Rev Bras Anestesiol. 2015;65(2):124-129

REVISTA BRASILRIRADE
BRASILEIRA DE -
ANESTESIOLOGIA oo sswessessrece o

ARTICULO CIENTIFICO

El meloxicam subaracnoideo no inhibe la
hipernocicepcion mecanica en el test de la carragenina
en ratones™

} CrossMark

Lanucha Fidelis da Luz Moura®*, Silvana Bellini Vidor®, Anelise Bonilla Trindade®,
Priscilla Domingues Morschbacher®, Nilson Oleskovicz¢ y Emerson Antonio Contesini®

@ Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil

b Programa de Postgrado en Ciencias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil
¢ Universidad del Estado de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil

d Facultad de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil

Recibido el 21 de agosto de 2013; aceptado el 28 de octubre de 2013
Disponible en Internet el 13 de enero de 2015

PALABRAS CLAVE Resumen

AINE; Justificacion y objetivo: Evaluar los efectos antinociceptivos del meloxicam subaracnoideo
Carragenina; sobre la hipernocicepcion mecanica inducida por la carragenina en ratones.

Dolor; Métodos: Estudio aleatorizado y controlado. Dieciocho ratones Wistar, machos adultos, fueron
Médula espinal sometidos a la implantacion de una canula subaracnoidea y aleatoriamente distribuidos en

2 grupos: el grupo 1 recibié 5 pl de solucion salina, mientras que al grupo i se le administrd
30 ug de meloxicam, ambos por via subaracnoidea. La hipernocicepcion mecanica fue inducida
mediante inyeccion intraplantar de carragenina y fue calculada con el uso de un analgesimetro
digital cada 30 min durante un periodo de 4h. Los resultados fueron registrados como el A
del umbral de retirada (g), calculado restandose el valor de las medidas posteriormente a los
tratamientos, del valor basal.

Resultados: Los valores medios del A del umbral de retirada fueron menores en el grupo tratado
con meloxicam en todos los momentos de evaluacion entre 45 y 165 min, sin embargo, no se
demostro significacion estadistica (p=0,835) para esa diferencia.

Conclusién: La administracion subaracnoidea del meloxicam en la dosis de 30 pg/animal™' no
fue capaz de suprimir la hipernocicepcion mecanica en un modelo de dolor inflamatorio inducido
por la administracion intraplantar de carragenina en ratones. Los datos sugieren que deben
investigarse otras dosis antes de descartar el efecto del farmaco.
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Subarachnoid meloxicam does not inhibit the mechanical hypernociception

Background and objective: Evaluate the antinociceptive effects of subarachnoid meloxicam on

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 |
received saline solution 5 pL, while group i received meloxicam 30 ng. The mechanical hyper-
nociception was induced by intraplantar injection of carrageenan and evaluated using a digital
analgesymeter every 30 min during a 4 h 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 treated
with meloxicam over all time points between 45 and 165 min, however, there was no statistical

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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Introduccion

Las evidencias han demostrado que los antiinflamato-
rios no esteroideos (AINE) tienen, ademas de la accion
periférica reconocida, un poderoso efecto en los esta-
dos de dolor experimental que es independiente de sus
efectos antiinflamatorios'. Adicionalmente a su accion
de inhibicion de la sintesis de prostaglandinas periféri-
camente, ha sido mostrada una accion central de los
AINE mediante estudios experimentales en los cuales
esos farmacos demuestran una mayor potencia por la
via subaracnoidea cuando se compara con la adminis-
tracion sistémica?3. Varios estudios han evidenciado que
ambas formas de la ciclooxigenasa (COX) estan consti-
tutivamente expresadas en el cerebro y en la médula
espinal de los ratones*, siendo COX-2 la isoforma predo-
minante en el cuerno dorsal de la médula espinal®. La
administracion espinal de los farmacos antiinflamatorios
ha demostrado suprimir el reflejo de las fibras C, inhi-
bir la sensibilizacion neuronal en el cuerno dorsal de la
médula espinal y atenuar el dolor inflamatorio de larga
duracion®¢-",

El meloxicam es un analgésico y antiinflamatorio no
esteroideo que pertenece a la clase del acido enélico, pre-
sentando preferencia por la isoenzima COX-2'2. A diferencia
de muchos otros AINE, tiene una alta biodisponibilidad
oral y una larga vida media, aunque no esté exento de
efectos colaterales's. Hay pocos estudios que abordan la
administracion del meloxicam por las vias espinales'*"”
y no calculan sus efectos sobre el dolor inflamatorio
agudo. El objetivo de la presente investigacion fue calcu-
lar el poder antinociceptivo del meloxicam subaracnoideo
sobre el dolor agudo inducido por la carragenina en rato-
nes.

