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RESUMO

Dissertagao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO CLINICO DO USO DE PARECOXIB EM SINOVITE
INDUZIDA EM PONEIS

AUTOR: Ricardo Pozzobon
ORIENTADOR: Karin Erica Brass
Local e data da defesa: Santa Maria, 20 de fevereiro de 2006.

Sinovite e capsulite agudas sdo problemas comuns em algumas articulagdes ¢ podem
resultar em um processo degenerativo pela liberagdo de enzimas ¢ mediadores inflamatorios. O
tratamento recomendado nestes casos sdo os antiinflamatorios nao esteroidais (AINEs). Com o
objetivo de avaliar o efeito do parecoxib, um AINE seletivo para cicloxigenase 2 injetavel, foi
usado um modelo experimental de sinovite em poneis. No exame clinico geral foi determinada a
freqiiéncia cardiaca (FC) e respiratéria (FR) e a temperatura retal (T). No exame clinico
especifico foram avaliados o comprimento do passo (CP), angulo do membro em repouso (AR),
angulo de flexdo maxima (AFM), circunferéncia articular (CA), grau de efusdo carpal (GE) e
grau de claudicacdo (GC). A analise do liquido sinovial foi realizada através da citologia,
concentracao de proteina, qualidade do precipitado da mucina e viscosidade. Cinco dias apos
indugdo da sinovite com adjuvante completo de Freund, trés pdneis foram tratados com
0,55mg/kg/dia de parecoxib (IV) e trés receberam solucdo fisiologica estéril 0,9% (IV) por
cinco dias. A avaliacdo dos parametros clinicos gerais e especificos, e das caracteristicas
celulares e bioquimicas do fluido sinovial foi realizada antes da indug¢do de sinovite,
imediatamente antes do tratamento e 12, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas ap6s inicio do tratamento. A
sinovite induzida neste experimento foi semelhante a uma sinovite naturalmente ocorrida. A
artrocentese repetida, apesar de contribuir para o aumento da proteina no fluido sinovial, nao
modificou significativamente os outros parametros avaliados das articulagcdes sadias. O
tratamento com parecoxib ndo influenciou significativamente os parametros do liquido
sinvovial, pois a quantidade de proteina e de leucocitos totais aumentou, e a qualidade da
viscosidade e da precipitacdo da mucina diminuiu com a indugdo da sinovite, permanecendo
sem alteragdo até 120 horas apds o inicio do tratamento. A injecdo intra-articular com adjuvante
completo de Freund, induziu uma sinovite de intensidade moderada a grave. Ocorreram
aumentos significativos na T, FC, GC e GE e diminui¢cdo do AFM e CP no grupo controle. Ja os
poneis tratados com parecoxib apresentaram diminui¢do do GC, manutengdo do AFM, CP, T e
FC e atenuag@o do GE articular. Portanto, embora o parecoxib, na dose utilizada, ndo tenha
apresentado efeito sobre os parametros do liquido sinovial das articulagdes com sinovite, sua
acdo antipirética, antiinflamatéria e analgésica foi documentada.

Palavras-chave: inibidor de cicloxigenase 2, parecoxib, sinovite, eqiiinos.



ABSTRACT

MSc Dissertation
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EFFECT OF PARECOXIB IN INDUCED SYNOVITIS IN HORSES

AUTHOR: Ricardo Pozzobon
ADVISER: Karin Erica Brass
Santa Maria, February 20, 2006.

Acute synovitis and capsulitis are common articular problems and can contribute to the
development of a degenerative process due to the release of enzymes and inflammatory
mediators. The indicated treatment for synovitis and capsulitis is based on anti-inflammatory
drugs. An experimental synovitis model was used in ponies to evaluate the effect of parecoxib, a
selective ciclo-oxygenase 2 anti-inflammatory drug. Cardiac (FC) and respiratory frequency
(FR) and rectal temperature (T) were determined. The ponies also had their stride length (CP),
carpal joint angle at rest (AR), angle of maximum flexion (AFM), joint circumference (CA),
carpal effusion degree (GE) and lameness degree (GC) evaluated. The analysis of the synovial
fluid included cytology, protein, mucin precipitation quality and viscosity. After synovitis
induction with Freund’s complete adjuvant, three ponies were treated with 0,55mg/kg/day 1V
parecoxib, and three received sterile 0,9% saline solution (IV) for five days. Clinical and
synovial fluid parameters were evaluated before synovitis induction, immediately before
treatment and 12, 24, 48, 96 and 120 hours after the first treatment. Induced synovitis findings
were similar to natural occurring ones. Repeated artrocentesis increased protein in the synovial
fluid, but did not modify the other evaluated parameters of the healthy joints. Synovial fluid
parameters were not affected by parecoxib treatment. Protein amount and total leukocyte count
increased and remained high up to 120 hours of the beginning of treatment, and the viscosity
and mucin precipitation quality decreased in synovitis induced joints. The intra-articular
injection of Freund’s complete adjuvant induced a moderate to serious synovitis. Significant
increases in T, FC, GC and GE and reduction of AFM and CP occurred in the synovitis control
group. Treated ponies showed GC reduction, maintenance of the AFM, CP, T and FC and
attenuation of GE. Although the used dosage of parecoxib had no effect on evaluated synovial
fluid parameters, analgesic, antipyretic and anti-inflammatory effects were observed.

Key words: parecoxib, synovitis, horses, selective NSAID.



1. INTRODUCAO

Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs) estdo entre os agentes terapéuticos
veterindrios mais utilizados por serem medicamentos de facil acesso, custo
relativamente baixo e por atuarem como analgésicos, antiinflamatérios e antipiréticos.
Estes efeitos estdo relacionados com a inibicdo da araquidono-cicloxigenase (COX) e,
portanto, inibi¢do da producdo de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos. No
organismo ha dois tipos de cicloxigenase que determinam diferentes funcdes. A
cicloxigenase 1 (COX-1) esta relacionada com reagdes fisiologicas, enquanto que a
cicloxigenase 2 (COX-2) ¢ expressa principalmente em eventos inflamatérios.

A maioria dos AINEs disponiveis no mercado para uso veterinario podem causar
efeitos toxicos significativos, pois bloqueiam principalmente a COX-1 em detrimento
da COX-2. As lesdes ocorrem principalmente na mucosa do trato digestivo e renal, mas
pode haver interferéncia na sintese de proteoglicanos na cartilagem articular,
principalmente quando os AINEs sdo usados em tratamentos prolongados ou em altas
doses.

Na espécie eqiliina os AINEs s3o indicados no tratamento de processos
inflamatorios, dolorosos ou febris, como osteoartrites, sinovites, etc. Os AINEs
seletivos da COX-2 surgem como uma alternativa terapéutica, pois tendem a nao
produzir efeitos colaterais quando comparados com os ndo seletivos. Eles sdo uma
op¢do para tratamentos de longa duracdo, ou em pacientes com disfungao
gastrointestinal, renal, hepatica, desidratados ou imunodeficientes.

O parecoxib ¢ o Unico AINE seletivo disponivel na forma injetdvel atualmente
no mercado. Existem poucas informacdes sobre a eficacia farmacoldgica, dosagem e
aplicagoes clinicas dos AINEs seletivos em animais, especialmente na espécie eqiiina.

Com o objetivo de avaliar o efeito clinico da administracdo intravenosa (IV) de
parecoxib foi induzida uma sinovite na articulagdo radio-carpiana em poneis, avaliando-
se parametros clinicos dos animais e caracteristicas bioquimicas e celulares do liquido

sinovial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processo inflamatorio

Estimulos quimicos, fisicos ou mecanicos sdo capazes de iniciar um processo
inflamatorio no organismo e ativar uma série de mediadores quimicos que terdo sua
acdo centrada, principalmente, sobre eventos vasculares ou celulares. O processo
inflamatorio é, genericamente, classificado com base em alguns pardmetros citoldgicos
e sintomaticos que variam progressivamente com o passar do tempo (TASAKA, 2002).

O processo inflamatorio agudo se caracteriza pela curta duragdo e apresentagao
dos sinais cardeais da inflamag¢ao como dor, calor, rubor, tumor e perda da fung¢do. J& o
processo inflamatorio cronico, além de perdurar por um periodo indeterminado, nio
apresenta um padrdo tao estereotipado, variando de acordo com os tipos de mediadores
celulares e humorais envolvidos. Os mediadores quimicos levam ao intumescimento
tissular, devido ao extravasamento de proteinas plasmaticas, com conseqiiente saida de
agua para o tecido e a penetracdo de células inflamatorias, que tem como principal
objetivo debelar o agente causador da lesio (BOCHSLER & SLAUSON, 2002;
TASAKA, 2002).

