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RESUMO

Estudos t€m demonstrado que aproximadamente 20 a 30% da
populagdio adulta ird sofrer algum tipo de disfungéo temporomandibular
(DTM). Entretanto pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos
com a inflamac8o e com a dor inflamatdria que acompanham as DTMs.
Em vista disso, HASS et al. (1992} desenvolveram um modelo especifico
para o estudo do processo inflamatério agudo em ATM de ratos. Os
autores demonstraram que a administragfio intra-articular do agente
inflamatério e estimulante de fibra - C, Oleo de Mostarda (OM), induz
um extravasamento plasmatico (EP) quantificavel na articulacdo
temporomandibular. Entretanto nfio se conhece a contribuicdo dos
metabélitos do acido araquidénmico no EP induzido pelo OM nesse
modelo experimental de inflamac8o. Assim sendo, o objetivo desse
trabaltho foi o de testar o efeito da administracfo intraperitoneal (IP) do
meloxicam sobre o EP induzido pelo OM. A inflamac¢do foi induzida,
em trés grupos de ratos anestesiados, através da administragdo de 20ul
de OM nas concentracdes de 20%, 2,5% e 0,5%, respectivamente. Para
quantificar o EP, foi utilizado a técnica do corante azul de Evans, O
antiinflamatdério meloxicam ou salina (comtrole), foram administrados
sistemicamente (IP) 2 h antes da administragio do OM. O meloxicam na
dose de 22 mg/kg foi ineficaz em reduzir o EP induzido pelo OM nas
concentracdes de 20 e 2,5%. Eniretanto, quando a inflamagéo foi
induzida pelo OM a 0,5% e o meloxicam administrado na dose de 22
mg/kg, houve uma significativa (p<0,05) redugdo do EP (média + desvio
padrio, 27,85 + 3,94) comparado com o grupo controle (43,21 * 4,84).



padrdo, 27,85 + 3,94} comparado com o grupo controle (43,21 & 4,84).
Os resultados obtidos demonstram que: 1) O OM nas concentracdes de
20 e 2,5% ndo deve ser utilizado para o estudo de antiinflamatdrios nesse
modelo experimental de inflamacfo, sendo que a concentragfo de 0,5% ¢
mais apropriada para tal objetivo. 2) As prostaglandinas estfio envolvidas

na inflamacfo neurogénica induzida pelo OM.



ABSTRACT

Little is known about the mechanism(s) involved in both initiation
and maintenance of nflammation and inflammation - related pain within
the teraporomandibular joint (TMJ). Thus, HASS et al. (1992), developed
an orofacial model of acute inflammation in the rat. They showed that
application of the small fiber excitant and inflammatory irritant mustard
oil (MO) to the temporomandibular joint (TMJ]) induces plasma protein
extravasation. However, relatively little is known about the contribution
of eicosanoids (prostaglandins) to the plasma protein extravasation
induced by MO. The purpose of this study was to test the effect of
intraperitoneal (IP) administration of meloxicam on the plasma protein
extravasation induced by MO. Inflammation was induced, in three
individual groups, by the intra-articular administration of 20 ul of 20%,
2,5% and 0,5% MO, respectively. Plasma protein extravasation was
measured by the Evans blue method. Meloxicam or saline (control} were
given (IP) 2 hours before the administration of MO. Even in high dose
(22 mg/kg), meloxicam did not have inhibitory effect on the protein
plasma extravasation induced by 20% and 2,5% MO. On the other hand,
when the inflammation was induced by 0,5% MO, the pretreatment with
meloxicam induced a significant (p<0,05) reduction in the plasma protein
extravasation {mean + S.EM; 27,85 + 3,94) compared with the control
(43,21 + 4,84).These results demonstrated that 1) 0,5% MO is more
appropriate than 20% or 2,5% to the study of anti-inflammatory drugs in

10



this model of inflammation and that 2) prostaglands are involved in the

MO-induced protein plasma extravasation.
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1 - INTRODUCAO

Tem sido demonstrado que aproximadamente 32% de todos os
adultos irdo sofrer algum tipo de Disfuncdio Cranio Mandibular (DCM)
ao longo de suas vidas (Alder et al., 1992). O que ¢ mais importante, em
70% dos casos a dor esta associada com as DCMs. Essas Disfungdes sio
constituidas pelas desordens dos musculos mastigatérios ¢ pelas
desordens das articulagbes temporomandibulares (DTMs).

Desarranjos internos entre disco e condilo, artrites degenerativas
{osteoartrite), injurias traumaticas (agudas e crinicas), e¢ a artrite
reumat6ide sdo manifestacdes comuns das DTMs. Entretanto, pouco se
conhece a respeito do processo inflamatdrioc e da dor inflamatéria
associada com as DTMs.

Em vista disso, HASS et al. (1992) desenvolveram um modelo
experimental especifico para o estudo do processo inflamatério agudo
nas ATMs. Para tanto, os autores utilizaram - se do agente irritante Oleo
de Mostarda (OM), umn agente inflamatorio que, além de induzir o
extravasamento plasmatico neurogénico e a infiltragio de neutrdfilos
polimorfonucleares, estimula as fibras - C.

A técnica consistiu da administracio de diferentes volumes em
diferentes tempos de OM a 20% em uma das ATMs de ratos anestesiados
seguida da administracfio endovenosa do corante azul de Evans. Apos 10
minutos da administracdo de azul de Evans, os animais eram sacrificados
e os tecidos periarticulares de ambas as ATMs eram dissecados para

andlises espectrofotométricas j4 que o corante azul de Evans tem a
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propriedade de se ligar as protreinas plasmadticas identificando possiveis
regifes de extravasamento plasmaitico/edema caracteristicos de um
processo inflamatdério agudo. Com esse trabalho os autores concluiram
que o pico da resposta inflamatéria ocorria 30 minutos apos a
administragfo de 30 ul de OM a 20%.

Estudos t&m demonstrado um papel importante dos
antiinflamatérios como coadjuvante no tratamento das DTMs,
principalmente nas fases iniciais, em que o alivio da dor é de primordial
importincia para o bem-estar do paciente, além de possibilitar os
tratamentos subsequentes mais especificos (andlise oclusal, desgastes
oclusais, instalacdes de placas oclusais, fisioterapia, administra¢fo intra-
articular de corticoides).

No entanto, ainda nfo € conhecido na literatura nenhum
trabatho que relacione o efeito de antiinflamatérios nesse modelo
experimental de inflamacfio. Sendo assim, propusemo-nos nesse
trabalho, verificar o efeito da administrac@o sistémica (IP) do meloxicam,
um antiinflamatério ndo esterdide e inibidor seletivo da COX - 2, sobre
o extravasamento plasmético induzido pelo OM na ATM de ratos

anestesiados.
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2- REVISAO DA LITERATURA
2.1 — Inflamacfo

2.1.1 — Definicdo

A inflamacfio € uma reacdo de componentes hormonais e celulares
a uma agressdo, com o objetivo de destruir, neutralizar ou inibir a a¢io de
um agente lesivo e reparar o dano produzido. COTRAN et al. (1996),
afirmam que a inflamagdo ¢ um processo importante na protecdo do
hospedeiro ¢ a definem como uma resposta do tecido vivo vascularizado
a uma agressdo local com a funcdo de destruir, diluir, ou imobilizar o
agente agressor deflagrando com o tempo, uma série de acontecimentos
que, tanto quanto possivel, curam e reconstituem o tecido lesado.

E considerada essencialmente como uma resposta de defesa do
organismo, geralmente localizada, transitéria e autolimitada. Apds seu
desencadeamento, determinado por algum estimulo lesivo, observa-se
uma fase inicial denominada de fase aguda, de duragfo relativamente
curta, perdurando por alguns minutos, vérias horas ou por um ou dois
dias podendo, apds esse perfodo, evoluir para um processo crnico caso o
agente lesivo ndo seja eliminado.

De forma geral, a inflamacio aguda € estereotipada ou seja,
obedece a um padrio semelhante independentemente da natureza do
estimulo. Durante seu desenvolvimento ocorrem fenémenos vasculares e
celulares que levam ao surgimento dos quatro sinais cardeais da

inflamacéo: calor, rubor (eritema), tumor (edema) e dor, descritos por
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Cornelius Celsus no nicio do século. Mais tarde foi introduzido, como o

quinto sinal, a perda da funcg8o do tecido ou érgfo lesado.