Materiales y métodos

El protocolo experimental utilizado fue analizado y apro-
bado por la Comision de Etica en el Uso de Animales de la
Institucion. Los ratones fueron alojados individualmente a
una temperatura controlada (21-24°C) y ciclo luz-oscuridad
de 12h, con agua y alimento ofertados ad libitum como
minimo durante 14 dias.

Los animales fueron preparados para cirugia bajo
anestesia con quetamina y xilazina (100 y 10mg/kg™’
via intraperitoneal, respectivamente), y a continuacion,
sometidos a la implantacion de la canula en el espacio suba-
racnoideo de acuerdo con una modificacién de la técnica
previamente descrita en la literatura'®. En resumen, los
animales fueron colocados en declUbito ventral, con
los miembros anteriores y posteriores fijados en abduccion
y con la cabeza levemente elevada con relacion al resto
del cuerpo. Después de desinfectar la piel de la region
atlantooccipital, se realizd una incision vertical de aproxi-
madamente 2 cm de extension en la linea media de la region,
iniciandose en el punto entre las orejas y extendiéndose
hasta la cola. El tejido subcutaneo y los muasculos biven-
ter cervicis y rectus capitis dorsalis mayor fueron apartados
por diseccion roma. Con la retraccion de la musculatura, la
duramadre y la cisterna magna fueron visualizadas, y des-
pués de la exposicion de la membrana atlantooccipital, se
uso6 una aguja 18 G para perforar su region central, hasta que
ocurriese la salida del liquido cefalorraquideo. Una canula
de polietileno PE-10 (#BB31695-PE/1, Scientific Commodi-
ties, Lake Havasu City-AZ, EE. UU.) se insertd a través del
orificio y se dirigi6 8,5c¢cm caudalmente en el interior
del espacio subaracnoideo, hasta llegar a la region del alar-
gamiento lumbar. La medida, el corte y la marcacion de
las canulas con pintura de esmalte fueron realizados en el
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periodo previo al experimento, siendo ese material indivi-
dualmente empaquetado y esterilizado con 6xido de etileno.
La porcion craneal de la canula se insertd a través de una
aguja 18 G, permitiendo su acomodacion en el tejido subcu-
taneo, para poder salir de la piel cerca de la parte superior
de la cabeza. Los mUsculos y la piel fueron suturados y el
extremo externo del catéter fue ocluido con la insercion
de un pequeno fragmento de aguja dental (30G x 21 mm).
Finalmente, la porcion externa de la canula se fijo a la piel
con una sutura. Durante el periodo posterior a la implan-
tacion de la canula, los animales fueron mantenidos en
unas cajas plasticas individuales bajo las mismas condicio-
nes del periodo previo. El dia siguiente a la colocacién
de la canula, los animales fueron evaluados, de modo
que los déficits neuroldgicos se pudiesen comprobar. Los
que presentaron alteraciones neurologicas fueron excluidos
del estudio.

Dieciocho ratones Wistar, con un peso de 300-450g, fue-
ron preparados con éxito para el estudio, y un dia después
de la colocacion de la canula, fueron sometidos al test de
evaluacion de la hipernocicepcion mecanica inducida por
la carragenina. Para eso, se uso un analgesimetro digital
(Insight Ltda Equipamentos Cientificos, Ribeirao Preto-SP,
Brasil), de acuerdo con la técnica previamente descrita'®,
en la cual un transductor de presion equipado con una punta
de polipropileno de 7 mm? fue aplicado perpendicularmente
a la superficie plantar derecha de los animales, con una
presion linealmente creciente. El equipamiento registro la
fuerza ejercida, expresada en gramos (g), con una exac-
titud de 0,1g. La estimulacion del miembro fue repetida
hasta que el animal presentase 3 medidas similares (la dife-
rencia entre el valor mas alto y el mas bajo fuese inferior
a 10g). Asi, el comportamiento nociceptivo se cuantificd
a través del promedio de 3 valores expresados en gramos,
que representa el umbral de retirada de la pata al estimulo
mecanico, en cada momento de la evaluacion. Fueron consi-
derados como respuesta positiva la retirada del miembro al
contacto con la punta o el comportamiento de sacudir y/o
lamer el miembro al momento o inmediatamente después
de la estimulacion (flinch). La ambulacion fue considerada
una respuesta ambigua, por tanto, cuando ocurrio en el
momento de la aplicacion del test, este se repitio.

