Ltda Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto - SP,
Brasil), de acordo com técnica previamente descrita,’ na
qual um transdutor de pressao equipado com uma ponteira
de polipropileno de 7 mm? 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 precisao de 0,1g.
A estimulacdo do membro foi repetida até que o animal
apresentasse trés mensuracoes 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 consi-
derados 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 estimulacao (flinch). A ambulacado foi considerada
uma resposta ambigua, logo, quando ocorreu no momento
da aplicacao do teste, este foi repetido.

Aproximadamente trinta minutos antes do inicio das
avaliacoes, os ratos foram transferidos para o local de
realizacdo dos testes, constituido por caixas acrilicas com
assoalho de tela aramada nao maleavel, em uma sala silen-
ciosa, permitindo sua aclimatizacao, constatada pelo cessar
do comportamento de limpeza e exploracao do local. Ao
longo desse periodo, foram realizadas aproximadamente
cinco estimulacdes 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 frag-
mento metalico oclusivo do cateter. A seguir, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos. Os ani-
mais do Grupo 1 (Gl, n=9) foram submetidos a administracéo
subaracndidea de 5 uL de solucao salina, enquanto que os
animais do Grupo 1 (GIl, n=9) receberam 30ug de melo-
xicam diluidos em solucdo salina até um volume final de
5uL, pela mesma via. As solucdes foram administradas com
o auxilio de uma microseringa Hamilton de 10 uL (701N,
Hamilton Company, Reno - NV, USA) durante um periodo de
30 segundos. Realizado tal procedimento, 10 uL de solucao
salina estéril foram injetados para lavagem do cateter.

Imediatamente apés a administracdo das substancias
no espaco subaracnéideo, carragenina-lambda (0,1 mL de
carragenina 2,5%) foi injetada na regiao intraplantar do
membro direito, seguindo a técnica descrita previamente na
literatura.?’ O momento da injecao da carragenina foi regis-
trado como tempo 0 (Ty), e as avaliacoes posteriores foram
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Figura 1 Valores médios do A do limiar de reti-

rada+desvio padrao (g) nos diferentes momentos de
avaliacdo da hipernocicepcdo mecanica, em ratos subme-
tidos a administracdo SA de solucdo salina (Gl) ou meloxicam
(GlI).

realizadas a cada 30 minutos durante as quatro horas poste-
riores a administracao do farmaco, para se obter um perfil
temporal de acao da mesma. Todas as avaliacoes foram rea-
lizadas por um componente que desconhecia o tratamento
ao qual cada animal fora submetido. Uma vez que os ani-
mais 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 mensuracoes apos os tratamentos, do valor basal,
e esses valores foram confrontados.

Os dados sao apresentados como média 4 desvio-padrao.
Os valores do A do limiar de retirada foram comparados
com uso de analise de variancias com medidas repetidas
e dois fatores, sendo o grupo (Gl ou Gll) o fator fixo e o
momento (tempo a cada 30 minutos) o fator de repeticao.
Para a analise foi suposta matriz de correlagdes ndo estru-
turadas entre os momentos de avaliacdo. As analises foram
realizadas com o software SAS versao 8.0 para Windows e o
nivel de significancia foi determinado em p <0,05.

Resultados

Um aumento médio do A do limiar de retirada ocorreu
com o passar do tempo, sendo os seus valores estatisti-
camente maiores nas avaliacoes com 210 e 240 minutos
em relacdo as demais (p<0,05). Diferencas entre outros
momentos de avaliacdo puderam ser constatadas, sem-
pre havendo aumento médio do A do limiar de retirada
com o transcorrer do experimento, como demonstrado pela
tabela 1.

Os valores médios do A do limiar de retirada foram meno-
res no grupo tratado com meloxicam ao longo de todos os
momentos de avaliacao entre 45 e 165 minutos, apesar de
nao ter sido demonstrada significancia estatistica (p =0,835)
para essa diferenca (fig. 1). Diferencas médias no A do limiar
de retirada ocorreram entre os momentos de avaliacao den-
tro de cada grupo (p<0,001).