2.1.2 - Fendmenos vasculares e celulares da inflamac8o aguda

A primeira resposta dos tecidos 4 agressfio ¢ uma vasoconstriciio
transitdria das arteriolas seguida da vasodilatacdo o que leva ao aumento
do fluxo sanguineo, a marca registrada das alteracSes hemodindmicas
iniciais na inflamagfo aguda € a causa do calor e rubor. Nesse estagio, o
aumento do volume de sangue nos vasos dilatados pode resultar em
aumentos suficientes da pressdo hidrostitica local que podem determinar
uma transitoria exsudacdo de liquido pobre em proteina no intersticio. O
passo seguinte, ¢ a diminuicio do fluxo sanguineo, fendmeno este
denominado "estase" e causado pelo aumento da permeabilidade vascular
que permite o extravasamento de fluidos e protefnas plasmaticas pelo
endotélio vascular caracterizando a formacdo do exsudato inflamatério
{(tumor/edema).

Conforme CASLEY-SMITH (1985), em todos os tipos de
inflamacdo, o exsudato € removido da drea injuriada através dos vasos
linfaticos por aceleracdo da fungfo linfitica normal. No entanto, quando
a taxa de formacio de exsudato em pequenos vasos sangiiineos excede a
capacidade dos linfiticos de remové-los dos espagos extracelulares, a
resultante final seria a formagdo de edema local (tumor).

Entretanto, essas alteragGes vasculares nfo ocorrem pelo acaso.
Flas sfo mediadas por uma série de substincias quimicas liberadas no
local da agressfo, que recebem o nome de mediadores quimicos da

inflamac#o.
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Dentre eles, o grupo das aminas vasoativas (histamina e
serotonina), a substincia P (SP), a bradicinina, C; e Cs, os leucotrienos
Co, Dy e By e o fator de ativagio plaquetdria (FAP), sfo os maiores
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular enquanto que o
fendmeno da vasodilatagdo é o resultado da interacdo de outros
mediadores quimicos sobre o endotélio vascular como as
prostaglandinas, o peptideo relacionado com o gene da calcitonina
(CGRP) e o 6xido nitrico (ON) (COTRAN et al., 1996; DRAY'?, 1995).

Prostaglandinas e leucotrienos sfo metabdlitos do 4cido
araquidénico, um é&cido graxo constituinte das membranas celulares o
qual ¢ liberado através de fosfolipases celulares quando ativadas por
estimulos meecdnicos, quimicos e fisicos ou por mediadores
inflamatérios. Uma vez liberado, o 4&cido aracdbnico pode ser
metabolizado por duas enzimas: ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase.
A agfio da COX transforma rapidamente o &dcido aracdbnico em
endoperdxido de prostaglandina, o qual é transformado enzimaticamente
em PGH,. Esse metabolito é entdo transformado enzimaticamente em trés
produtos: tromboxano A, (TXAQ), um potente agregante plaguetdrio e
vasoconstritror sanguineo, enconfrado principalmente nas plaquetas;
prostaciclina (PGILy), um potente inibidor da agregacdo plaquetaria e
vasodilatador encontrado principalmente nas paredes dos vasos; além das
prostaglandinas mais estaveis, PGE,;, PGF,, ¢ PGD,. Cada um desses
estagios € realizado por enzimas especificas presentes dentro de cada
célula-alvo (fromboxane sintetase, prostaciclina sintetase).

Ja a via da lipoxigenase, transforma o &cido aracddnico em
derivados hidroperdxidos (HPETE); 12-HPETE nas plaquetas e 5-
HPETE e 15-HPETE nos lewcécitos. O 5-HPETE pode sofrer uma
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peroxidagdo e se transformar em 4cido hidroxieicosatetraenéico (HETE).
O 5-HPETE origina os leucotrienos C,, Dy, B4 ¢ By Dessa maneira, a
PGE; ¢ a PGI, sdo os mediadores mais importantes da vasodilatagio
inflamatoria agindo diretamente sobre o endotélio vascular ou
acentuando os efeitos de outros mediadores. Os leucotrienos Cy, Dy e By
induzemn intensa vasoconstrigdo e aumento da permeabilidade vascular,
especialmente nas veénulas. A ativagdo dos metabdlitos do 4cido
aracd6nico e suas influéncias sobre o processo inflamatorio, estfo
esquematizados na figura 1.

Segundo VANE & BOTTING (1995), existem dnas isoformas de
ciclooxigenase; a COX-1 e a COX-2. A primeira € denominada de
"enzima constitutiva" por ser encontrada normalmente em tecidos e
células como as plaquetas, endotélio vascular, mucosa estomacal e rins
sendo que, a sua ativacdo resulta na liberacdo de tromboxano A,, PGI,
ou PGE, os quais exercem efeitos fisiologicos nos tecidos e orgdos em
que sdo liberados. Por exemplo, a producdo e liberagdo de PGE; na
mucosa gastrica possui um efeito citoprotetor contra a acidez do meio.
Em compensacéo, a COX-2 nfo é encontrada normalmente nos tecidos,
porém, durante o processo inflamatorio, sua formagfo € rapidamente
induzida em fibroblastos e outras células pela acdo da interleucina-1 (um
mediador inflamatério liberado de macrdfagos durante a inflamagéo),
lipossacarideos bacterianos e fatores de crescimento. A resultante final da
formacio da COX-2 ¢é a liberagfio de prostaglandinas que, nessas
condigdes agem como mediadiores inflamatérios (F1G.2).

Drogas antiinflamatorias nfo esteréides tradicionails como a
aspirina e indometacina, inibem tanto a COX-2 como a COX-1, o que

explica tanto seus efeito antiinflamatorios como seus efeitos lesivos sobre
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a mucosa gastrica (sangramento e tlceras). A descoberta da COX-2 levou
ao desenvolvimento de drogas antiinflamatérias com maior afinidade a
essa enzima com o objetivo de amenizar os efeitos colaterais e
potencializar os efeitos antiinflamatodrios de tais drogas (FIG. 2).

As aminas vasoativas s30 representadas pala histamina e pela
serotonina (5-HT) e acredita-se serem os mediadores da fase ativa
imediata do aumento da permeabilidade {(COTRAN et al, 1996). Sdo
encontradas pré-formadas em mastdcitos e plaquetas sendo liberados dos
mesmos apés a acdo de um agente lesive ou pela acdo de outros
mediadores (F1G.3).

C; e (s s#io substincias originadas da ativacio do sistema
complemento por microorganismos ou por outras substincias formadas
apés 4 agressdio tecidual como a trombina e plasmina. Aumentam a
permeabilidade vascular por liberarem histamina e 5-HT de mastocitos e
plaquetas (COTRAN et al., 1996).

O FAP ¢é um lipideo formado rapidamente em
mastdcitos/basofilos, neutréfilos, mondcitos/macrofagos, plaquetas e
células endoteliais, apds a estimulagdo celular, Aumenta a
permeabilidade vascular por agir diretamente sobre o endotélio e por
estirnular a sintese, por parte dos leucdcitos e outras células, de outros
mediadores, particularmente as prostaglandinas e os leucotrienos
{(COTRAN et al., 1996).

A bradicinina ¢ um peptideo formado a partir de uma cascata de
reacdes subsequentes da ativagfio do fator VII do sistema intrinseco da
coagulacio. O fator VII ativado converte a pré-calicreina plasmatica
numa forma proteolitica ativa, a enzima calicreina. Essa, por sua vez,

atua sobre o cininogénio plasmatico convertendo-o em bradicinina.
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Segundo DRAY (1995), os efeitos inflamatérios da bradicinina incluem
aumento da permeabilidade vascular por provocar contracio das células
endoteliais, liberacio de prostaglandinas, citocinas ¢ radicais livres de
uma variedade de células, além de induzirem a degranulacio de
mastocitos com conseqiiente liberacfo de serotonina e histamina (FIG.
3).

A SP e o CGRP séo neuropeptideos constitutivos de fibras
nervosas sensoriais, € a sua producdo ¢ regulada pelo fator de
crescimento neuronal (FCN), uma substidncia normalmente liberada
pelos tecidos que contituem os campos receptivos de tais fibras, por
fibroblastos e pelas células de Shwann (DRAY, 1995). Entretanto,
durante a inflamagfo, mediadores inflamatoérios oriundos de macrofagos
(interleucina 1-p e fator de necrose tumoral), induzem uma maior
produgéio e liberagcdo de FCN ao redor dos neurdnios sensoriais. Nessas
circunstdncias, ¢ FCN provoca um aumento na producdo dos
neuropeptideos SP e CGRP que passam a exercer efeitos pro-
inflamatorios. Assim, CGRP produzird vasedilatagdo local enquanto que
a SP aumenta a permeabilidade vascular além de induzir degranulacio de
mastécitos (F1G.3).