Aproximadamente 30 min antes del inicio de las evalua-
ciones, los ratones fueron transferidos al lugar donde se iban
a realizar los test: cajas acrilicas con un suelo de alam-
bres no maleable, en una sala silenciosa, permitiendo su
climatizacion, constatada por el cese del comportamiento
de limpieza y la exploraciéon de la region. A lo largo de
ese periodo, fueron realizadas aproximadamente 5 estimu-
laciones de los miembros de los animales, para permitir su
familiarizacion con el estimulo aplicado. A continuacion,
fueron establecidos los valores basales de cada animal.

Una vez registrados los valores basales, se cogieron los
animales y se procedid a la retirada del fragmento metalico
oclusivo del catéter. A continuacion, los animales fueron dis-
tribuidos aleatoriamente en 2 grupos. Los del grupo 1 (Gl,
n=9) fueron sometidos a la administraciéon subaracnoidea
de 5puL de solucion salina, mientras que los animales del
grupo 1 (Gll, n=9) recibieron 30 ug de meloxicam diluidos
en una solucion salina hasta un volumen final de 5 pL, por
la misma via. Las soluciones fueron administradas con la
ayuda de una micro jeringuilla Hamilton de 10 uL (701N,

Hamilton Company, Reno-NV, EE: UU.) durante un periodo
de 30seg. Realizado tal procedimiento, fueron inyectados
10 uL de solucion salina estéril para el lavado del catéter.

Inmediatamente después de la administracion de las sus-
tancias en el espacio subaracnoideo, carragenina-lambda
(0,1 ml de carragenina 2,5%) se inyecto en la region intra-
plantar del miembro derecho, siguiendo la técnica descrita
previamente en la literatura®. El momento de la inyec-
cion de la carragenina fue registrado como tiempo 0 (Ty),
y las evaluaciones posteriores fueron realizadas cada 30 min
durante las 4 h posteriores a la administracion del farmaco,
para obtenerse un perfil temporal de accién de la misma.
Todas las evaluaciones fueron realizadas por un componente
del equipo que no conocia el tratamiento al cual cada ani-
mal se sometio. Una vez que los animales fueron testados
en los periodos anteriores y posteriores a la administracion
de los farmacos, los resultados fueron registrados como el
A del umbral de retirada (g), calculado restandose el valor
de las medidas después de los tratamientos, del valor basal,
y confrontado esos valores.

Los datos aparecen como media 4 desviacidon estandar.
Los valores del A del umbral de retirada fueron comparados
con el uso del analisis de variancias con medidas repeti-
das y 2 factores, siendo el grupo (Gl o Gll) el factor fijo
y el momento (tiempo cada 30 min) el factor de repeticion.
Para el analisis se presupuso una matriz de correlaciones
no estructuradas entre los momentos de evaluacién. Los
analisis fueron realizados con el software SAS version 8.0
para Windows y el nivel de significacion fue determinado en
p<0,05.

Resultados

Con el paso del tiempo se dio un aumento promedio del A
del umbral de retirada, siendo sus valores estadisticamente
mayores en las evaluaciones con 210 y 240 min con relacion
a las demas (p <0,05). Pudieron ser constatadas diferencias
entre otros momentos de evaluacion, siempre existiendo
un aumento promedio del A del umbral de retirada con el
transcurrir del experimento, como se muestra en la tabla 1.

Los valores promedio del A del umbral de retirada fue-
ron menores en el grupo tratado con meloxicam en todos los
momentos de evaluacion entre 45 y 165 min, a pesar de no
haber sido demostrada significacion estadistica (p=0,835)
para esa diferencia (fig. 1). Diferencias promedio en el A
del umbral de retirada se dieron entre los momentos de
evaluacion dentro de cada grupo (p<0,001).

Durante la evaluacién de la antinocicepcion, 2 ratones,
ambos pertenecientes al Gl, tuvieron respuestas clini-
camente diferenciadas después de la induccion de la
hiperalgesia. Esos animales mostraron la presencia de secre-
cion ocular, un significativo cansancio, con vocalizaciones
en reposo y negativa a apoyar el miembro sometido a la
aplicacion de carragenina, sugiriendo la presencia de dolor
intenso. La evaluacion antinociceptiva de esos ratones tuvo
un grado de dificultad elevado con relacion a los demas,
visto que los animales no permitian que una fuerza se ejer-
ciese contra la superficie plantar durante la comprobacion.
En esos casos, los animales levantaban el miembro afectado,
seguido del movimiento de la punta, no ejerciendo resis-
tencia a la presion ejercida. Como resultado, tales animales
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Tabla 1 Diferencia media, error estandar y valor de p del
A del umbral de retirada (g) en los ratones de los grupos
Gl y Gll, en los diferentes momentos de evaluacion de la
hipernocicepcion inducida por la inyeccion intraplantar de
carragenina