Virios sdo os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatorio. Eles podem ser de origem tissular, como aminas vasoativas, fator de
ativacdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres superoxidos, 6xido
nitrico e neuropeptideos (BOOTHE, 1989; ADAMS, 1992; GUYTON & HALL, 1997;
TASAKA, 2002), ou de origem plasmatica, como o sistema de coagulacdo, o sistema
complemento e o sistema das cininas (TASAKA, 2002).

Os eicosanoides sao os mediadores quimicos mais estudados até hoje. Eles sao
lipidios insaturados, derivados da cisdo do 4cido araquidonico, a partir de enzimas
especificas. Ao contrario da histamina, os eicosandides ndo sdo pré-formados nos
tecidos, sendo a sua producdo vinculada a uma série de estimulos. Desta forma, uma
lesdo qualquer que danifique a membrana das diferentes células do organismo serd
capaz de liberar fragdes de fosfolipidios, denominados 4cido araquidonico, através da
acdo enzimatica da fosfolipase A, (PLA;) que, no estado ndo ativado, encontra-se na

forma esterificada, ligada a membrana celular (BOCHSLER & SLAUSON, 2002).
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O 4cido araquidonico, quando liberado, ndo tem acao inflamatéria (ANDRADE
& OLIVEIRA 1997, GUYTON & HALL, 1997; TASAKA 2002). Entretanto, os
produtos de sua degradacdo, formados através da acdo de enzimas denominadas
cicloxigenase e lipoxigenase, sdo mediadores quimicos fundamentais no
desenvolvimento do processo inflamatério (BOCHSLER & SLAUSON, 2002;
TASAKA, 2002). A quebra do 4acido araquidonico pelas cicloxigenases origina as
prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) (BOOTH, 1992; ANDRADE, 1997;
TASAKA, 2002). Por sua vez, as lipoxigenases ddo origem aos leucotrienos (LTs).
Durante este processo, as diferentes vias enzimaticas podem gerar radicais livres. Desta
forma, inicialmente, a hidrolise do acido araquidonico pelas cicloxigenases origina a
prostaglandina G, (PGG;) e a prostaglandina H, (PGH,). Posteriormente, estas PGs sdo
degradadas em prostaglandina D, (PGD,), E, (PGE,), F,a (PGF,a), prostaciclina
(PGI,) e tromboxano A; (TXA;) e B, (TXB;,) (BOCHSLER & SLAUSON, 2002).

Outros eicosandides importantes sdo os trienos conjugados, derivados da
hidrolise do acido araquiddnico pela 5-lipoxigenase. Primeiramente, ocorre a geragao
dos acidos hidroxi- e hidroperoxitetraendicos (HETE e HPETE), e estas substancias
posteriormente dao origem aos LTs (LTA, LTB4, LTC4 e LTD4) e as lipoxinas. O
eicosandide varia de acordo com o tipo celular onde ¢ produzido, j4 que em células
diferentes ha predominancia de grupos enzimaticos diversos. A PGH,, por exemplo, ¢
convertida em PGI, nas células endoteliais ou em TXA; nas plaquetas. As lipoxigenases
sdo encontradas nos leucodcitos, pulmao, coracdo, cérebro e bago originando os LTs
(BOCHSLER & SLAUSON, 2002; TASAKA, 2002).

Depois da liberagdo dos mediadores quimicos, inicia-se a fase vascular,
caracterizada por vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Estes eventos
facilitam a passagem de proteinas plasmaticas para o tecido, -carreando,
conseqiientemente, uma grande quantidade de 4gua, o que, por sua vez, origina o edema
(TASAKA, 2002).

A fase celular ocorre juntamente com a vascular devido as alteragdes do fluxo
sangliineo (BOOTH, 1992; TASAKA, 2002). No inicio, acontece uma margina¢ao
leucocitaria no leito vascular e a passagem destes para o tecido através de diapedese.
Este mecanismo ¢ auxiliado através da expressdo de moléculas de adesdo especificas na
superficie de células endoteliais, denominadas moléculas de adesdo intercelular (ICAM-
1 e ICAM-2), moléculas de adesdao de células vasculares-1 (VCAM-1), além das
selectinas (GMP-140, ELAM-1 e LAM-1). Estas moléculas, quando expressas,
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promovem a aderéncia dos leucécitos a parede vascular, facilitando a migracdo para o
espago extravascular. O tipo celular predominante nesta fase poderd ser de células
polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e basofilos), em um processo inflamatorio
agudo, ou de células mononucleares (mondcitos e linfocitos), quando de um processo
inflamatorio cronico. Outras células, tais como as endoteliais, macrofagos, mastocitos,
além das plaquetas, também podem estar envolvidas. Deste momento em diante, no
caso de uma evolucao favoravel, o processo inflamatorio passa para a fase de reparagao,
por meio da eliminacdo do agente causal, formacdo de tecido de granulagdo e
cicatrizacdo. Se o processo ndo evoluir para a resolug¢do, podera ocorrer supuragao, ou
seja, os microorganismos superam as defesas organicas, lisando as células leucocitarias
e formando o pus, ou entdo podera haver cronificacdo do processo (BOCHSLER &
SLAUSON, 2002; TASAKA, 2002).

A dor periférica ¢ iniciada por bradicinina e histamina e amplificada pela acao
das PGs, principalmente a PGE, e a PGI,, através de sua ligagdo a receptores
nociceptivos, ocorrendo diminuicdo do limiar doloroso e promog¢dao de descargas
elétricas através da variag@o no potencial de repouso dos nociceptores. Esta a¢do resulta
em estimulos dolorosos, devido a estimulacdo de regides talamicas (CARROL, 1999;
TASAKA, 2002). A PGI, esta relacionada com a hiperalgia imediata e de curta duragao,
enquanto que a PGE, estd associada a hiperalgia longa, que pode persistir por um
periodo de até 6 horas (TASAKA, 2002). A acetilcolina, serotonina, leucotrieno,
substancia P, fator de ativag@o plaquetaria e ions potdssio, também podem estimular os
receptores nociceptivos (TEIXEIRA, 1994).

O processo febril ocorre quando os leucdcitos, que estao fagocitando particulas
estranhas, liberam pirogénios endogenos. Estas substancias se distribuem no organismo
e promovem a liberagdo de PGs, principalmente a PGE,, que atuam sobre o hipotalamo,
aumentando o limiar térmico. O desequilibrio dos mecanismos que controlam a
temperatura corporal faz com que o organismo reaja como se a temperatura externa
estivesse baixa, produzindo vasoconstricio periférica, piloerecdo e tremores
(mecanismos geradores de calor). Quando ocorre aumento excessivo da temperatura
corporal, o organismo se utiliza de mecanismos que levam a perda de calor, como a
sudorese, vasodilatacdo, etc (TASAKA, 2002).

Quando o processo inflamatdrio ¢ muito intenso, o 6rgdo afetado podera ter sua

funcdo comprometida. Nestes casos, devem ser utilizadas substancias que modulem o
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processo inflamatdrio. Os antiinflamatérios sdo classificados em esteroidais e nao-

esteroidais (BOVILL, 1997; TASAKA, 2002).

2.2 Sinovite

O processo inflamatério desencadeia uma resposta humoral (vascular) e uma
celular. No inicio da artrite, células sinoviais sdo estimuladas a produzirem mediadores
inflamatorios. Ocorre expressdo de proteinas, iniciando a cascata da inflamagdo e
liberagdo adicional de mediadores inflamatérios. Mediadores importantes incluem as
citocinas interleucina-1 e 6, fator de necrose tumoral (TNF), -eicosanodides
(prostaglandinas e leucotrienos), radicais livres, substancia P e oOxido nitrico
(BERTONE, 2003).

O influxo celular, para o interior da articulagdo, causa efusdo e subseqiiente
reconhecimento clinico da sinovite. O grau da sinovite e dano da cartilagem sao
diretamente proporcionais a contagem de células nucleadas do fluido sinovial em artrite
nao-séptica e séptica. Neutrofilos tem capacidade migratoria, podendo se mover para
dentro do fluido sinovial em trés horas apds um estimulo quimiotatico, como o gerado
pelas interleucinas-1 ou endotoxinas (BERTONE, 2003).