Quando a contribuicdio desses neuropeptideos no extravasamento
plasmatico ¢ signifcativa, o processo inflamatdric tem recebido a
denominacdo de inflamacdo neurogénica (DRAY, 1995).

O oxido nitrico é considerado um fator de relaxamento do
endotélio e em condicles fisioldgicas, regula a pressdo sanguinea, o
ténus vascular, a sinalizacdo neuronal e a funco imunoldgica.
Entretanto, durante a inflamac¢3o, uma forma induzida da enzima de

>

Oxido nifrico sintetase é ativada, e o éxido nifrico que passa a ser
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formado nessas condigSes atua como mediador inflamatério por produzir
vasodilataglio, e comseqliente aumento do fluxo sanguineo local
(HUGHES et al. 1990).

Conforme DRAY (1995), aldm desses, outros mediadores
inflamatdrios como as interleucinas 1-B, 6, 8 ¢ fator de necrose tumoral-
(FNT-a), todos provenientes de células imunolégicas, contribuem para o
aparecimento das alteragdes vasculares iniciais da resposta inflamatéria.
A aglio desses mediadores dé-se indiretamente pela indugfo e produgéo
de prostaglandinas, FCN, e aumento da sintese de receptores para a
bradicinina (FIG.3).

Outra importante caracteristica da resposta inflamatéria aguda € a
migragdo celular, caracterizada pela transferéncia de leucocitos de
pequenos vasos sanguineos e seu ac(mulo no tecido inflamado. A
medida que a estase se desenvolve, comeca a haver uma orientacio
periférica dos leucéeitos, principalmente de neutréfilos, ao longo do
endotélio vascular, processo esse denominado marginacdo leucocitaria.

Os leucocitos aderem ao endotélio primeiramente de modo
transitorio, depois com maior intensidade; logo em seguida, migram
através da parede vascular para o intersticio, através da inser¢io de
pseudépodes nas juncdes inter-endoteliais, processo este denominado
emigrac¢do. Alguns mediadores inflamatorios agem como "atrativos” para
que os leucécitos alcancem o agente irritante no tecido lesado a fim de
neutraliza-lo. Tal fendmeno recebe o nome de quimiotaxia e os agentes
quimiotaticos mais importantes sdo o LBy , Cs, FAP, IL-1, IL-8, FNT-a ¢

proteinas catidnicas liberadas da lise de leucdcitos durante a inflamagio.
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2.1.3 - Inflamacio e dor

Segundo DRAY (1995), a dor que acompanha a resposta
inflamatéria € o resultado da agfio dos mediadores inflamatérios sobre os
receptores que detectam os estimulos dolorosos (nociceptores), os quais
alteram-se estruturalmente, tornando-se mais excitaveis. O aumento da
sensibilidade & estimulos dolorosos recebe o nome de hiperalgesia
enquanto que, o fendmeno de sensibilizac8o dos nociceptores a estimulos
que normalmente néo provocariam dor recebe o nome de alodinia. Os
mediadores quimicos podem agir nos nociceptores através da interacdo
com proteinas de membrana as quais formam os canais i6nicos e, dessa
maneira, alteram a permeabilidade celular ou, o que ¢ mais comum,
interagem com receptores de membrana que estio unidos com
intermedidrios regulatdrios como a proteina G e segundos mensageiros.
Assim, a ativagio de um receptor de membrana por um mediador
inflamatério com subsequente ativacdo ou inibicdo do AMPc, € um
mecanismo comum pelo qual a excitabilidade da membrana neuronal ¢
regulada por alteracBo da permeabilidade ao jon potassio. Os
nociceptores também possuem canais de potassio ativados por cdlcio que
varios mediadores inflamatdrios podem bloquear, resultando em aumento
da excitabilidade e conseqiiente hiperalgesia. A agfo direta ou indireta
(através da liberagdo de outros mediadores que agiriam diretamente) dos
vérios mediadores quimicos da inflamacfio sobre o nociceptor, estdo

esquematizados na figura 3.
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2.1.4 - Mediadores inflamatdrios e as DTMs

Varios estudos tém sido realizados com o objetive de detectar as
possiveis células e mediadores inflamatérios envolvidos no processo
inflamatorio associado com as DTMs.

KOPP et al. (1983) analisando amostras de fluido sinovial de
pacientes com tais desordens, detectaram proteinas plasmaticas
caracteristicas do processo infamatérioc como a haptoglobulina,
seruplasmina, Cs, e fibrinogénio. Além dessas, as imunoglobulinas IgG e
IeM, também foram identificadas.

QUINN & BAZAN (1990) coletaram e analisaram amostras de
pacientes com dor e desarranjo interno de disco submetidos & cirurgia de
artroscopia da ATM. Utilizando uma metodologia para deteccéio de PGE,
¢ LTB,; e PAF, os autores observaram uma forte correlacio entre os
niveis desses mediadores com a dor € a inflamacéo.

Alder et al. (1992), utlizando um modelo experimental de
inflamac8o na ATM de coelhos, através da administragfo intra-articular
de particulas de silica, demonstraram ser possivel a deteccéo do aumento
do ph e dos metabdlitos de fosfato de alta energia nos tecidos adjacentes
a uma ATM inflamada, através de espectroscopia por ressondncia
magnética. Na inflamacfio aguda, as alteracOes vasculares levam os
tecidos 2 um estado de isquemia e andxia. Consequentemente, a
fosforilacdo oxidativa fica inibida, moléculas de alta energia como a
fosfocreatina ¢ o ATP s#o hidrolisadas e a via glicolitica passa a ser a
Unica fonte energética. Isso resulta no aumento da producfo de acido

lactico, de fosforo inorgénico e reducio do ph.
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SHAFER et al. (1994), observaram a presenga de FNT-o no fluido
sinovial de pacientes com desarranjo interno de disco.

FU et al. (1995) notaram que os niveis de IL-6 no fluido sinovial
de pacientes com DTM apresenta uma correlagdo positiva com a
presenca de dor e com as alteracdes radiograficas caracteristicas das
doengas degenerativas articulares.

KUBOTA et al. (1997} detectaram a presenga da IL-13 no fluido
sinovial de pacientes com osteoartrite na ATM.

Estudos tém demonstrado que o o6xido nitrico (ON), esta
relacionado com a inflamacio sinovial em modelos experimentais de
artrite. Diante disso, TAKAHASHI et al. (1996), com o objetivo de
caracterizar a contribuicdo do ON nas DTM, coletaram e analisaram o
fluido sinovial de pacientes com tais alteracdes e observaram aumentos
dos niveis de ON. Com esse trabalho, os autores concluiram que o ON
pode estar relacionado com a patogenia da sinovite ¢ com as alteracdes
degenerativas de cartilagem e osso de algumas DTM.

TAKAHASHI et al. (1998), analisando o fluido sinovial de
pacientes com desarranjo interno de disco e osteoartrite, observaram a
presenca das citocinas IL-1p, 11L-6, 1L-8 e FNT-a, e conclufram que
existe uma forte relagiio entre dor e a presenca da IL-18 na regido da

articulacfo em pacientes com tais disfungdes.
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2.1.5 -OM ¢ mnflamacéio neurogénica

O desenvolvimento de modelos experimentais de inflamacio ¢
necessario para a compreensdio das doengas relacionadas com o processo
inflamatério, assim como para a averiguacdo ¢ desenvolvimento de
drogas ideais para a prevencio, modulacfio ou cura das diversas respostas
inflamatdrias &s quais o organismo ¢ susceptivel.

Dessa maneira, agentes irritantes como a carragenina, OM, 4cido
acético, levedura, formalina, serotonina, FAP, caulim e ouftros, sio
utilizados em cobaias para a mdugo de inflamacgio e/ou dor
(WHEELER-ACETO et al., 1990).

Dentre eles, carragenina ¢ OM sfio os mais utilizados quando se
tem por objetivo a induglo de inflamagio ndo neurogénica ou
neurogénica, respectivamente (DONNERER et al., 1991).

Assim, WINTER et al. em 1962, utilizou-se da carragenina para
induzir edema de pata e, desde entfo, este método tem sido amplamente
utilizado para o estudo dos mediadores quimicos da inflamagfo. Mais
tarde estudos demonstraram que o edema induzido pela carragenima €
mediado principalmente pela liberagio de histamina, prostaglandinas e
serotonina.