Evaluaciones  Diferencia media Error p
(min) estimada estandar
30-60 —4,13 3,38 0,914
30-90 —5,60 3,82 0,813
30-120 —7,59 2,96 0,234
30-150 —13,64 4,03 0,055
30-180 —15,30 4,24 0,036
30-210 —23,50 3,68 <0,001
30-240 -27,76 2,53 <0,001
60-90 —1,47 2,42 0,998
60-120 —3,46 2,58 0,872
60-150 —9,51 3,13 0,104
60-180 -11,16 3,67 0,104
60-210 -19,37 2,71 <0,001
60-240 —23,63 2,88 <0,001
90-120 -1,99 2,84 0,996
90-150 —8,04 2,67 0,111
90-180 -9,70 3,35 0,136
90-210 —~17,90 2,71 <0,001
90-240 -22,16 2,99 <0,001
120-150 —6,06 2,41 0,254
120-180 —7,71 3,81 0,497
120-210 -15,92 2,22 <0,001
120-240 -20,18 2,80 <0,001
150-180 —1,65 3,37 1,000
150-210 —-9,86 2,60 0,025
150-240 —14,12 3,02 0,004
180-210 —8,21 2,36 0,046
180-240 —12,47 3,03 0,013
210-240 —4,26 2,48 0,677
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Figura 1 Valores promedios del A del umbral de reti-
rada =+ desviacion estandar (g) en los diferentes momentos de
evaluacion de la hipernocicepcion mecanica, en ratones some-
tidos a la administracion SA de solucion salina (Gl) o meloxicam
(GlI).

tuvieron altos valores del umbral de retirada, que no estaban
a tono con lo que pudo ser clinicamente observado.

Discusion

La efectividad de los AINE convencionales, de los inhibidores
de la COX-2 y de los anticuerpos monoclonales antiprosta-
glandina E; como agentes antiinflamatorios en los modelos
experimentales utilizando la carragenina esta hoy por hoy
muy bien descrita en la literatura?*-?2, Sus acciones fueron
tradicionalmente atribuidas a la inhibicion de las prostaglan-
dinas periféricas, las cuales ejercen un importante papel en
la sensibilizacion de los nociceptores en el sitio de lesion??,
una vez que la inyeccion intraplantar de carragenina induce
un significativo aumento en la expresion de COX-2, como
también en la produccion de prostaglandina E;**. Las
cantidades relativas de cada isoforma que estan expresa-
das en los diferentes tejidos pueden sin embargo variar y
ser moduladas en condiciones patoldgicas. Asi, contrastando
con otros organos, el cerebro normal del raton, como tam-
bién la médula espinal, expresan mas COX-2 que COX-17°,
y hay datos que confirman su papel en el procesamiento
sensorial del dolor?®. Asi, una serie de evidencias experi-
mentales nos sugieren actualmente que los AINE ejercen
su accion analgésica también por su actividad sobre el sis-
tema nervioso central, por afadidura a su reconocida accion
periférica?®.

Diversos farmacos han sido administrados por via espinal
en un intento de comprobar tal mecanismo, y la ausencia
de efectos consistentes del meloxicam subaracnoideo sobre
la nocicepcion inducida en el modelo experimental utilizado
se contrapone a los hallazgos de otros autores, que repor-
tan una actividad antinociceptiva después del uso espinal de
otros AINEZ'415,20.27-32  Resaltamos sin embargo, que aun-
que hay una variedad de trabajos que investigan el poder
antinociceptivo de los inhibidores de la COX-2 administra-
dos por via subaracnoidea, los que abordan especificamente
los efectos del meloxicam son todavia escasos. Esos tra-
bajos ya fueron capaces de demonstrar, sin embargo, un
efecto inhibitorio sobre el fendmeno de wind-up in vitro*,
como también sobre la nocicepcion inducida por la capsai-
cina o formalina*. Adicionalmente, quedd demostrado un
efecto analgésico sinérgico con la morfina después de su
administracion subaracnoidea en animales con dolor visce-
ral experimental'>. En un estudio previo'’, una dosis similar
a la del presente trabajo (30 wg/animal™") fue utilizada para
investigar los efectos antialodinicos del meloxicam por via
subaracnoidea. Los autores, sin embargo, usaron un modelo
de dolor neuropatico experimental en ratones caseros dia-
béticos, siendo diferente del modelo de dolor inflamatorio
de esta investigacion. Los efectos del farmaco, sin embargo,
fueron demostrados con la dosis usada, lo que no se dio en
este estudio. Observando atentamente los datos presenta-
dos en la figura 1, se puede sin embargo notar que el grupo
sometido a la administracion del meloxicam tuvo valores
promedios del A del umbral de retirada inferiores a los mos-
trados por el grupo que recibio la solucion salina, durante
todos los momentos de evaluacion entre 45 y 165 min.