Sinovite e capsulite sdo alteragdes iniciais comuns na articulagdo de cavalos
atletas e tém sido associadas com traumas repetidos, podendo evoluir para um processo
degenerativo pela liberagdo de enzimas, mediadores inflamatorios e citocinas. Embora a
membrana sinovial seja mecanicamente fragil e ndo tenha papel biomecanico
conhecido, sabe-se que a lesdo sinovial pode ter conseqiiéncias fisiologicas e
patofisiologicas na articulacdo. Algumas destas lesdes afetam a difusdo através da
membrana sinovial e outras tém um efeito primario no metabolismo dos sinovidcitos.
Estes podem liberar enzimas degradativas e citocinas, mecanicamente danosas. Isto
pode alterar o ambiente intra-articular e afetar a cartilagem articular (McILWRAITH,
1996). Em eqiiinos, a claudicacdo devido a osteoartrite estd entre as principais causas de
baixo desempenho e descarte de cavalos atletas (JEFFCOTT et al., 1982). A osteoartrite
¢ uma doenga articular caracterizada por sinais variaveis de dor, sinovite, degeneragdo e
erosao da cartilagem articular (McILWRAITH, 2002; TODHUNTER & LUST, 1992).
Em eqiiinos, as doengas articulares frequentemente sdo acompanhadas de graus variados
de sinovite. Sinais clinicos de inflamag¢do sinovial aguda incluem: efusdo sinovial com

distensdo da capsula articular, aumento da temperatura local, hipertrofia e hiperplasia da
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sinovia, diminuicdo na flexdo da articulacdo, e claudicagdo do membro afetado
(McILWRAITH, 2002). Eicosanodides, como PGE, e LTB4, além de participarem na
resposta inflamatéria juntamente com outros mediadores inflamatorios, estdo
relacionados com a severidade da sinovite (BERTONE et al., 1993). A PGE; na
articulagdo causa vasodilatacdo, aumento da percep¢do a dor, deplecdo de
proteoglicanos por degradacdo e inibicdo da sua sintese, desmineralizagao Ossea e
promogao da secrecdo do fator ativador de plasminogénio. A PGE, ¢ liberada por
condrécitos em resposta a estimulagdo por IL-1 e TNF-o (McILWRAITH, 2002).

A pressdo intra-articular elevada devido ao processo inflamatério aumenta ainda
mais quando ocorre flexdo na articulagdo lesada, podendo impedir o fluxo sanguineo
através dos capilares sinoviais. Isto diminuiria potencialmente a tensdo de oxigénio na
articulacdo, prejudicando ainda mais a perfusao (McILWRAITH, 1996).

A presenca de particulas de cartilagem aumenta a produgdo celular de PGE-,
citocinas e metaloproteinases (colagenase, estremolisina e gelatinase). Células sinoviais
de articulagdes de eqiiinos sdo uma fonte rica em enzimas proteoliticas ativas contra
colageno e proteoglicanos. Lesdes da membrana sinovial sao importantes devido ao
potencial para liberagdo direta de enzimas lisossomais, particularmente
metaloproteinases, PGE,, radicais livres e citocinas, que indiretamente liberam
metaloproteinases de condrdcitos e da membrana sinovial. A dor presente na inflamacao
da membrana sinovial ¢ resultante da estimulagdo direta de receptores da dor no tecido
capsular, bem como, possivelmente, do aumento da pressdo interdssea associado com a

efusdo articular sobre o osso subcondral (McILWRAITH, 1996).

2.3 Antiinflamatoérios ndo esteroidais

Os AINEs possuem varias agdes terap€uticas. Estas podem ser de carater
periférico, como efeito antitrombdtico e antiendotdxico, ou podem atuar sobre o sistema
nervoso central, na forma de antipiréticos e também de analgésicos. Estas agdes
decorrem, na sua maioria, da acdo inibitoria sobre as enzimas que degradam o acido
araquidonico: a cicloxigenase e lipoxigenase. A acdo antitrombotica estd relacionada
com inibi¢do da sintese de TXs e a a¢do antiendotoxica com a diminui¢do quantitativa
de eicosandides, como a prostaciclina e TXs, substancias estas responsaveis por
algumas das alteragdes cardiovasculares e metabdlicas presentes no choque endotoxico.

A producdo de eicosandides pode ser inibida através da inibicao da libera¢do de acido
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araquidonico, do antagonismo entre receptores, da inibi¢do de eventos de transdugdo
que ocorrem apds a ocupagao dos receptores ou da inibicdo da atividade da oxigenase
dos écidos graxos (TASAKA, 2002).

Os efeitos analgésico, antipirético e antiinflamatoério dos AINEs, estdo
relacionados com a inibi¢do da araquidono-cicloxigenase (COX) e, portanto, inibi¢do da
producao de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos (TASAKA, 2002; FANTONI
& MASTROCINQUE, 2002).

A diferenga na poténcia de inibicdo entre as varias formulacdes comerciais dos
AINEs nos processos inflamatorios, febris e dolorosos, depende da sua agdo sobre os
diferentes mediadores quimicos inflamatorios, a biodisponibilidade, a biotransformacgao
e a sua eliminagdo nas diferentes espécies animais. O potencial terapéutico e os efeitos
colaterais dos diferentes agentes antiinflamatérios sdo mediados pelos mesmos
processos fisioldgicos, ou seja, inibicdo das enzimas que atuam sobre os produtos
derivados da membrana celular. Outro fator importante a ser considerado é que a
inibicao seletiva da cicloxigenase desvia o catabolismo do 4cido araquidonico para a via
lipoxigenase, favorecendo a geracdo de eicosandides (LTs) levando, desta forma, a
continuidade do processo inflamatério através de outros mecanismos (TASAKA, 2002).

Ha dois tipos de cicloxigenase, que no organismo determinam diferentes
fungdes: a cicloxigenase 1 (COX-1) e a cicloxigenase 2 (COX-2). A quebra do acido
araquidonico pela COX-1 leva a formagao de PGs relacionadas com reagdes fisiologicas
renais, gastrointestinais e vasculares. A COX-2 também ¢ produzida naturalmente no
sistema nervoso central, olho e d6rgdos reprodutivos, mas na sua maioria ¢ induzida
(MUIR, 2004), participando da formagcdo de PGs que participam dos eventos
inflamatorios (BOCHSLER & SLAUSON, 2002; TASAKA, 2002). A COX-2 ¢
formada a partir de estimulos como presenca de endotoxinas e estimulos inflamatdrios
que liberam as citocinas que, por sua vez, induzem a sintese de COX-2 por células,
como macrofagos, resultando na liberagdo de PGs inflamatorias (CARVALHO, 1998),
ou seja, a COX-2 ¢ induzida pela propria reacao inflamatoéria (MATTHEWS, 1996).

Os medicamentos antiinflamatorios disponiveis na terapéutica veterinaria
bloqueiam tanto a COX-1 como a COX-2. Os principais AINEs atuam através da
inibicao preferencial da COX-1 em detrimento da COX-2. Este fato faz com que muitos
dos efeitos colaterais como as gastrites difusas, erosdes gastricas, ulceragdes,
gastroenterite hemorragica, insuficiéncia renal aguda ou cronica, estejam relacionados

com o uso destas substancias. Estes efeitos colaterais sdo decorrentes da inibi¢do da
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sintese de algumas classes de PGs, principalmente a PGE; ¢ a PGI,. Estas PGs tem agdo
essencialmente vasodilatadora nos rins, além de estarem envolvidas na liberacao de
renina e na transferéncia de eletrolitos. A inibi¢ao destas resulta na diminuicao do fluxo
sangiiineo renal e da filtracdo glomerular. Na mucosa gastrica a acdo vasodilatadora
fisiologica das PGs, principalmente da PGE,, estimula o sistema de tamponamento pelo
bicarbonato que atenua a acdo corrosiva do acido cloridrico (HCI) presente no suco
gastrico. Quando estas PGs sdo inibidas pelos medicamentos antiinflamatorios, ocorre
erosdo da mucosa devido a ndo-neutralizagdo do HCI. Outro possivel mecanismo seria o
acumulo dos AINEs dentro das células gastricas, levando a morte celular. Inicialmente,
a acidez gastrica facilita a entrada destes farmacos na mucosa, na forma molecular. No
interior da célula, a substincia retorna a forma ionizada, o que a aprisiona dentro da
célula causando a toxicidade direta. (TASAKA, 2002).

Desde 1979 sabe-se que AINEs, quando administrados em excesso, podem
causar severa ulceracdo na mucosa glandular de eqiiinos, especialmente na regido
pilorica (MURRAY, 1996). A administragdo destes antiinflamatérios pode iniciar ou
exacerbar ulceracdo gastrointestinal (MURRAY, 1996). Em cavalos a fenilbutazona tem
um potencial ulcerogénico géstrico maior que o flunixin meglumine, e este maior que o
do ketoprofeno (MacALLISTER, 1993). Toxicidade gatrointestinal, renal ou hepatica e
coagulagdo demorada, sdao fatores importantes € mais comumente relacionados com a
administragao cronica de AINEs em eqiiinos. Outro fator importante a considerar € que
AINEs alteram a fungdo plaquetdria e produzem discrasias sanguineas em cavalos
doentes ou naqueles com hemorragia. A toxicidade é mais comum em cavalos jovens ou
velhos, desidratados, imunodeficientes ou ainda em cavalos com doenga cardiovascular,
renal ou hepatica (MUIR, 2004).

