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RESUMO

PIRES, Priscila Andrade. Potencial analgésico, anti-edematogénico, antipirético e
atividade ulcerogénica de farmacos anti-inflamatérios, em roedores. 2009. 72f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

Os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) sdo drogas amplamente usadas na medicina
veterinaria, tendo acdo analgésica, anti-inflamatoria, incluindo a reducdo do edema e
antipirética. Agem inibindo a enzima cicloxigenase (COX), ndo havendo a formacdo de
prostanoides, e os efeitos colaterais promovidos pelos AINES tornam limitante o seu uso. Ha
duas isoformas de COX: a COX-I, constitutivamente nos tecidos e responsavel pelas funcbes
fisioldgicas; e a COX-II, induzida apds estimulos inflamatdrios, algicos e térmicos. Dessa
forma, entendeu-se que o uso de AINES seletivos para a COX-II, diminuiria os efeitos
adversos desses farmacos, uma vez que garantiria as funcdes homeostaticas da COX-I.
Atualmente, sabe-se que a COX-1l também esté presente constitutivamente em alguns tecidos
como o sistema nervoso central e rim. Dessa forma, todos os AINEs podem causar efeitos
adversos em maior ou menor intensidade, e o grau de seletividade de cada farmaco sera
determinante na ocorréncia de reacdes indesejaveis. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial analgésico, anti-edematogénico e antipirético dos principais AINES utilizados em
medicina veterinaria, 0s COX ndo seletivos flunixim meglumine (FM) e cetoprofeno (CT); os
COX-Il preferenciais meloxicam (MX) e carprofeno (CP) e o COX-Il seletivo firocoxibe
(FC) apobs a administracdo oral, bem como a atividade ulcerogénica sobre a mucosa gastrica,
tendo-se assim uma avaliagdo comparativa tanto de seu efeito antinociceptivo e/ou anti-
inflamatdrio, como de reacfes indesejaveis; subsidiando o médico veterinario clinico, no
estabelecimento da relacdo custo/beneficio desses farmacos. No teste do edema de orelha
induzido pelo 6leo de créton em camundongos, o CT (ID50 = 3,6 mg/kg) foi a droga mais
potente, sequido do CP e FM (ID50 = 12,3 e 17,8 mg/kg, respectivamente). O MX e FC,
apesar de efetivos, mostraram baixa atividade ndo produzindo efeito suficiente com a dose
maxima de 30mg/kg, para a determinacéo da 1D50. Na febre induzida pelo LPS em ratos, o
FC produziu atividade antipirética com ID50 = 2,9 mg/kg, acompanhado do CT, CP e FM
(ID50 = 3,3; 3,6 e 4 mg/kg, respectivamente) e com maiores doses do MX (ID50 = 17,8
mg/kg). Avaliando o potencial analgésico pelo método das contor¢des abdominais com acido
acético em camundongos, 0 MX foi o mais potente (ID50 = 0,09 mg/kg), seguido do FM, FC,
CP e CT (ID50 = 0,4; 1,9; 2,3 e 3,6 mg/kg, respectivamente) e, utilizando estas ID50 na
avaliacdo da atividade ulcerogénica em camundongos, o0 FC, FM e MX ndo produziram
efeitos gastricos significativos no 3° ou no 7° dia dos tratamentos. O CT e o CP promoveram
ulceragbes no 32 dia, sendo o CT de forma mais intensa; ndo se observando alteragGes
gastricas no 7° dia, podendo esse efeito estar relacionado ao desenvolvimento de tolerancia
aos danos causados por essa classe de drogas na mucosa. Esses resultados revelam que a
atividade analgésica da quase totalidade desses farmacos independe da atividade anti-
edematogénica e antipirética, tendo o CT revelado ID50 semelhantes em todos os testes
farmacologicos. A atividade ulcerogénica gastrica evidenciada, teve relacdo inversa com a
atividade analgésica de todos esses farmacos.