La inflamacion generada por la aplicacion intraplantar
de carragenina se caracteriza por mostrar un comporta-
miento bifasico con relacion al edema. La fase precoz
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(0-1h) ha sido atribuida a la liberacion de histamina,
5-hidroxitriptamina y bradicinina, de modo que la efica-
cia de los AINE en ese periodo ha sido cuestionada. En la
fase tardia (1-6 h), por otro lado, se ha verificado una ele-
vada produccién de prostaglandinas®®. La hiperalgesia, sin
embargo, parece desarrollarse en paralelo con la elevacion
de los niveles espinales de COX-2 y su pico solo ocurre des-
pués de 4h de la inyeccién de carragenina®. No obstante,
al observar la figura 1 podemos notar que los efectos del
meloxicam sobre la hiperalgesia se dieron justamente en el
periodo anterior a las 4 h de evaluacion, con valores signifi-
cativamente elevados del A del umbral de retirada después
de 165min de la administracion, contraponiéndose a tales
afirmaciones.

Ese comportamiento de la curva de respuesta, sin
embargo, también se observo en trabajos que, usando el
modelo de la carragenina, constataron efectos antihiperal-
gésicos térmicos cuando se administroé por via subaracnoidea
el SC58125 (un inhibidor selectivo de la COX-2) solamente
durante los 170min iniciales de la evaluacién®’. Visto
que la hiperalgesia térmica ha demostrado ser mediada
de forma similar por la accion de la COX-2 espinal®®, estu-
dios que caractericen el estandar de expresion medular de
la COX-2 en la inflamacion inducida por la carragenina, y
hasta la fecha aparentemente inexistentes, podran eluci-
dar tales observaciones. En ambos grupos experimentales
fue observado un significativo aumento en la intensidad de
la hipernocicepcion, caracterizado por la elevacion del A
del umbral de retirada, especialmente en las evaluaciones
con 210 y 240 min. Tales constataciones pueden ser explica-
das por las afirmaciones de otros autores, segln las cuales
la repeticion del estimulo mecanico puede producir una
elevacion en la sensibilidad del area estimulada®. La admi-
nistracion del meloxicam, por tanto, tampoco fue capaz de
impedir ese aumento de la hipernocicepcion en el transcurso
del tiempo.

Entre los diferentes factores que pueden haber influido
en la obtencion de los presentes resultados, el esta-
blecimiento de una dosis adecuada surgid6 como una
necesidad esencial cuya importancia puede haber sido
decisiva para los datos aqui reflejados. Actualmente,
los escasos trabajos con el meloxicam por via subarac-
noidea traen protocolos de administracion distintos del
preconizado en ese estudio, como técnicas de infusion
continua'® o su asociaciébn con opidides’>. La nece-
sidad de determinar una dosis capaz de demonstrar
efectos consistentes, o incluso la ausencia de tales efec-
tos, estuvo fundamentada en la extrapolacion de los
resultados obtenidos en tales estudios, con su adecua-
cion a las necesidades de este trabajo. Asi, tomando
como base investigaciones previas que tuvieron resultados
satisfactorios con el uso de 30 ug/animal™' de meloxicam
subaracnoideo sobre el dolor neuropatico experimental en
animales diabéticos'’, fue preconizada la utilizacion de una
dosis similar para poder observar sus efectos sobre la hipe-
ralgesia inflamatoria.

El dolor neuropatico, sin embargo, es un sindrome com-
plejo que involucra teorias inflamatorias e inmunes que
todavia estan poco clarificadas, y cuya hiperalgesia resulta
tanto en el compromiso de los tejidos neurales como no
neurales, estando asociada con la activacion de fibras Ap,
ademas de las fibras A3*. Sin embargo, la complejidad del

sistema nociceptivo ha demostrado que después de las alte-
raciones minimas en la naturaleza del proceso doloroso se
activan diferentes vias sensoriales*', lo que nos hace creer
que pueden ser necesarias dosis diferenciadas de un mismo
farmaco para la supresion de los dolores de distintos ori-
genes. Esa posibilidad puede ser rapidamente contemplada
en el presente estudio, ya que una dosis capaz de controlar
la hiperalgesia neuropatica no obtuvo los mismos resultados
sobre la de origen inflamatorio. Asi, demostramos la necesi-
dad de hacer futuras investigaciones con las diferentes dosis
del farmaco.
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