In vitro foi observado que AINEs com mais seletividade para COX-1 exibem
efeitos adversos diretos na cartilagem articular de humanos com osteoartrite, inibindo a
sintese de proteoglicanos. Ja os AINEs seletivos para COX-2 além de ndo produzirem
efeito adverso sobre a cartilagem articular, apresentam propriedade reparadora da
cartilagem, aumentando a sintese de proteoglicanos e normalizando sua liberagdo
(MASTBERGEN et al., 2005). BELUCHE et al. (2001) relataram que a fenilbutazona
administrada in vivo, inibiu a sintese de proteoglicanos em amostras de cartilagem
eqiiina, devendo ser usada com cuidado, principalmente por periodo prolongado.
Entretanto, FREAN et al (2002) ndo observaram efeito da fenilbutazona sobre a sintese

de proteoglicanos.
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Os AINE:s tradicionais, na espécie canina, aumentam em 3,5% o risco de erosdes
e hemorragia submucosa gastrointestinal que podem resultar em anemia cronica e
morte. Esses farmacos ndo devem ser prescritos em pacientes idosos ou com problemas
multiplos de satde com alteragdo dos mecanismos hemostaticos, ja que a probabilidade
de sofrer efeitos adversos por AINEs ¢ maior. Quando usados devem ser
cuidadosamente monitorados (ALLYN & JOHNSTON, 1998).

Alteracdes hepaticas foram relatadas apds a utilizacio de AINEs em caes
incluindo elevagdo das enzimas hepaticas com ou sem evidéncia clinica de disfungdo
hepatica (FOX & CAMPBELL, 2000).

A liberagao de PGs juntamente com proteases e outros mediadores inflamatorios
(como os radicais livres de oxigénio) resulta em inflamagdo. A via da COX-2 pode ser
interrompida em diversos niveis por antagonistas ou anticorpos contra citocinas e
mitoégenos inibidores da indugdo de COX-2, como pelos glicocorticoides, ou inibidores
efetivos de COX-2 (VANE & BOTTING, 1995; MATTHEWS, 1996; CARVALHO,
1998). A maior ou menor probabilidade de um AINE provocar efeitos colaterais vai
depender da sua capacidade de inibir seletivamente apenas a COX-2 (MATTHEWS,
1996).

O tratamento de sinovite e capsulite, particularmente a forma aguda, ¢ indicado
para aliviar os efeitos da inflamacdo de maneira imediata incluindo dor e reducao da
funcdo, prevenir o desenvolvimento de fibrose na céapsula articular, pois ocorre
diminui¢do do movimento e da capacidade de absorver choque, e também prevenir ou
minimizar o desenvolvimento de osteoartrite (McILWRAITH, 2002). Os AINEs sao
considerados a melhor op¢ao para o tratamento de doencas articulares nao sépticas em
animais (CLARK, 1991; CONLON, 1988). E bem documentado que estes
medicamentos aliviam os sinais de dor e claudicacdo associados com a inflamagao
articular, através da reduc¢do de impulsos nociceptivos periféricos para a articulagdo
inflamada e através de analgesia central (CARLSSON et al., 1988).

Inibidores seletivos da COX-2 tém sido descritos como medicamentos que
induzem efeitos colaterais menores, pois inibem apenas as PGs inflamatdrias, mantendo
a sintese das demais prostaglandinas. Estudos clinicos em humanos, tém mostrado
indices menores de lesdes digestivas em pacientes que utilizaram inibidores seletivos da
COX-2, quando comparados aos que usaram AINEs ndo seletivos (LANGMAN et al.,
1999) e redugdo dos sinais clinicos em pacientes com osteoartrite (EHRICH et

al.,1999). A exposicao de tecido do colon eqiiino ao flunixin meglumine, causou um
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marcado declinio na fungdo e barreira deste tecido, efeito que foi significantemente
reduzido em tecido exposto ao etodolac, um AINE seletivo (CAMPBELL, 2002).

O parecoxib ¢ um novo inibidor seletivo da cicloxigenase-2. Ele foi
desenvolvido como agente analgésico e antiinflamatorio para uso no pds-operatorio de
pacientes em que fosse necessaria a adicdo de analgésicos parenterais ao tratamento
com opidceos, ou mesmo substituicdo dos opiaceos, ¢ AINEs convencionais
administrados via parenteral (PFIZER, 2003).

Estudos recentes permitiram uma melhor compreensdo do envolvimento da
COX-2 nos processos dolorosos, resultando na escolha de inibidores especificos da
COX-2 entre eles o parecoxib, para uso em ambientes clinicos. Sabe-se que as PGs
produzidas pela COX-2, incluindo as que provém do trauma associado a cirurgia,
causam sensibiliza¢do de nociceptores, acentuando a sensibilidade a dor (SIMON et al.,
1999).

Apoés a administragdo, o parecoxib ¢ rapidamente hidrolisado no figado até se
transformar no composto farmacologicamente ativo valdecoxib, um derivado da
benzenossulfonamida e 4cido propidnico. O parecoxib e o valdecoxib sdo quimicamente
distintos dos inibidores nao seletivos das isoenzimas COX (PFIZER, 2003).

Desta forma o parecoxib ¢ um pro-farmaco do valdecoxib. O mecanismo de
acdo do valdecoxib se dd pela inibi¢do de PGs mediadas pela COX-2 (VANE &
BOTTING, 1995). O medicamento mostrou ser altamente especifico e um inibidor
potente da COX-2 com atividade inibitdria fraca sobre a COX-1 (TALLEY et al., 2000),
reduzindo, assim, o efeito sobre processos fisiologicos dependentes da COX-1 nos
tecidos, particularmente estdmago, intestino e plaquetas (PFIZER, 2003).

Bons resultados foram obtidos com o parecoxib no tratamento de dor pos-
operatoria em cirurgias ortopédicas, odontologicas e ginecoldgicas, principalmente
devido a baixa incidéncia de efeitos colaterais (DANIELS et al., 2000; BARTON et al.,
2002; RASMUSSEN et al., 2002). O valdecoxib via oral era usado no tratamento de
artrite reumatoide, osteoartrite e dor de dismenorréia (YUAN et al., 2002).

A metabolizagdo do parecoxib ¢ rapida sendo convertido em valdecoxib e 4cido
propidnico in vivo, com meia vida plasmatica de aproximadamente 22 minutos. A
eliminacdo do valdecoxib se d4 através de um extensivo metabolismo hepatico que
envolve varias vias, incluindo as isoenzimas CY3A4 e CYP2C9 e a glicuronidagdo
(aproximadamente 20%) do principio ativo da sulfonamida, sendo eliminado por meio

do metabolismo hepatico, com menos de 5% recuperado na urina inalterado (TALLEY
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et al., 2000) e 70% da dose ¢ excretada pela urina como metabdlitos inativos (PFIZER,
2003).

Foi identificado no plasma humano um metabolito hidroxilado do valdecoxib
(via CYP) que age como inibidor da COX-2 (TALLEY et al. 2000). A sua contribuicao
para o efeito terapéutico, porém, ¢ pouco significativa devido a sua baixa concentracao
plasmatica quando comparado ao valdecoxib (KARIM et al., 2001).

A dose diaria recomendada de parecoxib ¢ de 40 mg administrados por via
intravenosa ou intramuscular, baseando-se num paciente de 70 kg (PFIZER, 2003). Nao

ha, até o presente momento, indicagao de uso para animais.



3. MATERIAL E METODOS

Seis poneis machos inteiros, clinicamente sadios, com idade entre dois e trés
anos, pesando, em média, 130 kg foram submetidos a exame clinico geral, especifico e
radiografico do carpo para descartar a presenca de doenga sistémica e presenga de
claudicacao.

No exame clinico geral foi determinada a freqiiéncia cardiaca (FC) e respiratoria
(FR) e a temperatura retal (T). No exame clinico especifico foram avaliados os
parametros de comprimento do passo (CP), angulo do membro em repouso (AR),
angulo de flexdo méaxima (AFM), circunferéncia articular em cm (CA) (TOUTAIN et
al., 1994; WHITE et al., 2003), grau de efusao carpal (GE) (OWENS et al., 1995) e grau
de claudicacdo (GC) (AAEP, 1991). Para a mensuracdo do comprimento do passo, a
regido da pinga do casco, do membro a ser avaliado, foi marcada com tinta.
Posteriormente os poneis foram conduzidos caminhando sobre uma superficie plana e a
distancia (cm) entre as impressdes do casco do membro afetado foi medida com auxilio

de fita métrica (Figura 1) (TOUTALIN et al., 1994).