ABSTRACT

PIRES, Priscila Andrade. Analgesic, antioedematogenic and antipyretic activity and
ulcerogenic effects of anti-inflammatory drugs in rodents. 2009. 72f. Dissertation (Master
Science im Veterinary Medicine, Clinical Science). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) are widely using in veterinary medicine,
having analgesic and anti-inflammatory activity, including reduction of oedema and
antipyretic actions. They inhibit the cyclooxygenase enzime (COX). There are two isoforms
of COX that are responsible for synthesis of prostaglandins. The COX I is usually a
constitutive enzyme expressed in tissues. Prostaglandins, prostacyclin, and thromboxane
synthesized by this enzyme are responsible for normal physiologic functions. COX II, on the
other hand, is inducible and synthesized by inflammatory cells after stimulation by cytokines
and other mediators of inflammation. In some tissues COX Il may be constitutive as central
nervous system and kidney. All NSAID can cause adverse side effects and their selective
degree will be important for the ocurrence of undesirable reaction. The aim of this study was
to evaluate the analgesic, antioedematogenic and antipyretic activity of some anti-
inflammatory used in veterinary clinics, the nonselective drugs, flunixin meglumine (FM) and
ketoprofen (CT); the COX |1 preferential, meloxicam (MX) and carprofen (CP); and COX II
selective, firocoxib, after oral administration, as well as their ulcerogenic activity in gastric
mucosa, allowing a comparative analyses of their antinociceptive and/or anti-inflammatory
actions and their adverse side effects, helping veterinary doctor in the choose of the drug that
have better relation cost/risk/benefit of this drugs. To assess the antioedematogenic effect in
croton oil-induced mice ear oedema method, the CT (ID50: 3,6 mg/kg) was the most potent
drug, followed by CP and FM (ID50: 12,3 and 17,8 mg/kg, respectively). The MX and FC,
despite of their effectiveness, showed low activity, didn’t producing sufficient effects for
determination the ID50 in maximal dose (30 mg/kg). In LPS induced fever in rats, the FC
produced antipyretic activity with 1D50 2,9 mg/kg, accompanied by CT, CP and FM (1D 50:
3,3; 3,6 and 4 mg/kg, respectively) and with greater dose of meloxicam (ID 50: 30 mg/kg).
Evaluating the antinociceptive effect in the acetic acid-induced abdominal writhing model of
analgesia in mice, the MX was the most effective drug (ID50: 0,09 mg/kg), followed by FM,
FC, CP and CT (ID50: 0,4; 1,9; 2,3; 3,6, respectively), and using this ID50 in the evaluation
of ulcerogenic action of this drugs in mice, the FC, FM and MX didn’t induce significative
gastric injury in 3° and 7° day of treatment. The CT and CP induced ulceration in 3° day,
being the CT most intense. However in 70 day, we didn’t notice gastric injury, suggesting that
adapted gastric mucosa produces increased resistance to subsequent damage by this class of
drugs. This results reveal that analgesic activity of almost all of this NSAID is independent of
this antiodematogenic and antipyretic actions. The CT has similar ID50 in all pharmacological
assays in this study. The gastric ulcerogenic activity has inverse ratio when compared with
analgesic effects.
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1 INTRODUCAO

Os compostos anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES) estdo entre os agentes
farmacologicos mais utilizados, tanto de forma prescrita como ndo prescrita. Atualmente,
mesmo com mais de 50 diferentes AINES no mercado farmacéutico, ocorre ainda um fluxo
continuo de novas preparacdes. Esses farmacos apresentam um amplo espectro de indicacdes
terapéuticas como: a analgesia, a inibicdo da inflamagdo, a antipirese, além da profilaxia
contra algumas doencas cardiovasculares. Sdo importantes instrumentos no tratamento da dor
e podem ser associados com outros compostos, como 0s opidides, por exemplo, reduzindo as
doses analgésicas dos AINES e a incidéncia de seus efeitos colaterais.