Segundo OTTHERNESS & MOORE (1988), a maioria das drogas
antiinflamatérias ndo esterdides foram descobertas por essa metodologia
e tem sido demonstrado que as doses necessarias para inibir o edema de
pata induzido pela carragenina, em ratos, possuem correlagio com as

doses clinicamente (teis no homem.
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Por outro lado, a inflamagfo neurogénica induzida pelo OM ainda
nfio € bem caracterizada.

JANCSO et al. (1967), demonstraram que a aplicaciio cutinea de
capsaicina ou OM induz dor e extravasamento plasmético (EP) sendo que
0 mesmo, também pode ser induzido por estimulacio antidromica de um
nervo. Com esse trabalho, os autores concluiram que o extravasamento
plasmatico induzido tanto pelo OM como pela estimulagfio antidrémica
de um nervo, poderia ser mediado por algum fator neurogénico.

GAMSE et al. (1980), através do pré - tratamento de ratos com
capsaicina, um agente conhecido na literatura por diminuir
significativamente os niveis dos neuropeptideos das fibras C, observou
que o EP induzido pela aplicacio cutdnea de OM foi significativamente
reduzido. Além do mais, a analise desses tecidos apds sacrificio,
demonstrou redugdes significativas nos niveis de SP. Dessa maneira,
tornou-se evidente que a SP ¢ um dos mediadores inflamatérios
envolvidos no EP neurogénico induzido pelo OM.

REEH et al. (1986) compararam os efeitos da estimulagio
antidrémica do nervo safeno com os da aplicagéio cutidnea de OM sobre o
EP e o aumento da sensibilidade das fibras - C a estimulos térmicos
(calor). Nos ratos submetidos a estimulac@o antidrOmica, observou-se
somente um significativo extravasamento plasmatico. Ao contrério, a
inflamagéo neurogénica induzida pela aplicacfo tdpica de OM, foi capaz
tanto de induzir o extravasamento plasmatico como aumentar
significativamente a sensibilidade ao calor das fibras - C. J4 que a
estimulac@o antidrOmica no nervo dissecado s e capaz de liberar
neuropeptideos em seu campo receptivo, e como exisiem trabalhos

demonstrando que a SP ndo induz sensibilizacdio de fibra - C em outros
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animais (KUMAZAWA & MIZUMURA, 1979), conclui-s¢, com esse
trabalho, que 0 aumento da sensibilidade das fibras - C induzida pelo OM
€ determinado pela liberagéio de um outro mediador inflamatdrio, apds a
interacdo do OM com os tecidos alvo.

LOUIS et al. (1989), através do pré-tratamento de ratos com
anticorpos para CGRP, obtiveram uma significativa reducdo do
extravasamento plasmético induzido pela administragfio cutdnea de OM.
Da mesma maneira, em outro grupo de animais, anticorpos especificos
para a SP foram capazes de inibir tal extravasamento.

Em se tratando do mecanismo de acfo do OM como agente
inflamatério, de grande importincia é o trabalho de INOUE et al. (1997),
que examinaram o efeito do pré-tratamento de varias drogas inibidoras
ou antagonistas de receptores de diversos mediadores inflamatérios,
sobre 0 extravasamento plasmatico induzido pela aplicagdo cutinea de
OM na orelha de camundongos. As drogas usadas foram: capsaicina; SR
A8968, 142801 e 14033 (antagonistas dos receptores para os
neuropeptideos neurocinina-A, neurocinina-B e SP, respectivamente); L-
NAME (inibidor da o6xido nitrico sintetase); indometacina ¢
dexametasona; CGRP-(8-37) (antagonista do CGRP); além dos
antagonistas de receptores para histamina e serotonina. Houve redugio
significativa no extravasamento plasmatico somente nos animais tratados
com dexametasona ¢ com SR 14033 quando o mesmo era administrado
imediatamente antes ou até os primeiros 5 min. apos a aplicagéio do OM.
A inibicdo obtida com a dexametasona, segundo os autores, foi devida a
indugfio pela mesma, de proteinas que agiriam diretamente sobre o
endotélio vascular impedindo o extravasamento plasmético, ¢ ndo pela

inibicdo da sintese dos metabolitos do 4cido araquidénico. Com esses
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resultados tornou-se evidente que o EP induzido pelo OM é mediado
inicialmente pela SP (nos primeiros 5 min), e que outros fatores ou
mediadores, ainda nfo identificados, medeiam o EP nos periodos
subsequentes, visto que esse extravasamento mantém-se intenso até 30
min. ap6s & administragdo do OM.

HASS et al. (1992), demonstraram que a administracdo de OM na
ATM de ratos promove um aumento gradual no extravasamento
plasmatico que alcanga o pico méximo 30 minutos apds a administraciio
do mesmo, ¢ induz um aumento significatvo na infiltracdo de neutréfilos

polimorfonucleares.
2.2 - Mecanismo de acio das drogas antiinflamatérias

Os glicocorticoides sfio substdncias antiinflamatérias muito mais
potentes que os anfiinflamatérios nfo esterdides (AINEs). Os
corticosterdides imbem a atividade da fosfolipase A,, que reduz a
liberacdo de &cido aracdbnico. Portanto essas drogas, em dltima anélise,
intbem a formacgdo de prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos
(FIG.1). A imibicdo da PLA,, ocorre indiretamente através da liberagfio,
por parte dos corticoides, de uma proteina inibitéria denominada
lipocortina (WALLNER et al., 1986).

Outro mecanismo pelo qual os esterdides exercem seus efeitos
antiinflamatorios, € através da ativaghio de receptores citoplasmaticos
especificos que regulam a transcricdo de alguns genes importantes na
regulagio de certas enzimas, E por esse mecanismo que a os corticoides

inibem a formacfo de duas importantes enzimas induzidas durante o

processo inflamatério, a COX-2 e a éxido nitrico sintetase. A ativacfo




desses receptores, inibe também, a transcri¢fo genética responsével pela
formagio das citocinas IL-1 e FNT-o, mediadores inflamatérios
importantes do processo inflamatério cronico (VANE & BOTTING,
1995).

Em relagfio ao mecanismo de agfo dos AINEs, grande valor é
dado ao trabalho de VANE pois, em 1971, demonstrou que baixas
concentragbes de aspirina e indometacina inibem a enzima
ciclooxigenase (COX) responsdvel pela produgdo das prostaglandinas
(FIG. 1 e 2),

A maioria dos AINEs inibern nfio seletivamente COX-1 ¢ COX-2,
ou tem seletividade um pouco maior para COX-1, o que explica seus
efeitos deletérios sobre o trato gastrointestinal (F1G.2). Por exemplo, a
indometacina, um AINE mundialmente conhecido pelo seu potente efeito
lesivo sobre o trato gastrointestinal, € 60 vezes mais seletiva para a COX-
1 do que a COX-2. Felizmente, existermn algumas excegdes, em que a
droga tem maior seletividade para COX-2, caso do diclofenaco e
naproxeno {VANE & BOTTING, 1995).

A descoberta da COX-2 levou muitos laboratérios 4 procura de
novas drogas que fossem muitas vezes mais seletivas para esta enzima,
evitando assim, o principal efeito adverso das drogas deste grupo, que € a
agressividade ao trato gastrointestnal, principalmente o estémago.

Muitos protdtipos estdo sendo desenvolvidos, e pelo menos uma
droga com essas caracteristicas ja foi langado no mercado brasileiro: o
meloxicam, que através do estudo em vitro realizados em macréfagos
intactos, provenientes do peritdneo de cobaia (ENGELHARDT et al,
1996), demonstrou ser 3 vezes mais seletivo para a COX-2 em relagéio a
COX-1.
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2.3 — Meloxicam

O meloxicam € um novo antiinflamatério nfo esteréide e apresenta
atividades analgésica, antipirética e antiinflamatéria semelhantes ou
superiores as de outros AINEs. Seu melhor perfil farmacolégico pode ser
explicado pela inibigdo seletiva da COX-2 demonstrada em vérios
métodos de pesquisa em vitro, incluindo células animais, enzimas
recombinantes humanas e células humanas, bem como em vivo, quando
se estudou a inibi¢do da sintese de prostaglandins a em tecidos normais
(estbmago e rim) ¢ inflamados (ENGELHARDT et al., 1996).

2.3.1 - Perfil farmacocinético

O perfil farmacocinético do meloxicam foi estudado em muitas
espécies animais (ratos, camindongos, cdes, miniporcos ¢ babuinos), a
fim de determinar a espécie animal que melhor reflete o perfil
farmacocinético do meloxicam no homem (BUSCH et al, 1994). Os
resultados indicam que, de todas as espécies animais testadas, os ratos
machos provaram ter o perfil farmacocinético que mais se assemelba ao
do homem.