Figura 1 — Medida do comprimento do passo, através da mensura¢do com fita métrica
da distancia entre as impressoes do casco marcado com tinta.

A circunferéncia da articulacdo foi mensurada com fita métrica no carpo (Figura
2), usando como ponto de referéncia anatdmico o osso carpo acessorio (WHITE et al.,

2003).
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Figura 2 — Medida da circunferéncia articular com auxilio de fita métrica

O angulo da articulagdo em repouso (Figura 3) e a flexdo carpal maxima (até
reacdo de dor) (Figura 4) foram mensurados com um goniometro (TOUTAIN et al.,

1994),

Figura 3 — Medida do dngulo da articulagdo em repouso com auxilio de um gonidmetro.

O grau de efusdo carpal foi avaliado subjetivamente e classificado de 1 a 4
conforme OWENS et al. (1995). A andadura dos poneis foi avaliada ao passo e ao trote

sobre superficie plana e dura, e classificada de acordo com um sistema ja conhecido

(AAEP, 1991).
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Figura 4 — Flexao da articulacao radio-carpiana, com mensuragdo do angulo de flexao
maxima com gonidmetro.

Apbs a avaliagdo clinica, cada ponei foi sedado com xilazina' a 10% (0,5 mg/kg)
e foi realizada a antisepsia, com iodo povidine seguido de &lcool, de ambas as
articulagdes carpais previamente tricotomizadas. De cada articulagdo radio-carpiana foi
colhida uma amostra de liquido sinovial (Figura 5) usando-se uma agulha 20x7 e
seringa de 5 ml. Os parametros clinicos e as caracteristicas do liquido sinovial obtidos

foram tabulados e usados como referéncia (T0).

Figura 5 — Coleta do liquido sinovial com a articulagdo flexionada.

' Sedomin, Konig do Brasil LTDA
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Por ocasido da artrocentese foram infiltrados, aleatoriamente, 0,5 ml de
adjuvante completo de Freund® (Figura. 6) na articulacdo radio-carpiana esquerda ou
direita de cada ponei para indugdo da sinovite (WHITE et al., 1996). A articulagdo

contra lateral sadia serviu como controle.

P

Figura 6 — Inducdo da sinovite através de uma inje¢do intra-articular de 0,5 ml de
adjuvante de Freund, apos a primeira coleta do liquido sinovial.

A aparéncia, cor e volume do liquido sinovial foram avaliados no momento da
artrocentese. A andlise do fluido sinovial foi realizada através da contagem de células
nucleadas totais, proteina, qualidade do precipitado da mucina e viscosidade. A
qualidade da mucina foi determinada segundo VAN PELT (1974) e McILWRAITH &
TROTTER (1996) e, conforme a coagulacao do precipitado, classificada em mucina de
qualidade muito boa (1), razodvel (2), baixa (3) e muito baixa (4). A viscosidade
relativa foi avaliada através da unido e separagdo do liquido entre os dedos e também
classificada de 1 a 4 como descrito acima. A proteina foi avaliada através de
refratometria. A contagem das células nucleadas totais foi realizada usando camara de
Neubauer, utilizando 4agua destilada como diluente em vez de usar acido acético,
diluente normalmente utilizado, porque este precipita o &cido hialuroénico do liquido
sinovial (MAHAFFEY, 1992). Para analise citologica o liquido foi centrifugado e o

sedimento utilizado para confeccao do esfregaco posteriormente corado pelo método

* Ajuvante completo de Freund, F5881. Sigma — Aldrich.
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pandtico rapido, para contagem diferencial de células (MAHAFFEY, 1992;
MCcILWRAITH & TROTTER, 1996) e avaliagao do grau de eritrofagocitose.

Ap6s cinco dias da indugdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos. Os poneis do grupo 1 (controle, n=3) receberam durante cinco dias solug¢ao
salina estéril 0,9% IV na dose de 0,05 ml/kg/dia e os do grupo 2 (n=3) foram tratados
com parecoxib® IV na dose de 0,55 mg/kg/dia, baseando-se na dose utilizada em
humanos, pelo mesmo periodo. A avaliagdo dos pardmetros clinicos e dos parametros
do liquido sinovial foi realizada antes da inducdo da sinovite, imediatamente antes do
tratamento e 12 (T2), 24 (T3), 48 (T4), 72 (T5), 96 (T6) e 120 horas (T7) apds inicio do
tratamento. O fluido sinovial foi colhido alternadamente entre o aspecto dorsolateral e
dorsomedial das articulagdes radio-carpianas. A andlise do liquido sinovial foi realizada
sem conhecimento a que grupo de tratamento os animais pertenciam.

Os dados clinicos foram analisados em um esquema fatorial, em parcelas
subdivididas no tempo, com dois tratamentos (grupo 1 e 2), e oito tempos de coletas de
dados (TO — T7). Os dados do fluido sinovial também foram analisados em fatorial com
dois tratamentos (grupo 1 e 2), duas articulagdes (sadia e com sinovite induzida) e oito
tempos (TO — T7). Para analise estatistica dos dados foi realizada analise de variancia
das médias (ANOVA), seguido do teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
utilizando o pacote estatistico SAS (1996).

3 Bextra IM/IV (parecoxib 40mg). Pfizer.



4. RESULTADOS

Os dados obtidos na avaliagdo do exame clinico geral podem ser observados na

Tabela 1, e os obtidos na avaliacdo clinica especifica estdo na Tabela 2.

Tabela 1: Valores médios dos pardmetros clinicos gerais dos grupos controle (1) e
tratado com parecoxib (2), antes da inducdo (TO) até o final do tratamento (T7).
Temperatura retal (T), freqliéncia cardiaca (FC) e freqiiéncia respiratéria (FR).

parametros grupo  TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
1° dia 5°dia 12h 24h 48h 72h 96h  120h

T (°C) 1 38,3 39,1 39,0 389* 39,6%# 39,1 38,5 385
2 38,06 38,6 38,1 38,0 379 38,1 37,7 379

FC (bpm) 1 37,3 42,6 46,0 52,0# 56,0# 49,0# 44,7 48,0
2 38,6 47,3 50,6 45,3 48,0 41,0 46,7 420

1 21,3 28,0 32,6 28,0 29,3 38,7 29,3 28,7

FR (mrpm) 5% 213 200 160 200 21,7 213 213

(*) diferenca significativa entre grupos; (#) estatisticamente diferente de TO; teste Tukey (P<0.05).

Tabela 2: Valores médios dos parametros clinicos especificos dos grupos controle (1) e
tratado com parecoxib (2), antes da inducdao (TO) até o final do tratamento (T7).
Comprimento do passo (CP), circunferéncia articular (CA), angulo do membro em
repouso (AR), angulo de flexdo maxima (AFM), grau de claudicacao (GC) e grau de
efusdo articular (GE).

parametros grupo  TO T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
1° dia 5°dia 12h 24h 48h 72h 96h 120h

CP (cm) 1 108,3 108,6 102,6  101,5 855*# 959 94,6 1000
2 104,6 90,9 102,8  100,7 99,8 100,4 1059 103,7
CA (cm) 1 22,8 26,2 26,4 26,7 27,5 28,1  282# 28,3#
2 23,5 24,7 25,1 24,8 24,8 25,0 25,1 24,9
AR () 1 172,6 174,0 174,0 1753 1753 1753 174,77 173,3
2 172,0 168,0 171,7 172,0  172,0 172,7 172,0 1720
AFM (°) 1 150,0 80,4# 75,0# 61,04 60,04 43,3#* 49,7*# 49,0%#
2 149,3 71,9# 95,6 94,0 93,7 853# 96,6 102,0
GC 1 0 2,7# 3,0# 3,0# 3.7%# 4,0%%  4,0%%  4,0%#
2 0 3,7# 3,0# 2,7# 2,0 2,08 2,0# 1,3
GE 1 0 3,7# 3,7# 4,0%#  4,0%% 4,0 4,0% 4,0%%
2 0 3,7# 3,7# 3,0# 2,7#  2)7# 2,0# 1,3

(*) diferenca significativa entre grupos; (#) estatisticamente diferente de TO; teste Tukey (P<0.05).