A inflamacdo consiste em uma resposta tissular frente a qualquer tipo de lesdo, e se
inicia com a formacdo de &cido aracdbnico (AA) a partir de fosfolipideos de membranas
celulares, por uma enzima denominada de fosfolipase A, (PLA,). Posteriormente, 0 AA dara
origem aos mediadores inflamatorios por 2 vias: 1) via das cicloxigenases (COX), produzindo
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs) e Il) via das lipoxigenases
(LOX), derivando dai a formacdo de leucotrienos (LTs). PGs, Pls, TXs e LTs sdo 0s
principais mediadores responsaveis pela resposta inflamatoria, sendo denominados de
prostandides.

Os AINES agem promovendo a inibicdo da enzima cicloxigenase, ndo havendo
portanto, a formacdo de prostanoides. Esses mediadores sdo responsaveis ndo sO pela
produgdo do processo inflamatério, como também sdo importantes em eventos fisiol6gicos
como a modulacdo da secrecdo &cida gastrica, desempenhando fundamentais papéis na
homeostase do organismo. Ha duas isoformas de COX: a COX |, relacionada aos processos
fisiolégicos e a COX Il produzida pelos tecidos em resposta a uma lesdo, iniciando o processo
inflamatorio. Sabe-se porém, que ambas as isoformas, a COX | e a COX I, sdo expressas
tanto pelos tecidos normais como nos tecidos inflamados.

Essa classe de farmacos pode apresentar uma maior afinidade por uma das isoformas de
COX, dai serem classificados segundo a sua seletividade, sendo denominados de COX néo
seletivo, os que apresentam afinidade tanto pra a COX | como para a COX 1, e os seletivos,
que sdo aqueles que apresentam maior grau de afinidade para a COX Il. Inicialmente,
acreditava-se que os efeitos colaterais advindos do uso de anti-inflamatorios, estariam
relacionados apenas aos COX ndo seletivos e que a prescricdo de farmacos seletivos para a
COX Il era totalmente segura por ndo interferir nos processos fisioldgicos nao inflamatérios.
Entretanto, a partir do conhecimento da expressdo da COX Il em tecidos normais (ndo
patoldgicos), pbde-se inferir que essa classe de anti-inflamatorios também produziria efeitos
colaterais graves, apesar de serem em menor grau que 0s COX ndo seletivos.

Os conhecimentos da farmacologia e da toxicologia dos diferentes medicamentos séo
essenciais para a sua utilizacdo criteriosa na medicina veterinaria, sendo particularmente
importante na classe dos anti-inflamatorios, em que a meia vida de uma substancia difere
muito de espécie pra espécie, em funcdo das diferentes vias de biotransformacbes e outras
caracteristicas. Fatores variados como doencas associadas (principalmente as renais e as
hepéaticas) ou a idade dos animais, que quando jovens ndo tem o sistema enzimatico
suficientemente maduro, e quando velhos possuem menor eficiéncia hepatica e renal, também
influenciam na eficacia e na toxicidade da droga administrada. A associa¢do de medicamentos



também é um aspecto importante da terapéutica, visto que, embora algumas delas se mostrem
benéficas, a maioria leva a efeitos colaterais mais pronunciados (SPINOSA et al., 2006).

Os AINES sdo bem absorvidos por via oral, intramuscular e subcutanea. Apés a
absor¢do, encontram-se em sua maior parte ligados as proteinas plasmaticas (96 a 99%),
principalmente a albumina; apresentando portanto, volume de distribuicdo pequeno,
permanecendo no plasma e nos fluidos extracelulares. S&o normalmente &cidos fracos,
possuindo grande afinidade por locais inflamados, cujo pH baixo, favorece a alta
concentracdo local destas substancias, podendo explicar a diferenca observada entre a
concentracdo plasmatica do farmaco e a duracdo do seu efeito. A acidez especifica desses
compostos também faz com que sejam mais facilmente excretados em urina basica (LEES
etal., 2004). Esta caracteristica é importante no caso de superdosagens ou de intoxicacdo, em
que a administracdo de substancias alcalinas como o bicarbonato, auxiliard no
restabelecimento do paciente. Ainda com relacédo as diferentes espécies animais, vale salientar
que em particular os cdes, eliminam estes farmacos preferencialmente por via biliar,
realizando o ciclo entero-hepatico destes medicamentos, o que predispde a ocorréncia de
maior incidéncia de lesbes da porgdo posterior do trato gastrointestinal, com inflamacdes,
sangramentos, enteropatias por perda de proteinas e constricdes de segmentos intestinais
(SPINOSA et al., 2006; GILMAN etal., 2006).