A absor¢fio do meloxicam por via intramuscular, oral e retal foi
analisada por Tiirck et al. (1996). O meloxicam ¢ quase que totalmente
absorvido apds administrac8o oral, com biodisponibilidade de 8% apés
dose Gnica de 30 mg. As concentracdes plasmaticas em pico (C max) séo

atingidas 5-6 h (t max) apdés uma refeico leve (Tiirck et al. 1996).



Contudo, em estudos clinicos, o tempo para inicio da agdo analgésica foi
bem diferente quando comparado ao t (max). Num estudo duplo-cego,
duplo-simulado, comparando meloxicam intravenoso e formulacdes
orais na dor ciatica (AUVINET et al. 1995), o tempo para inicio da agfo
foi de 80-90 minutos para ambas as formulacdes.

A absorgdio apos a administracdo retal € semelhante 4 da via oral
(Tiirck et al. 1996), e a absor¢io ap6s injecéo intamuscular € mais rapida
do que a administracdo oral, com ocorréncia de C max apos 1-1,5 h
(NARJES et al., 1996).

Apés absorcgéo, 99% ou mais de meloxicam liga-se as albuminas
plasmadticas (Turck et al. 1996). A farmacocindtica do meloxicam em
ratos € miniporcos sugere que as concentracGes mais elevadas de
meloxicam podem ser encontradas nos compartimentos ricos em sangue
(albumina), tais como figado, rins e pulmdes, e os niveis baixos no SNC.
Como a farmacocinética do rato € a que mais se assemelha 4 do homem,
espera-se que ¢ mesmo aconteca com os tecidos humanos.

Estudos conduzidos por DEGNER et al. (1994) demonstram que a
concentracdio no liquido sinovial é aproximadamente a metade da
plasmaética.

A farmacocinética do meloxicam foi também estudada em animais
submetidos a artrite adjuvante (RUSH & ENGELHARDT, 1990), com o
proposito de identificar a localizagéo preferencial do composto nos locais
inflamados. Os resultados indicam que o meloxicam tem distribuicdo
altamente eficaz no tecido inflamado. O estudo envolveu a administragéo
oral de meloxicam marcado com radio a ratos albinos machos,
submetidos a antigeno indutor de artrite. As pegas de tecido das pernas

dos animais sacrificados foram estudadas com o uso de autoradiografia.
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O meloxicam ¢ metabolizado em quatro metabélitos principais
biologicamente inativos. Os metabdlitos individuais sfio excretados em
proporgdes iguais tanto na urina como nas fezes. A t 1, de eliminacfo do
meloxicam € de aproximadamente 20 h, o que o torna ideal para ser

utilizado em dose didria tnica (Tiirck et al., 1996).

2.3.2 - A¢Ges farmacologicas

Varios estudos tém sido realizados em modelos experimentais
cldssicos para investigar os efeitos do meloxicam na exsudagdo
(tumor/edema) e na migrac#o celular: edema de pata de rato induzido por
carragenina ¢ caulim, teste de bolsa de granuloma, pleuris induzida por
carragenina ¢ formacio de granuloma apds implantaciio de pelotas de
algoddo em rato. Os resultados indicam que o meloxicam demonstra um
efeito antiinflamatério mais prolongado e sustentavel no edema induzido
por carragenina do que piroxicam, naproxenc e tenidap. Além disso, o
meloxicam foi eqllipotente ao piroxicam, a indometacina e ao
diclofenaco no controle de edema induzido por caulim (ENGELHARDT
et al., 1995).

No teste de pleuris induzida por carragenina, o meloxicam em dose
4 vezes menor que o piroxicam, inibiu de forma dose-dependente o
exsudato e a migracdo leucocitiria (ENGELHARDT et al., 1995).

Em compensag#o, na técnica da bolsa de granuloma, o meloxicam
teve efeito antiexsudativo méximo inferior ao da hidrocortisona
(ENGELHARDT et al., 1995).

.....

dose-dependente, sobre a formacdo de granuloma de corpo estranho,
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mais potente que o piroxicam, diclofenaco ¢ a indometacina
(ENGELHARDT et al., 1995).

O meloxicam também foi testado num modelo de artrite adjuvante
em rato e seu efeito foi comparado com o de outros AINEs. Os resultados
demonstram que em ratos Lewis o meloxicam exerceu uma reducfio
dose-dependente do edema de pata, tanto na reagfo primaria ndo
especifica proveniente da injecdo da micobactéria, como no edema
induzido pela reacfio secundédria mediada imunologicamente. Além do
mais, o meloxicam demonstrou-se mais eficaz que o piroxicam, o
diclofenaco e o tenidap pa reducdio de ambas as reagles
(ENGELHARDT et al., 1995).

O meloxicam também demonstra boa atividade analgésica. Em
testes de hiperalgesia na pata de ratos apds inducdo de inflamag3o com
levedura, o meloxicam apresenfou analgesia mais prolongada e eficaz
gue os antiinflamatdrios piroxicam, diclofenaco, indometacina e tenidap.
Entretanto, nos testes de placa quente e grampo do rabo, o meloxicam foi
imeficaz contra o calor ¢ a dor mecanicamente induzida em
camundongos.

O meloxicam também foi eficaz em reduzir a febre induzida pela
administracdo subcutdnea de levedura dissolvida em Na(l a 0,9%
(ENGELHARDT et al., 1995).

Varios estudos clinicos tém comparado os efeitos antiinflamatorios
do meloxicam com os demais AINESs.

Assim, GHOZLAN et al. (1996), trataram pacientes portadores de
osteoartrite e artrite reumatéide com meloxicam na dose de 15 mg/kg
(intramuscular) ou piroxicam na dose de 20 mg/kg (intramuscular).

Observaram uma melhor eficacia no tratamento com meloxicam.
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Em um estudo com 114 pacientes, o meloxicam na dose de 15 mg
(administracdo tnica) foi eficaz no tratamento da dor ciatica, tanto em
administracfo oral, como intramuscular (AUVINET et al., 1995).

O meloxicam 7,5 mg foi tho eficaz quanto o diclofenaco 100 mg
de liberacdo lenta no tratamento da osteoartrite do quadril ou do joelho
em 336 pacientes acompanhados por 6 meses (HOSIE et al., 1996).

Em 325 pacientes, as administracOes didrias de supositérios de
meloxicam (15 mg) ou piroxicam (20 mg), foram igualmente eficazes no
tratamento da osteoartrite do quadril ou do joelho (CARRABBA et al,,
1995).

2.3.3 - Tolerabilidade gastrintestinal

A ulcerogenicidade gastrica, efeito colateral limitante do uso dos
AINEs, tabém foi testado em ratos por ENGELHARDT et al., (1995).
Todos os AINEs testados produziram lesfes gastricas de forma dose-
dependente. Contudo, o potencial uvlcerogénico do meloxicam no
estdmago foi inferior & do piroxicam. A determinagio de DESO
ulcergénico/DIS0 antiinflamatério (determinag3o do risco beneficio da
droga), conira a reacdo secundaria do rato com artrite adjuvante, indicou
que a ulcerogenicidade do meloxicam é pequena, quando comparada a
sua eficdcia antiinflamatéria. Nestas circunstincias, o meloxicam
apresentou eficacia antiinflamatéria 3 vezes maior que o piroxicam,
indometacina e diclofenaco, ¢ 100 vezes maior que o naproxeno. Além
do mais, os mesmos autores demonstraram que o meloxicam € um fraco

inibidor da sintese da PGE; na mucosa gastrica de ratos.
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3 - MATERIAL E METODOS

Para a realizagio deste trabatho foram utilizados 37 ratos machos
{Wistar) pesando entre 250 a 400g, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de
Campinas.

Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de
temnperatura, umidade e claridade (ciclos claro/escuro de 12h), sendo

oferecida alimentacdo e agua, "ad libitum”.
3.1 - Preparo cirirgico ¢ induc¢fo de inflamacio

Os animais foram anestesiados através da administracio
intraperitoneal de uma mistura de uretano e «-cloralose (Hu, 1990; 100
mg/kg i.p e 50 mg/kg i.p respectivamente) que permitiu a entubacfo da

traquéia e a canulagio da veia femural esquerda.