Houve interacdo (p<0,05) entre tempo e grupo nos parametros de FC, CP, CA,
AFM, GC e GE. A FC apresentou aumento significativo em 6 (T3), 7 (T4) e 8 dias (T5)
apds inducdo da sinovite em relagdo a observada antes da indugdo (TO) no grupo

controle. Isto ndo foi observado no grupo tratado. Nao foi observada diferenga entre os
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grupos na FR. Ocorreu elevacao significativa na T no periodo de T2 a T4 no grupo
controle. No grupo controle houve um aumento significativo da claudicacao diferindo
entre os grupos € os intervalos, e uma diminuicdo no comprimento do passo em T4
(Tabela 1). O AFM diminuiu significativamente no grupo controle a partir de T1, tendo
um aumento significativo no grupo tratado a partir de TS (Tabela 1). O AFM apresentou
correlagdao negativa com GE (r = -0,87; P = 0,001), ou seja, quanto maior o GE, menor
foi o AFM. O grau de efusdo apresentou diferengas significativas entre os grupos, € 0s
intervalos no grupo controle. A circunferéncia articular apresentou aumento
significativo somente em T6 e T7 nos animais do grupo controle. Ja no grupo tratado o
aumento de volume da articulacao se manteve estavel durante todo o periodo de estudo.
Da figura 7 até a 15 podem ser observados os resultados obtidos na avaliagdo do
liquido sinovial. A diferenca marcante na aparéncia do liquido sinovial entre as
articulagdes controle (ndo induzidas) e com sinovite induzida pode ser observada na

figura 7.

sl =
\\ v

Figura 7 — Liquido sinovial (tubo da esquerda) amarelo palha, translicido, colhido de
uma articulagdo sadia, ¢ o de cor amarelo escuro, turvo, (direita) de uma articulagao
com sinovite induzida.

Houve interagdo entre o tempo decorrido e os parametros estudados das
articulagdes (P<0,005), no nimero de leucécitos, proteina, viscosidade e mucina. Para
essas varidveis ndo houve diferenca entre os grupos controle (G1) e tratado com
parecoxib (G2), mas houve diferenga significativa entre as articulagdes sadias e com

sinovite e entre os periodos de coleta (p<<0,001).
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Nao houve variagdo no numero total de leucdcitos entre os membros antes da
indugdo da sinovite (T0). No quinto dia apds a indugdo (T1) foi observado aumento
significativo no nimero de leucocitos nas articulacdes com sinovite induzida (Figura 8).
Independente do grupo, os leucocitos nas articulagdes com sinovite permaneceram
elevados até 12h (T2) apo6s o inicio do tratamento. Vinte e quatro horas ap6s o inicio do
tratamento, ja se observava uma reducao no nimero de leucdcitos, ¢ manutengao de

niveis estatisticamente semelhantes aos valores encontrados antes da inducgao.
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Figura 8 — Numero médio total de células nucleadas do liquido sinovial das articulagdes
com sinovite induzida e sadias, de poneis do grupo controle (Gl) e tratado com
parecoxib (G2), nos diferentes tempos de coleta.

Na contagem diferencial de células do liquido sinovial, ndo houve diferenca
entre as articulacdes em TO, e entre os grupos tratado e controle. A porcentagem de
neutrofilos (Figura 9) diferiu entre as articulagdes e entre os tempos de coleta (p<0,05),
ocorrendo variacdo dos valores com o tempo. Cinco dias apds a inducdo da sinovite
(T1), foi constatado aumento dos neutrdéfilos, mantendo-se sem variacao até T6, e
diminuindo em T7. Nas articula¢des sadias, os neutrofilos foram aumentando com o
decorrer das artrocenteses, € permaneceram em niveis semelhantes aos das articulagdes

com sinovite induzida entre T3 e T5. No final (T6 e T7) esses valores diminuiram.
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Figura 9 — Porcentagem média de neutrofilos do liquido sinovial das articulagdes com
sinovite induzida e sadias, de pdoneis do grupo controle (G1) e tratado com parecoxib
(G2), nos diferentes tempos de coleta.

Como nos neutrdfilos, a porcentagem de macréfagos (Figura 10) diferiu entre as
articulagdes sadias e com sinovite e entre os tempos de coleta (p<0,05), ocorrendo
variacdo dos valores com o tempo. No liquido sinovial das articulagdes sadias a
porcentagem de macrofagos se manteve mais elevada (p<0,05) do que no das
articulagdes com sinovite durante todo o experimento, apresentando aumento
significativo (p<0,05) em T1 e T7. Nas articulagdes com sinovite induzida ndo houve
variacdo na maioria dos periodos de coleta, ocorrendo aumento significativo somente

em T7.
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Figura 10 — Porcentagem média de macréfagos do liquido sinovial das articulagdes com
sinovite induzida e sadias, de poneis do grupo controle (G1) e tratado com parecoxib
(G2), nos diferentes tempos de coleta.
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Os linfécitos ndo diferiram entre articulagdes com e sem sinovite e entre grupos,
durante todo periodo de experimento. A porcentagem média variou entre 15,9% (TO) e
1,2% (T4) em todas as articulagdes avaliadas. O mesmo foi observado na porcentagem
de eosinofilos, que ficaram entre 2,3% (T0) e 0,08% (T2). O grau de eritrofagocitose
(Figura 11) nos esfregacos do liquido sinovial ndo diferiu entre as articulagdes e os
grupos. Mas, apresentou diferencga entre os tempos, tendo um aumento significativo em

T2.
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Figura 11 — Grau médio de eritrofagocitose do liquido sinovial das articulagdes com
sinovite induzida e sadias, de poneis do grupo controle (G1) e tratado com parecoxib
(G2), nos diferentes tempos de coleta.

As células mesoteliais foram observadas a partir de T1 (Figura 12) em todas as
articulagdes, entre elas algumas reativas, exibindo uma borda citoplasmatica com
projegodes, no liquido sinovial das articulagdes com sinovite induzida. A porcentagem
dessas células diferiu (p<0,05) entre as articulagdes e entre os tempos. O niimero destas
células apresentou um aumento significativo nas articulagdes sadias apenas em T2.

A quantidade de proteina (Figura 13), grau de viscosidade (Figura 14) e
qualidade da precipitacio da mucina (Figura 15) ndo diferiram (P>0,05) entre as
articulagdes em T0. Como na contagem de leucocitos totais, houve um aumento dessas
variaveis nas articulacdes com sinovite induzida em T1, continuando eclevadas, sem
variagdo, até 120 horas (T7) apos o inicio do tratamento, independente do grupo. Nas

articulagdes sadias ndo foi observada diferenga (p<0,05) na classificacdo da viscosidade
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e qualidade da mucina at¢é o final do experimento. A proteina aumentou

significativamente (p<0,05) em TS5 e T6.
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Figura 12 — Porcentagem média de células mesoteliais do liquido sinovial das
articulagdes com sinovite induzida e sadias, de poneis do grupo controle (G1) e tratado
com parecoxib (G2), nos diferentes tempos de coleta.
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Figura 13 — Concentracao média de proteina do liquido sinovial das articulagdes com

sinovite induzida e sadias, de pdoneis do grupo controle (G1) e tratado com parecoxib
(G2), nos diferentes tempos de coleta.



33

4,0 - - -

3,5

3,0

»
[
L

Dart sadia G1
B art induzida G1
Oart sadia G2
Oart induzida G2

Viscosidade (graus)
N
(=}
!

i
I

0,5

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Ll
TO T T2 T3 T4 TS T6 T7

Tempos

Figura 14 — Médias da viscosidade do liquido sinovial das articulagdes com sinovite
induzida e sadias, de poneis do grupo controle (G1) e tratado com parecoxib (G2), nos
diferentes tempos de coleta.
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Figura 15 — Médias da qualidade do precipitado da mucina do liquido sinovial das
articulagdes com sinovite induzida e sadias, de poneis do grupo controle (G1) e tratado
com parecoxib (G2), nos diferentes tempos de coleta.



5. DISCUSSAO

A infiltragdo intra-articular com adjuvante de Freund nos poneis, induziu
sinovite e causou aumento de volume, dor, calor e diminuicdo da amplitude de
movimento das articulagdes. No exame clinico geral foram observados aumento da T e
FC, e no especifico, edema articular com distensdo da cépsula, diminuicdo do CP, do
AFM e conseqiiente claudicagdo. Os sinais clinicos especificos observados neste estudo
reproduziram aqueles descritos por WHITE et al. (2003), que ao utilizarem o mesmo
modelo de inducdo de sinovite, obtiveram sinais clinicos semelhantes a sinovite aguda
ocorrida naturalmente. Este é o principal motivo pelo qual este modelo tem sido usado
por mais de 20 anos para avaliar a eficdcia de muitos farmacos para o tratamento de
doenga articular em eqiiinos (WHITE et al., 2003).