Considerando estes aspectos, esse trabalho tem como objetivo analisar a poténcia de
cinco farmacos anti-inflamatdrios amplamente usados na clinica médica veterinaria, avaliando
a influencia destes sobre a dor, o edema e a febre. Foram escolhidos dois medicamentos da
classe dos COX nao seletivos: o flunixim meglumine (FM) e o cetoprofeno (CT); dois da
classe dos COX Il preferenciais: o meloxicam (MX) e o carprofeno (CP); e um da classe dos
COX 11 seletivos: o firocoxibe (FC). O carprofeno e o firocoxibe sdo altamente seletivos para
a COX 11, enquanto que o meloxicam, apesar de seletivo, apresenta também afinidade para a
COX I. Adicionalmente, considerando que a simples andlise do potencial do farmaco nao
define qual a melhor substancia a ser utilizada na terapéutica, serdo investigados os efeitos
desses farmacos sobre o trato gastrointestinal, subsidiando através dos resultados obtidos, a
criacdo de um protocolo que permitira ao clinico analisar o risco/custo/beneficio do uso de
cada uma dessas drogas, visto que, o anti-inflamatoério de escolha deve ser aquele que associe
alta poténcia a uma baixa incidéncia de efeitos colaterais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia da Inflamacéo

O processo inflamatério consiste na resposta orgénica diante de lesdo tissular ou
infeccdo. Este processo fisioldgico envolve uma acdo coordenada entre o sistema imunol6gico
e o tecido no qual ocorreu a lesdo. A resposta inflamatdria é essencial para a sobrevivéncia,
tentando proteger o organismo de estimulos nocivos. Em algumas situacdes e doencas, essa
resposta pode se tornar excessiva, sem qualquer beneficio e com sérios efeitos adversos
(COTRAN etal., 2000).

Inflamacdo € um termo geral para as mudancas que podem ocorrer nos tecidos
vascularizados como resposta a danos teciduais, infecgdes ou reacdes imunoldgicas. Varios
sdo 0s mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo inflamatodrio,



podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria
(PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres superdxidos, 6xido nitrico e neuropeptideos; ou
de origem plasmatica, como os sistemas de coagulacdo, do complemento e das cininas
(SPINOSA et al., 2006; GILMAN etal., 2006).

As funcdes da inflamacdo incluem a destruicdo ou inativacdo do agente ou irritante
inicial e entdo a limpeza dos debris celulares na &rea para que a reparo tecidual possa ocorrer.
Varios tipos de células sdo ativadas nos tecidos danificados ou infectados, promovendo a
liberagdo de diversos mediadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas,
eicosandides, aminas biogénicas e neuropeptideos. No local da inflamacdo, esses mediadores
tém efeitos vasculares promovendo a vasodilatagdo, a estase vascular e 0 aumento da
permeabilidade capilar; garantem também a migracdo de leucdcitos da circulagdo para o
tecido inflamado e coordenam ainda as variadas respostas de defesa local. Alguns desses
mediadores tém a capacidade de estimular neurdnios sensoriais locais. Em alguns casos,
quando a inflamacdo excede certos niveis, quantidades suficientes desses mediadores
enddgenos entram na circulacdo sistémica e sdo disseminados pelo sangue a diferentes 6rgaos.
Isso resulta numa complexa variedade de reagOes sistémicas, coletivamente chamadas de
resposta de fase aguda, que é definida como uma resposta multifatorial do organismo a
infeccOes, lesbes ou traumas. A resposta de fase aguda compreende mudangas na
concentracdo plasmatica de proteinas hepaticas (proteinas de fase aguda), hormdnios,
metabdlitos intermediarios, neutrofilia e alteracdo do set point cerebral de controle dos sinais
de doenca, coletivamente chamados “comportamento de doenga”. Esse comportamento inclui
0 desenvolvimento da febre, perda do apetite, aumento do ciclo de sono, diminuicdo da
atividade motora, reducédo da libido e diminui¢cdo do comportamento de alerta. (ROTH et al.,
2009)