Durante a avaliacao da antinocicepc¢ao, dois ratos, ambos
pertencentes ao Gl, apresentaram respostas clinicamente
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Tabela 1 Diferenca média, erro padrao e valor de p do A
do limiar de retirada (g) nos ratos dos grupos Gl e Gll, no dife-
rentes momentos de avaliacao da hipernocicep¢ao induzida
pela injecao intraplantar de carragenina

Avaliacoes Diferenca média Erro padrao 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
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 —7,71 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

diferenciadas apos a inducao da hiperalgesia. Esses animais
mostraram a presenca de secrecao ocular, significativo aba-
timento, com vocalizacdes em repouso e reluta em apoiar o
membro submetido a aplicacdo de carragenina, sugerindo a
presenca de dor intensa. A avaliacao antinociceptiva des-
ses ratos apresentou um grau de dificuldade elevado em
relacao ao demais, visto que os animais nao permitiam que
forca fosse exercida contra a superficie plantar durante
a afericao. Nesses casos, 0os animais erguiam o membro
afetado, acompanhando o movimento da ponteira, nao exer-
cendo resisténcia a pressao exercida. Como resultado, tais
animais apresentaram altos valores de limiar de retirada,
que nao condisseram com o que pode ser clinicamente obser-
vado.

Discussao

A efetividade dos AINEs convencionais, dos inibidores da
COX-2 e dos anticorpos monoclonais anti-prostaglandina E;
como agentes anti-inflamatorios nos modelos experimen-
tais utilizando a carragenina,encontra-se atualmente bem
descrita na literatura.?%-* Suas acées foram tradicional-
mente atribuidas a inibicao das prostaglandinas periféricas,

as quais exercem importante papel na sensibilizacao dos
nociceptores no sitio de lesdo,” uma vez que a injecao
intraplantar de carragenina induz um significativo aumento
na expressao de COX-2, bem como na producdo de pros-
taglandina E,.?* As quantidades relativas de cada isoforma
que sao expressas nos diferentes tecidos, contudo, variam
e podem ser moduladas sob condicdes patoldgicas. Assim,
contrastando com outros 6rgaos, o cérebro normal do rato,
bem como a medula espinhal expressam mais COX-2 do que
COX-1,%° e dados confirmam seu papel no processamento
sensorial da dor.2® Desse modo, uma série de evidéncias
experimentais sugere atualmente que os AINEs exercem
sua acao analgésica também por atividade sobre o Sistema
Nervoso Central, adicionalmente a sua reconhecida acdo
periférica.?

Diversos farmacos tém sido administrados por via espi-
nhal na tentativa de comprovar tal mecanismo, e a auséncia
de efeitos consistentes do meloxicam subaracndideo sobre
a nocicepcao induzida no modelo experimental utilizado
vem contra os achados de outros autores, que reportam
atividade antinociceptiva apds o uso espinhal de outros
AINEs.>1415,20.27-32 Ressalta-se, contudo, que embora uma
variedade de trabalhos pesquise o poder antinociceptivo
dos inibidores da COX-2 administrados por via subarac-
noidea, estudos abordando especificamente os efeitos do
meloxicam sdo ainda escassos. Esses trabalhos ja foram
sobre o fenémeno de wind-up in vitro,** bem como sobre
a nocicepcao induzida pela capsaicina ou formalina.’* Adi-
cionalmente, um efeito analgésico sinérgico com a morfina
foi demonstrado apo6s sua administracdo SA em animais
com dor visceral experimental.” Em estudo prévio,'” dose
semelhante & do presente trabalho (30 wg.animal™') foi
utilizada a fim de pesquisar os efeitos anti-alodinicos
do meloxicam SA. Os autores, contudo, empregaram um
modelo de dor neuropatica experimental em camundon-
gos diabéticos, diferindo do modelo de dor inflamatéria
desta pesquisa. Os efeitos do farmaco, entretanto, foram
demonstrados com a dose empregada, 0 que nao ocor-
reu neste estudo. Observando-se atentamente os dados
apresentados na figura 1, todavia, é possivel perceber
que o grupo submetido a administracdo do meloxicam
apresentou valores médios do A do limiar de retirada infe-
riores aqueles mostrados pelo grupo que recebeu a solucéo
salina, durante todos os momentos de avaliacao entre 45 e
165 minutos.