A intensidade da dor decorrente de processos inflamatorios, entre outros, ¢
estimada clinicamente através da elevacdo observada na FC, FR e T. A elevacdo da FC
observada 24, 48 ¢ 72 horas apo6s o inicio do tratamento, em relacdo a FC antes da
indugdo da sinovite no grupo controle, ¢ atribuida a dor resultante da sinovite nesse
periodo. A auséncia de varia¢do entre os grupos na FR foi, provavelmente, resultante do
alto coeficiente de variagdo (CV= 28,3%) encontrado. A estabilidade da T e FC
verificada no grupo tratado ¢ atribuida a acdo do parecoxib. Os AINEs, dos quais o
parecoxib ¢ um representante moderno, caracterizam-se por aliviar os sinais de dor e
claudicacdo associados com a inflamacgdo articular através da reducdo de impulsos
nociceptivos periféricos da articulagdo inflamada, analgesia central (CARLSSON et al.,
1988) ¢ inibicdo da PGE,, que acentua a percepg¢ao da dor (McILWRAITH, 1996).

A presenga de dor no sistema musculo-esquelético ¢ localizada por ocasido da
avaliacdo de claudicagdo, palpacdo dos membros e flexdo das articulagdes
(McILWRAITH & TROTTER, 1996). Os poneis tratados com parecoxib mantiveram o
CP ¢ apresentaram redugdo gradativa do GC a partir de T3, chegando ao final do
experimento com claudicagdo clinicamente presente de forma muito discreta, mas
estatisticamente semelhante a TO. Ja os poneis do grupo controle, apresentaram aumento
significativo da claudicagd@o a partir de T4. MORTON et al. (2005) utilizando etodolac,
um AINE também seletivo, observaram reducdo da claudicacdo 24 horas apos

administracao em sinovite induzida por lipopolissacarideo.
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O AFM apresentou correlagdo negativa com o GE, ou seja, quanto maior o
GE, menor o AFM. Isto confirma que a efusdo articular reduz a flexdo da articulagao
(McILWRAITH & TROTTER, 1996) com conseqiiente encurtamento do passo.

A manutencdo do CP, redu¢do do GC e aumento do AFM da articulacio
afetada observada nos poneis tratados atestam, principalmente, o efeito analgésico do
parecoxib, confirmando a rdpida e constante acdo do farmaco sobre a dor, como o
observado por DANIELS et al. (2000); BARTON et al. (2002) e RASMUSSEN et al.
(2002) em humanos. Os resultados da avaliagdo do GC, AFM e CP sdo semelhantes aos
obtidos por WHITE et al. (1996) utilizando glicosaminoglicanos polissulfatados e
hialuronato de sodio no tratamento do mesmo modelo de sinovite.

A efusdo das articulagdes com sinovite induzida no grupo controle aumentou a
medida que o tempo transcorreu, enquanto que no grupo tratado com parecoxib ela se
manteve estavel durante todo o periodo de observacao. Este resultado ¢ semelhante aos
achados de WHITE et al. (2003). A circunferéncia articular aumentou
significativamente apenas entre 9 e 10 dias (T6 e T7) apos a indugdo da sinovite, nos
animais do grupo controle. J4 no grupo tratado, o volume da articulagdo com sinovite se
manteve estavel durante todo o periodo de estudo, indicando que o parecoxib atenuou a
formag¢do do edema e efusdo articular. Nao foi observada presenca de efusdo ou
aumento da circunferéncia articular nas articulagdes controle neste estudo, ao contrario
do observado por CAMPEBELL et al. (2004), ou seja, o trauma devido as artrocenteses
repetidas ndo foi identificado clinicamente na articulagdo, somente durante a analise do
liquido sinovial.

A aparéncia do liquido sinovial foi avaliada macroscopicamente no momento
da puncdo articular. O liquido sinovial obtido na artrocentese de todas as articulagdes
sadias, no inicio do experimento (antes da inducdo de sinovite) e nos controles
negativos (articulagdes ndo induzidas) apresentou cor amarelo palha, sem turvacio e
boa viscosidade. Estas caracteristicas macroscopicas estavam de acordo com os
parametros fisiologicos (McILWRAITH & TROTTER, 1996). A presenca de opacidade
e algum material coagulado nas amostras obtidas das articulagdes cinco dias apods a
administracdo do adjuvante completo de Freund, foi considerada indicativo de sinovite
e se manteve durante todo o periodo de avaliacdo. A turvagdo do liquido sinovial ¢
causada pela elevacdo nos niveis de proteina e celularidade do mesmo, conforme
McILWRAITH & TROTTER, (1996). As alteracdes marcantes das caracteristicas

macroscopicas do liquido sinovial observadas neste estudo sdo comuns em sinovite
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aguda (traumadtica), enquanto que em doenca degenerativa cronica e osteocondrite
dissecante elas geralmente sao minimas (McILWRAITH & TROTTER, 1996).

A artrocentese repetida ndo modificou a viscosidade e qualidade da
precipitagdo da mucina nas articulagdes sadias, no decorrer do experimento. O teste da
qualidade do precipitado da mucina e de viscosidade sdo métodos semiquantitativos
para avaliar o grau de polimerizagcdo do dacido hialurénico no fluido sinovial
(MAHAFFEY, 1992). Quanto mais inflamada a articulacdo, menor serd a coagulacdo da
mucina. Isto ocorre porque hé dilui¢do do 4cido hialurénico e redugdo na sua producao,
diminuindo a viscosidade do fluido sinovial e a lubrificacdo dos tecidos articulares.
Quando aumenta a inflamac¢ao diminui a produgdo de acido hialurénico e aumenta sua
degradacgdo pelas enzimas lisossomais (BERTONE, 2003). Mucina de qualidade boa ou
razoavel € associada com artrite traumatica ou degenerativa, enquanto que mucina de
qualidade baixa ou muito baixa geralmente ¢ resultante de artrite séptica. Entretanto, a
correlacdo ndo ¢ muito forte porque mucina de baixa qualidade tem sido observada na
presenca de inflamacdo moderada (McILWRAITH & TROTTER, 1996). Por este
motivo o teste da qualidade da mucina ndo ¢ rotineiramente utilizado (MAHAFFEY,
1992; McILWRAITH & TROTTER, 1996).

A presenga de eritrocitos variou bastante, tanto nas amostras obtidas das
articulagdes sadias quanto nas com sinovite induzida. Apesar de se alternar o local da
puncdo entre o aspecto dorso-medial e dorso-lateral para minimizar o trauma e
hemorragia iatrogénicos no espago articular, observou-se um aumento progressivo no
numero de eritrocitos. Eritrocitos ndo sdo considerados constituintes normais do fluido
sinovial. Quando encontrados em pequeno nimero sdo atribuidos a contaminacao da
amostra no momento da artrocentese. A contagem de eritrocitos pode variar muito
dependendo da contaminacdo durante a artrocentese (McILWRAITH & TROTTER,
1996), e do trauma devido a artrocenteses repetidas (TODHUNTER & LUST, 1992).
Uma indicacdo de contaminacao ¢ o achado de plaquetas no exame citoldgico. A
fagocitose de eritrocitos por macréfagos em uma amostra recentemente coletada e
processada, sugere que os eritrocitos ja estavam no fluido no momento da colheita
(MAHAFFEY, 1992). No caso de traumatismo recente pode haver hemorragia articular
significativa. Outras causas de hemorragia articular incluem alteracdes na coagulacao e
neoplasia (FISHER, 2003). Foi observada eritrofagocitose a partir da segunda

artrocentese, sendo associada ao trauma, que causou a infiltracdo de eritrocitos no fluido
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sinovial. Por esses motivos a contagem de eritrécitos no fluido sinovial ndo foi realizada
neste estudo.

O aumento de leucécitos de aproximadamente 10 células/mm?® para mais de
200 células/mm?® nas articulagdes com sinovite induzida, confirma a ocorréncia de
inflamacdo. O nimero de células nucleadas no fluido sinovial de cavalos sadios varia
entre 87 e 167 células/mm?. Mudangas qualitativas e quantitativas nos leucdcitos podem
indicar a magnitude da inflamagdo da membrana sinovial (McILWRAITH &
TROTTER, 1996). Em artrite ndo infecciosa, a contagem de células nucleadas totais
geralmente ¢ inferior a 30.000 células/mm?, como a encontrada neste estudo, mas
valores maiores que 100.000 células/mm?® podem ocorrer em artrite auto-imune,
induzida por endotoxina, e em artrite reativa (BERTONE, 2003).