OM ( alil isoticionato, BDH, Poole, em oleo mineral, 20 pl) foi
aplicado na (ATM) esquerda através de uma agulha de calibre 30
conectada a uma microseringa de Hamilton (25 pl) por intermédio de

uma canula de polietileno PE 50.

Para tanto, a borda postero - inferior do arco zigomdtico € apalpada
¢ a agulha inserida imediatamente abaixo desse ponto e aprofundada
anteriormente até que o condilo seja contactado. Este contato ocorre
aproximadamente a 3 mm de profundidade e € verificado através da
movimentagio conjunta da mandibula ¢ da agulha. Descartando-se a

possibilidade de uma possivel itredugdo da agutha em um



compartimento sanguineo, através de um leve recuo do émbolo da

microseringa, o volume de 6leo de mostarda foi injetado.

3.2 - Averiguacfio da inflamacgio induzida pelo OM nas
concentracdes de 20%, 2,5% e 0,5%

Trés grupos individuais de animais receberam conforme a
descricho acima, OM a20% (n=26), OM a2,5% (n=5) e OM 2 0,5%
(n = 4), respectivamente. Para a averiguacdo da inflamagéo, todos os
animais receberam 6 mgkg do corante Azul de Evans a (,1% (
Fiorentino et al, 1999), endovenosamente através da veia femural
esquerda, vinte minutos antes do sacrificio do animal. Esse corante tem a
propriedade de se ligar as proteinas plasmaticas e, por conseguinte, os
tecidos periarticulares previamente inflamados com o OM tornam - se
corados, 0 que permite quantificar o extravasamento plasmatico através
de técnicas de espectrofotometria.

Todos os ratos foram sacrificados firinta minutos apés a
administragdio do OM. Apds a perfuséio do animal com 60 ml de salina,
ambos os tecidos, ipsilateral 3 administracio de OM e o contralateral
foram dissecados, pesados e armazenados a - 20 °C. O tecido
periarticular contralateral foi utilizado como grupo controle para a

comparago com o tecido periarticular ipsilateral 4 administragdo do OM.

3.3 - Averiguagio do efeito do meloxicam sobre o EP
induzido pelo OM a 20%
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Para esse estudo, 13 animais preparados conforme descrito no
item 3.1, receberam duas horas antes da admnistracdo de OM a 20%,
intraperitonealmente, uma das seguintes solucdes: NaCl a 0,9% (n = 6)
ou meloxicam nas doses de 8 mg/kg (ENGELHARDT et al, 1995; n = 4)
e 22 mg/kg (n=3).

Vinte minutos antes do sacrificio, o corante azul de Evans foi
administrado endovenosamente através da veia femural esquerda.
Decorridos trinta minutos da administragdo de OM, cada animal foi
sacrificado e perfundido com 60 ml de salina .

Nesse grupo, somente o tecido periarticular ipsilateral a
administraciio de OM foi dissecado, pesado e armazenado a - 20 °C, ja
que um grupo separado de animais (NaCl a 0,9%) serviu como controle

para comparacdo com os demais tratados com meloxicam.

3.4 - Averiguacio do efeito do meloxicam sobre o
EP induzido pelo OM na concentragfio de 2,5%

Para tanto, 9 animais preparados conforme descrito no item 3.1,
receberam duas horas antes da administracio de OM a 2,5%,
mtraperitonealmente, uma das seguintes solugdes: NaCl a 0,9% (n = 3)
ou meloxicam (n = 4) na dose de 22mg/kg. Vinte minutos antes do
sacrificio, o corante azul de Evans foi administrado endovenosamente
através da veia femural esquerda. Decorridos trinta minutos da
administraciio de OM, cada animal foi sacrificado e perfundido com 60
mi de salina.

Nos animais tratados com salina, tanto o tecido periarticular

ipsilateral & administragio de OM como o contralateral foi dissecado,
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pesado e armazenado a - 20 °C com o objetivo de se utilizar os resultados
obtidos tanto para a averiguagfo da inflamagfo induzida pelo OM a 2,5%
(comparagio entre os tecidos ipslateral e contralateral no mesmo animal),
como controle para comparagio com o grupo iratado com meloxicam, os
quais tiveram somente o tecido periarticular ipsilateral dissecado
{comparacdo enire os tecidos ipsilaterais dos animais que receberam

salina com 0s que receberam meloxicam).

3.5 - Averiguacio do efeito do meloxicam sobre o EP
induzido pelo OM na concentragio de 0,5%

Para tanto, 9 animais preparados conforme descrito no item 3.1,
receberam duas horas antes da administracio de OM a 0,5%,
intraperitonealmente, uma das seguintes solucdes: NaCl a 0,9% (n = 4)
ou meloxicam nas doses de 15mg/kg (n = 5) ¢ 22mg/kg (n = 5). Vinte
minutos antes do sacrificio, o corante azul de Evans foi administrado
endovenosamente através da veia femural esquerda. Decorridos trinta
minutos da administracio de OM, cada animal foi sacrificado e
perfundido com 60 ml de salina.

Nos animais tratados com salina, tanto o tecido periarticular
ipsilateral a administragdo de OM como o contralateral foi dissecado,
pesado e armazenado a - 20 °C com o objetivo de se utilizar os resultados
obtidos tanto para a averiguacgio da inflamacéo induzida pelo OM a 0,5%
(comparagio entre os tecidos ipslateral e contralateral no mesmo animal)

como controle para comparagio com o grupo tratado com meloxicam
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(comparagdo entre os tecidos ipsilaterais dos animais que receberam
salina com o0s que receberam meloxicam), os quais tiveram somente o

tecido periarticular ipsilateral dissecado, pesado e armazenado a - 20 °C.

3.6 — Calculo do extravasamento plasmatico:

Para tanto, foi utilizada a metodologia preconizada por
FIORENTINO et al. (1999). Apos o sacrificio e perfusfio, os tecidos
periarticulares foram dissecados, pesados (30 + 5 mg) e incubados a
60°C em 1 ml de formamida por 24 horas. Passado esse periodo, as
solucdes resultantes foram submetidas a leituras espectofotmétricas no
comprimento de onda de 620 nm. Os resultados dessas leituras foram
entio comparados com os resultados das leituras de solugfes com
quantidades conhecidas de corante azul de Evans (ug). finalmente, a
quantidade de corante extravasado em cada solugfio foi dividido pelo
peso (g) de seu respectivo tecido incubado. Dessa maneira, o
extravasamento do corante azul de Evans foi calculado em pg de corante

/ g de tecido dissecado.

3.7 — Drogas utilizadas
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1 - Oleo de Mostarda (alil isotiocinato) a 0,5%, 2,5% e a 20%
dissolvido em o6leo mineral, (Fonte: Sigma) e administrado num volume
de 20 pl.

2 - Azul de Evans (Sigma Chemical Co; St Louis, MO, USA)
dissolvido em NaCl a 0,9%, preparado numa concentracdo de 0,1% e
administrado na dose de 6 mg/Kg.

3 - Meloxicam (BOEHRINGER, 15 mg / 1,5 ml) dissolvido em
NaCl a 0,9% e administrado nas doses de 8, 15 e 22 mg/kg, num volume
final de 1 ml.

3.8 - Analise estatistica:

Para comparar o efeito desencadeado pela administracio do OM
no tecido periarticular ipsilateral em relacfio ao contralateral (controle),
foi utilizado o teste - t pareado.

Para comparar o efeito de cada dose de meloxicam com seus
respectivos controles (salina), foi utilizado o teste ~t ou ANOVA (e em
caso de significincia nesse teste, foi utilizado o teste Tukey).

Em ambos os testes, os valores de p menores ou iguais a 0,05
foram considerados significantes.

Para analisar o efeito de cada concentracdo de OM sobre o
extravasamento plasmatico, os resultados foram submetidos a uma
analise de variincia com nivel de significincia menor ou igual a 0,05. Na
presenga de significdncia na ANOVA, o teste de Tukey foi utilizado para

identificar diferencas significativas entre as médias.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Efeito do meloxicam sobre o EP induzido pelo OM a 20%

Os valores expressos na tabela 1 demonstram que 0 OM na
concentracio de 20% induz um significativo extravasamento plasmatico.
O extravasamento plasmatico na ATM ipsilateral em comparagio a

contralateral (controle) estd ilustrado na figura 4.
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FIGURA 4 - Extravasamento plasmatico
{n/g) induzido pelo OM a 20%

43



TABELA 1 - Valores médios do extravasamento plasmatico (ug/g) induzido
pelo OM a 20% e os seus respectivos desvios ~ padriio:

GRUPOS Extravasamento plasmaético
ATM ips 5576 + 11,58%

{1=6)
ATM ctr 1,34+ 0,74

+P<0,005 (teste - 1)

O pré - tratamento dos animais com meloxicam nas doses de 8 e 22
mg/kg nfo exerceu nenhum efeito sobre o extravasamento plasmatico
induzido pelo OM a 20% (TAB. 2 e FIG. 5).