A inflamacao gerada pela aplicacao intraplantar de car-
ragenina se caracteriza por mostrar um comportamento
bifasico em relacdo ao edema. A fase precoce (0-1h) tem
sido atribuida a liberacao de histamina, 5-hidroxitriptamina
e bradicinina, de modo que a eficacia dos AINEs nesse
periodo tem sido questionada. Na fase tardia (1-6h), por
outro lado, uma elevada producao de PGs tem sido tem sido
verificada.>> A hiperalgesia, contudo, parece se desenvolver
em paralelo com a elevacao dos niveis espinhais de COX-2 e
seu pico s6 ocorre apos 4 horas da injecdo de carragenina.*
Observando a figura 1, entretanto, é possivel perceber que
os efeitos do meloxicam sobre a hiperalgesia ocorreram jus-
tamente no periodo anterior as 4 horas de avaliacdo, com
valores significativamente elevados do A do limiar de reti-
rada apds 165 minutos da administracao, contrastando com
tais afirmacoes.
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Esse comportamento da curva de resposta, todavia, tam-
bém foi observado em trabalhos que, usando o modelo da
carragenina, observaram-se efeitos anti-hiperalgésicos tér-
micos quando da administracao SA do SC58125 - um inibidor
seletivo da COX-2 - somente durante os 170 minutos ini-
ciais da avaliacdo.*” Visto que a hiperalgesia térmica tem
mostrado ser similarmente mediada pela acdao da COX-2
espinhal,®® estudos que caracterizem o padrao de expressao
medular da COX-2 na inflamacao induzida pela carragenina,
até entdo aparentemente inexistentes, poderdo elucidar
tais observacdes. Um significativo aumento na intensidade
da hipernocicepcao, caracterizado pela elevacdao do A
do limiar de retirada, especialmente nas avaliacdes com
210 e 240 minutos, foi observado em ambos os grupos expe-
rimentais. Tais constatacdes podem ser explicadas pelas
afirmacoes de outros autores, segundo as quais a repeticao
do estimulo mecanico pode produzir uma elevacao na
sensibilidade da area estimulada.** A administracdo do
meloxicam, portanto, também néo foi capaz de impedir
esse aumento da hipernocicepcao com o transcorrer do
tempo.

Dentre os diferentes fatores que podem ter influenci-
ado a obtencao 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 subaracnoéidea envolvem
protocolos de administracao distintos daquele preconizado
nesse estudo, como técnicas de infusdo continua'® ou sua
associacdo com opidides." A necessidade de determinacéo
de uma dose capaz de demonstrar efeitos consistentes, ou
mesmo a auséncia de tais efeitos, se baseou na extrapolacao
dos resultados obtidos em tais estudos, com sua adequacao
as necessidades desse trabalho. Assim, tomando por base
pesquisas prévias que obtiveram resultados satisfatorios
com o uso de 30pg.animal™' de meloxicam subarac-
noide sobre a dor neuropatica experimental em animais
diabéticos,'” a utilizacdo de dose semelhante foi preconi-
zada, de forma a observar seus efeitos sobre a hiperalgesia
inflamatoria.

A dor neuropatica, contudo, é uma sindrome com-
plexa que envolve teorias inflamatdrias e imunes ainda
pouco esclarecidas, e cuja hiperalgesia resulta tanto do
comprometimento de tecidos neurais quanto nao neu-
rais, estando associada a ativacado de fibras AB, além das
fibras A8.“° Contudo, a complexidade do sistema noci-
ceptivo tem demonstrado que diferentes vias sensoriais
sao ativadas apos alteracées minimas na natureza do
processo doloroso,*' levando a acreditar que doses dife-
renciadas de um mesmo farmaco possam ser necessarias
para supressao das dores de diferentes origens. Tal pos-
sibilidade pode ser prontamente cogitada no presente
estudo, visto que uma dose capaz de controlar a hiperal-
gesia neuropatica nao obteve os mesmos resultados sobre
aquela de origem inflamatoria. Fica assim demonstrada a
necessidade de pesquisas futuras com diferentes doses do
farmaco.
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