No quinto dia apos a indugdo da sinovite (T1) foi observada uma elevagio
significativa no numero de leucécitos no liquido sinovial das articulagdes induzidas,
permanecendo elevados até 12 horas ap6s o inicio do tratamento (T2), tanto no grupo
tratado com parecoxib como no controle. A partir de T3 os leucdcitos permaneceram em
niveis considerados de carater inflamatorio (MAHAFFEY, 1992; McILWRAITH &
TROTTER, 1996), porém sem diferenca estatistica dos valores encontrados antes da
indugdio da sinovite. E possivel que isto seja decorrente do elevado coeficiente de
variagdo (CV=84,68%) e do pequeno numero de animais, que também pode ter
contribuido para a auséncia de diferenca significativa entre o grupo controle e tratado. O
efeito dos AINEs sobre o numero de leucocitos no exsudato inflamatorio ¢ contraditorio
e ndo tem sido relacionado com a inibi¢do da ciclooxigenase (HIGGINS et al., 1984).
Em geral, sdo necessarias doses bem mais elevadas para inibir a formagdo de edema e
migracdo de leucocitos do que a necessaria para inibir a geragdo de PGE, Assim, doses
suficientes para desencadear estes efeitos sdo consideradas doses “verdadeiramente”
antiinflamatorias. A inibicdo da sintese de PGE; é considerada mais como sendo uma
medida do potencial analgésico do farmaco do que de sua atividade antiinflamatoria.
AINEs que requerem doses muito diferentes para efeitos diversos tendem a ser
analgésicos em baixas doses. Ja para se obter o efeito antiinflamatorio sdo necessarias
doses muito altas (MAY, 1996). Desta forma, para que se obtenha um efeito
antiinflamatério mais significativo (inibigao da migracao de leucdcitos), € provavel que
seja necessario aumentar a dose de parecoxib usada neste estudo.

A dosagem de medicamentos geralmente ¢ expressa com base no peso

corporal, de forma que basta multiplicar a dose pelo peso do cavalo. Isto funciona



38

razoavelmente em cavalos de porte médio (tamanho e peso médios), mas ndo em
animais muito grandes (cavalos de tracdo) ou muito pequenos (pdneis) porque o
processo de eliminacdo ndo aumenta linearmente com o peso corporal. A dose esta
aparentemente mais correlacionada com a area de superficie corporal do que com o
peso. A relagdo entre a superficie corporal ¢ o peso € grande em animais pequenos
quando comparada a de animais de tamanho médio, e ¢ menor em animais grandes.
Portanto, a taxa de eliminacdo em animais menores geralmente ¢ subestimada, enquanto
que em animais maiores ¢ superestimada (SAMS, 1991). O efeito da dose de parecoxib
usada nos poneis pode ter sido influenciado por este fator, apesar da dosagem utilizada
ter apresentado um efeito clinico significativo. Para, melhor avaliar o efeito do
parecoxib no modelo em questdo, seria util medir a concentragdo do farmaco no liquido
sinovial além de conhecer a farmacocinética do parecoxib em sinovite eqiiina.

Apesar da dose de parecoxib utilizada neste estudo, ndo ter apresentado efeito
sobre os pardmetros citologicos e bioquimicos do liquido sinovial das articulagdes
inflamadas, o efeito analgésico e inibitorio sobre o edema e efusdo torna este fArmaco
uma excelente opcdo para o tratamento de doengas em eqiiinos. Principalmente para
aqueles animais que necessitam de tratamento de longa durag¢do, ou em animais jovens,
velhos, imunodeficientes, desidratados, ou até nos que ja possuem disfungdo
gastrointestinal ou renal.

Antes da inducdo da sinovite, em TO, o nimero médio de necutréfilos das
articulagdes foi 8,4%. Tanto neutrofilos como células mononucleares sdo observadas no
liquido sinovial sadio, mas a percentagem de neutrofilos geralmente ¢ inferior a 10%
(McILWRAITH & TROTTER, 1996). Os neutrofilos sdo, geralmente, as células
predominantes no fluido sinovial de cavalos com doenga inflamatéria (MAHAFFEY,
1992). Neste trabalho, a porcentagem de neutrdfilos das articulagdes com sinovite (G1 e
G2), se mantiveram acima de 80% até 9 dias apos a inducdo da sinovite (T6), caindo
para menos de 60% no dia seguinte (T7). Os neutrofilos causam dano aos tecidos, pois
eles liberam enzimas destrutivas e alteram o meio do fluido sinovial (McILWRAITH &
TROTTER, 1996). Nas articulagdes sadias, em determinados periodos (entre T3 e T5), a
porcentagem de neutrofilos aumentou significativamente. Este aumento pode ter sido
devido a hemorragia articular causada pelo trauma das artrocenteses repetidas, pois na
hemartrose ocorre exsudagao neutrofilica (MAHAFFEY, 1992).

As células mononucleares encontradas no liquido sinovial sdo linfécitos,

macrofagos e células sinoviais (MAHAFFEY, 1992). Neste trabalho, a porcentagem de
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macrofagos do liquido sinovial das articulagdes sadias se manteve em média acima de
50%, e em alguns momentos (T1 e T7) ultrapassou 80%, pois estas células predominam
no liquido sinovial sadio (MAHAFFEY, 1992). Nas articulacdes com sinovite induzida
(G1 e G2), o nimero de macrofagos se manteve baixo, aumentando somente em T7
(48,5%). Os linfocitos ndo apresentaram nenhuma diferenca, permanecendo entre 15,9 ¢
1,2%, niveis estes, considerados fisiologicos (MAHAFFEY, 1992). A propor¢do de
macrofagos e linfocitos raramente fornece informagdo diagnoéstica util, e sinovite
linfocitica ¢ rara em eqiiinos (MAHAFFEY, 1992). As células mesotelias diferiram
entre articulagcdes e entre tempos. O maior aumento foi observado nas articulagdes
sadias em T2 (2,6%), permanecendo estaveis durante todo o experimento. Células
intactas de revestimento sinovial sdo ocasionalmente aspiradas (MAHAFFEY, 1992).
Estas células tornam-se facilmente reativas quando ha aumento de fluido em cavidades
corporais ou inflama¢do (SHELLY, 2003), e foram observadas no exame citoldgico do
liquido sinovial das articulagdes induzidas.

Neste estudo, os eosindfilos se mantiveram em média entre 2,3% e 0,08%, nao
variando durante todo o experimento. A porcentagem de eosinofilos €, geralmente,
inferior a 1% do total de células nucleadas (MAHAFFEY, 1992). A sinovite
eosinofilica € rara, podendo ocorrer como uma reagao alérgica a um produto injetado na
articulacdo, ou devido a migracao de parasitas, ou pode ser verdadeiramente idiopatica
(BERTONE, 2003).

As proteinas totais aumentaram de aproximadamente 2 g/dl para até¢ 7 g/dl
com a inflamacdo induzida neste experimento, atingindo niveis semelhantes aos
encontrados por WHITE et al. (1996) usando o mesmo modelo de sinovite. O aumento
da permeabilidade capilar que ocorre durante o processo inflamatorio da articulacdo e as
artrocenteses repetidas permite que proteinas com peso molecular elevado,
principalmente globulinas, penetrem no espago articular, resultando em uma
concentracdo de proteina proxima a do plasma (VAN PELT, 1974). A quantidade
relativa de albumina do liquido sinovial inflamado diminui, a o 2 e y globulinas
aumentam, e o fibrinogénio aparece (MCILWRAITH & TROTTER, 1996). O fluido
sinovial ¢ considerado alterado quando a proteina total estiver acima de 2,5 g/dl. Ja,
proteina acima de 4 g/dl, como a observada nas articulagdes com sinovite induzida,
indica inflamac¢do severa (McILWRAITH & TROTTER, 1996). O aumento de proteina
no fluido sinovial observado nos podneis deste estudo, além de ser causado pela

inflamacao induzida pelo adjuvante, também pode ser atribuido, em parte, a resposta
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inflamatoria desencadeada pelas artrocenteses repetidas (CAMPEBELL et al., 2004).
Pois, um aumento discreto, porém estatisticamente significativo, da proteina devido as

artrocenteses repetidas foi observado no liquido sinovial das articulagdes sadias.



6. CONCLUSOES

® A injecdo intra-articular com adjuvante de Freund, induziu uma sinovite

de intensidade moderada a grave.

® O parecoxib, na dose de 0,55 mg/kg, diminuiu o grau de claudicagdo,
atenuou a diminui¢do do comprimento do passo e da flexdo articular, e
inibiu o aumento da freqliéncia cardiaca, da temperatura, e da efusdo
articular nos animais tratados, indicando efeito antiinflamatoério,

antipirético e principalmente analgésico no modelo de sinovite utilizado.

® A dose de parecoxib utilizada neste estudo nao apresentou efeito sobre os
parametros do liquido sinovial das articulagdes inflamadas, no modelo de

sinovite utilizado.

e Para uma melhor avaliagdo da dose do farmaco utilizada para o
tratamento de sinovite neste estudo, e até para se chegar a uma dose mais
especifica, seria util realizar a farmacocinética do parecoxib na espécie

em questdo.
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