TABELA 2 — Comparagio do efeito do meloxicam (mel) sobre o
extravasamento plasmatico (pg/g) induzido pelo OM a 20%. Os valores
representam a média + desvio - padrio:

GRUPOS Extravasamento plasmaético
Salina 50,04 £ 7,75
{r=6)
mel - 8 mg/ky 50,93+ 728
(n=4)
mel — 22 mg/kg 48 + 2,78
(=3}
P>0,05 (ANOVA)
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FIGURA 5 - Efeito do meloxicam sobre
o0 extravasamento plasmatico (ug/g)
induzido pelo OM a 20%

4.2 — Averiguacio do efeito do meloxicam sobre o EP
induzido pelo OM a 2,5%

O OM, na concentracdo de 2,5%, é capaz de mduzir um
extravasamento plasmaético quantificavel e significativo (TAB. 3).

Na dose de 22 mg/kg, o meloxicam ndo foi capaz de inibir o
extravasamento plasmatico induzido pelo OM a 2,5%, como ilustrado na
figura 6. Os valores médios do extravasamento plasmatico induzido pelo
OM a 2,5% nos animais tratados com meloxicam, estio fixados na tabela

4.
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TABELA 3 - Valores médios do extravasamento plasmético
{(ng/g) induzido pelo OM a 2,5% e seus respectivos desvios - padriio:

GRUPOS Extravasamento plasmético
ATM ipsilateral 44,23 £ 13,05*

@=5)
ATM contralateral 0£0

*P(,005 (teste - £ )
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FIGURA 6 — Efeito do meloxicam sobre
o extravasamento plasmitico (ug/g)
induzido pelo OM a 2,5%



TABELA 4 — Comparag@o do efeito do meloxicam (mel) sobre o
extravasamento plasmatico (pg/g) induzido pelo OM a 2,5%. Os valores
representam a media + desvio - padrio:

GRUPOS Extravasamento plasmatico
Salina 4423 +£ 13,05
{n=3)

mel — 22 mg/kg 43,54 + 12,62
n=4)

P>0,05 (teste — t)

4.3 — Averiguacio do efeito do meloxicam sobre o EP
induzido pelo OM a 0,5%

O OM na concentracio de 0,5% também é capaz de induzir um
significativo extravasamento plasmatico como demonstrade na tabela 5.
Os resultados do pré — tratamento com meloxicam nos animais que
receberam OM a 0,5%, estdo fixados na tabela 6 e ilustrados na figura 7.

Houve redugdo sigmificativa (p<0,05) do extravasamento

plasmético somente no grupo que recebeu meloxicam na dose de 22

mg/kg.

TABELA 5 ~ Valores médios do extravasamento plasmaético
(1tg/g) induzido pelo OM a 0,5% e seus respectivos desvios - padrio:

GRUPOS Extravasamento plasmatico
ATM ipsilateral 42,98 + 5,19*

(=3}
ATM contralateral 0+0

*P<0,005 (test —t pareado)
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TABELA 6 — Comparagio do efeito do meloxicam {mel) sobre o
extravasamento plasmatico (pg/g) induzido pelo OM a 0,5%. Os valores
representam a média £ desvio padrio:

GRUPOS Extravasamento plasmatico
Salina 42 98a+ 5,19
{(n=4)
mel — 15 mg/kg 36,07ax 8,60
(=5)
mel — 22 mg/kg 27,85b+ 3,91
{n=5}

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

w oD
‘ﬂ T,
g3
g @ & salina+OM
§ E [ mel(15mgrkg)+OM
o~

mel(22mglka)+OM
59 0 mel(22mg/kg)
S *peg,03

FIGURA 7 - Efeito do meloxicam sobre o

extravasamento plasmaético (uig/g) induzido pelo
OM a 0,5%
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5 - DISCUSSAO

Os resultados demonstrados no presente trabalho confirmam os
obtidos por HAAS et al. (1992) em que a administra¢io intra-articular de
OM a 20% induz um EP quantificavel na ATM de ratos anestesiados.

O pré - tratamento dos animais com altas doses de meloxicam (22
mg/kg) ndo foi capaz de reduzir o EP induzido pelo OM a 20%. Ja que o
objetivo desse estudo foi o de analisar o efeito de um inibidor seletivo da
COX-2 sobre o EP induzido pelo OM na ATM de ratos e como a dose
unica de 22 mg/kg de meloxicam € quase quatro vezes maior que a
indicada para o estudo de seus efeitos antiinflamatérios em ratos
(ENGELHARDT et al,, 1995), optou-se por reduzir a concentragéio do
agente irritante de 20% para 2,5%.

Entretanto, o pré - tratamento de meloxicam na dose de 22 mg/kg,
também néo foi eficaz na reducfo do EP induzido pelo OM a 2,5%, o que
nos levou mais uma vez 4 dimimuir a concentragio do OM.

Dessa maneira, quando os animais foram tratados com meloxicam
na dose de 22 mg/kg ¢ a inflamacfio foi induzida com o OM a 0,5%,
houve uma significativa reducéo do EP em comparaciio com os animais
controles tratados com salina.

A ineficacia do meloxicam em reduzir o extravasamento
plasmatico induzido pelo OM nas concentracdes de 20% e 2,5%, poderia
ser interpretado por duas maneiras: 1) nessas concentragdes o agente
irritante poderia induzir uma inflamacfo tio intensa que impossibilitaria
qualquer acfo antiinflamatéria do meloxicam independentemente da dose

utilizada ou, 2) devido a origem neurogénica da inflamacéo induzida pelo
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OM (REEH et al., 1986; LOUIS et al. 1989; GAMSE et al. 1980), onde o
EP ¢ mediado principalmente pela SP e CGRP. Sabe-se que esses
neuropeptideos ndo sdo inibidos pelos antiiilﬂamatérics atuais porém em
nosso trabalho, o meloxicam reduziu o extravasamento plasmatico
induzido pelo OM quando esse foi utilizado na concentragdo de 0,5%.
Pode ser que, de alguma maneira, a contrbuicdo das prostaglandinas no
extravasamento plasmatico mediado por esses neuropeptideos seja
significativo somente quando a inflamacéo ¢ induzida pelo OM a 0,5% e
ndo a 20% ou 2,5%.

Deve ser notado que na dose de 15 mg/kg (fig. 7) o mel também
reduziu o EP induzido pelo OM porém essa redugo nfo foi significativa
ao nivel de 5%. Isso poderia ser explicado pelo grande desvio padrdo dos
resultados nesses grupos de animais.

O maior desvio padrio em determinados grupos de animais no
presente trabalho pode ser justificado pela dificuldade da técnica de
administragcdo de OM na ATM de ratos. Essa mesma dificuldade também
foi relatada por FIORENTINO et al. (1999) que utilizaram-se da mesma
técnica para estudar o efeito da administracfio intra - articular de
glutamato em comparagfo com a administracfio intra - articular de OM
na ATM de ratos.

O correto posicionamento da agulba para a administragdo de OM
na ATM de ratos é dificultado tanto pelo diminuto tamanho do céndilo
como pela obstrugdo do mesmo pelo arco zigomatico. Como resultado, a
administraciio de OM dentro da regidio da articulacfio podera variar de
animal para animal. Uma vez que o procedimento da dissecagiio do
tecido periarticular foi altamente padronizado, desvios minimos do

posicionamento da agulha em relagio ao condilo poderia resultar em
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maior ou menor quantidade de tecido dissecado efetivamente inflamado
pelo OM.

A redugio do EP induzido pelo OM a 0,5% devido ao pré -
tratamento com meloxicam, indica a participagdio das prostaglandinas
nesse modelo experimental de inflamacéo.

S#o escassos os estudos que averiguaram a participagio dos
metabdolitos do 4cido araquidénico na inflamacfo induzida pelo OM.

INOUE et al. (1997), demonstraram que o pré - tratamento
sistémico de indometacina (10 mg/kg) ndo foi capaz de inibir o EP
induzido pela administracdo cutinea de OM a 5% na oretha de
camundongos. A falta de concordincia entre os resultados obtidos por
esses autores e os apresentados no presente trabalho poderia ser
explicada tanto pelas diferencas na concentragéo e local de administraco
de OM como pela diferenca nas doses de antiinflamatério utilizadas. Por
outro lado, verificaram que a aplicagfo tdpica de dexametasona, trés
horas antes da inducio da inflamagfo, reduziu significativamente o EP
induzido pelo OM a 5%. Entretanto, os autores concluiram que a inibigdo
do EP causada pela dexametasona foi devida & indugfio por parte da
mesma, de proteinas que estabilizariam o endotélio vascular contra o0 EP
induzido pelo OM.

A participagdio das prostaglandinas no processo da inflamacfo
neurogénica fol investigado por HERBERT et al. (1993). Os autores
observaram que o pré - tratamento sist€mico de altas doses de dcido
acetilsalisilico (10 mg/kg, iv.) ou o pré — tratamento topico com
indometacina (32 mg), nfo foram eficazes em reduzir 0 aumento do fluxo
sanguineo (vasodilatagfio) induzido pela aplicagfo cutdnea de capsaicina

em voluntarios. Por outro lado, TAFLER et al. (1993) demonstraram o
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pré - tratamento tépico com o corticdide prednicarbate foi capaz de
reduzir significativamente a vasodilatacdo provocada durante a
inflamaco neurogénica induzida pela capsaicina. A eficacia do
tratamento com corticdide na redugfo da inflamacsio neurogénica e a
ineficacia do tratamento com acido acetilsalisilico ou indometacina, pelo
menos nesses trabalhos, indicam que as prostaglandinas ndo tem
participacdo significativa na inflamacfo neurogénica, sugerindo a
participagfo efetiva de outros mediadores inflamatérios.

Além dos metabélitos do 4acido araquiddnico, os corticoides
inthem a formaciio da enzima 6xido nitrico sintetase (VANE &
BOTTING, 1995) durante o processo inflamatério.

A participagdo do oéxido nitrico na inflamac@io neurogénica, foi
investigada por LIPPE et al. (1993). Para tanto, os autores administraram
sistemicamente (i.v.) L-NAME, um inibidor da formagio de oxido
nitrico, 15 min. antes da aplicacfo tépica de OM na parte dorsal da pata
traseira de ratos. Os sinais inflamatorios avaliados foram edema, EP do
corante azul de Evans e aumento da temperatura cutinea (vasodilatacfo).
L-NAME s6 foi capaz de reduzir significativamente o aumento da
temperatura induzida pelo OM o que estd de acordo com os achados de
INOUE et al. (1997) em que o pré-tratamento com L-NAME nfio foi
capaz de inibir o EP do corante azul de Evans induzido pela aplicac@o
topica de OM na orelha de camundongos.

Esses achados indicam que ¢ 6xido nitrico ¢ um mediador quimico
da inflamaciio neurogénica por induzir vasodilatacfo. Assim como a
vasodilatacio induzida pelo CGRP durante a inflamacfio neurogénica

potencializa o EP induzido pela substdncia P (LOUIS et al, 1989), o
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aumento do fluxo sanguineo (vasodilatacio) provocado pela liberagfo de
oxido nitrico, poderia potencializar o EP induzido pela substincia P.

Estudos clinicos evidenciam wum papel importante das
prostaglandinas nas DTMs (QUINN & BAZAN, 1990), e trabalhos
clinicos (EKBERG et al. 1996) demonstram que o diclofenaco sddico,
um potente inibidor de prostaglandinas, € altamente eficaz em promover
analgesia em pacientes com artralgia aguda de ATM.

Conforme sugerido por HASS et al. Em 1992, a determinagéo do
EP nesse modelo experimental de inflamacgfo induzida pelo OM poderia
ser utilizada para estudos futuros visando — se determinar o possivel
envolvimento dos metabdlitos do 4cido araquidonico na inflamacéo
neurogénica, 0 que nos levou & realizaclio do presente trabalho. Pelos
nossos resultados ficou comprovado que o EP induzido pelo OM nas
concentragdes de 20% e 2,5% nfo pode ser inibido pela administragdo
prévia de meloxicam, entretanto, utilizando - se o agente inflamatorio a
0,5%, o meloxicam na dose de 22 mg/kg foi eficaz em reduzir o EP,
indicando a participagio das prostaglandinas na inflamac8io neurogénica
induzida pelo OM.

O OM apresenta uma série de vantagens uma vez que possui
caracteristicas especificas de um agente inflamatorio, efetividade
cientificamente comprovada e efeito relativamente répido, o que
simplifica ~ 0s  procedimentos  experimentais favorecendo a
reprodutividade em curtos periodos de tempo.

O OM a 20% tem sido amplamente utilizado para o estudo da dor
da ATM em ratos. Entretanto os resultados obtidos no presente trabalho

evidenciam que 0 OM a 0,5% e a 20%, é o que deve ser utilizado como
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agente irritante para o estudo de agentes antiinflamatérios nesse modelo
experimental de inflamacio.

Estudos futuros deveriam ser realizados nesse mesmo modelo
experimental de inflamagfo, para verificar o efeito do pré - tratamento de
antagonistas especificos de mediadores guimicos envolvidos nas DTMs,
sobre 0 EP induzido pelo OM a 0,5%.
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6 - CONCLUSOES

v O OM nas concentragdes de 20 e 2,5% n#o deve ser utilizado
para o estudo de antiinflamatérios nesse modelo experimental de
inflamacdo, sendo que a concentragfio de 0,5% ¢ mais apropriada para
tal objetivo.

v As prostaglandinas estdo envelvidas no extravasamento

plasmatco induzido pelo OM a 0,5%.
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APENDICE

TABELA 7 - Valores individuais do extravasamento plasmaético
induzido pelo OM a 20%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATM ips ATM etr

1 58,33 0,79

2 59,09 2,40

3 42,44 0,47

4 65,22 1,75

5 68,60 1,75

6 40,88 0,87
Média = DP 55,76 + 11,58 1,34 & 0,74

TABELA 8 - Valores individuais do extravasamento plasmatico
dos animais que receberam salina 2 horas antes da indugéo da inflamnacéo
com OM a 20%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATM ips
i 4423
2 48,55
3 51,35
4 41,15
5 63,52
6 51,47

MEDIA = DP 50,04 + 7,75
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TABEILA 9 - Valores individuais do extravasamento plasmatico
dos anitmais que receberam meloxicam na dose de 8 mg/kg 2 horas antes
da inducdo da inflamagfo com OM a 20%

Extravasamento plasmatico
RATOS ATMips
1 45,92
2 52,92
3 60,36
4 44 51
MEDIA + DP 50,93 + 7,28

TABELA 10 - Valores individuais do extravasamento plasmaético
dos animais que receberam meloxicam na dose de 22 mg/kg 2 horas
antes da inducfio da inflamagfio com OM a 20%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATM ips
1 48,66
2 50,45
3 45
MEDIA + DP 48 £ 278




TABELA 11 - Valores individuais do extravasamento plasmatico
dos animais que receberam salina 2 horas antes da indugéio da inflamagcéo
comOM a 2,5%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATMips ATM contr.
1 30,97 0
2 37,24 0
3 47,11 0
4 40,70 0
5 65,13 0
MEDIA = DP 44,23 + 13,05 0

TABELA 12 - Valores individuais do extravasamento plasmatico
dos animais que receberam meloxicam na dose de 22 mg/kg 2 horas
antes da indug3o da inflamacdo com OM a 2,5%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATMips
1 35,47
2 47,10
3 59,76
4 31,84

MEDIA + DP 43,54 + 12,62




TABELA 13 - Valores individuais do extravasamento plasmdtico
dos animais que receberam salina 2 horas antes da inducfio da inflamacéo
com OM 2 0,5%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATM ips ATM ctr
] 47,00 0
2 37,93 0
3 40,28 0
4 47.64 0
MEDIA + DP 42,98 + 5,19 0

TABELA 14 - Valores individuais do extravasamento plasmatico
dos animais que receberam meloxicam na dose de 22 mg/kg 2 horas
antes da inducio da inflamagio com OM a 0,5%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATMips
1 29,4
2 28,86
3 28,06
4 21,28
5 31,68

MEDIA + DP 27.85 & 3,91
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TABELA 15 - Valores individuais do extravasamento plasmaético
dos animais que receberam meloxicam na dose de 15 mg/kg 2 horas
antes da indugiio da inflamagio com OM a 0,5%

Extravasamento plasmatico

RATOS ATMips
1 23,25
2 44,53
3 34,49
4 435
5 34,58

MEDIA + DP 36,09 + 8,6
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