Diante de um trauma tissular, as células liberam uma citocina denominada fator de
necrose tumoral (TNFa) que por sua vez, induz a liberagdo de outras citocinas, podendo se
destacar a interleucina 1-Beta (IL-1pB) e a interleucina 8 (IL-8). A IL-1p promove a ativ&ao
da enzima cicloxigenase (COX) responsavel pela producdo de prostaglandinas, prostaciclinas
e tromboxanos e a IL-8 atua na liberacdo local de aminas simpatomiméticas (BASBAUM &
JULIUS, 2006; FERREIRA, 2009).

O processo inflamatério é composto de trés fases, cada qual mediada por diferentes
mecanismos: uma fase aguda, caracterizada principalmente por vasodilatacédo local e aumento
da permeabilidade vascular; uma fase tardia, com a infiltracdo de leucdcitos e células
fagocitarias e a fase proliferativa crbnica, na qual ocorre degeneracdo tecidual e fibrose.
Quando aguda, a inflamacédo caracteriza-se pela curta duracdo e apresenta 0s sinais cardeais
que sdo a dor, o calor, o rubor, o tumor e a perda da funcdo. J& na fase crbnica, além de
perdurar por um periodo indeterminado, varia de acordo com os tipos de mediadores celulares
e humorais envolvidos. As modificacGes decorrentes da liberagdo dos mediadores levam ao
intumescimento tecidual, devido ao extravasamento de proteinas plasmaticas, com
consequente saida de agua para o tecido e a penetracdo de células inflamatdrias, que tém
como principal objetivo debelar o agente agressor (SPINOSA et al., 2006; GILMAN etal.,
2006).

2.2 O Acido Aracdonico e os Eicosandides

O é&cido aracddnico apresenta papel regulador chave na fisiologia celular. Consiste em
um acido graxo de 20 carbonos, contendo quatro duplas ligacGes, liberado a partir de



fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase A, (PLA,), a qual, pode ser ativada
por diversos estimulos como: quimicos, inflamatérios, traumaticos e mitogénicos, que
também ativam citocinas pré-inflamatdrias como 1L-1 (BROOKS et al., 1999, HILARIO, et
al., 2006). E entdo metabolizado ou pela via das cicloxigenases, que da origem a formacéo de
PGs, Pls e TXs ou pela via das lipoxigenases que levam a sintese dos leucotrienos e lipoxinas
(LEES et al., 2004; KATZUNG, 2006; GILMAN etal., 2006; RANG et al., 2007; YEDGAR
etal., 2007).

Os eicosandides sdo produtos da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa. Sdo responsaveis por importantes fungbes fisiolégicas nos organismos animais e
também estdo presentes numa grande variedade de plantas. Constituem uma grande familia de
compostos, formada pelas prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, que,
além de serem de elevada poténcia, sdo responsaveis por um amplo espectro de atividades
bioldgicas (KATZUNG, 2006). Sdo potentes mediadores pré-inflamatorios e a sua supressao
tem sido um importante alvo terapéutico. Entretanto, esta é apenas uma abordagem, pois
existem varias vias produtoras de dor e inflamacdo. Esses eicosandides fazem parte de uma
rede complexa de eventos fisiopatoldgicos, ao serem derivados de diferentes vias, que podem
apresentar atividade pré ou anti-inflamatoria, dependendo do 6rgdo e do estagio da doenca,
apresentando papel importante em eventos fisioldgicos (YEDGAR et al, 2007) .

2.3 A Via das Cicloxigenases

A enzima cicloxigenase tem papel fisiolégico importante na producdo de PGs, uma
classe de composto com acdes fisioldgicas importantes, produzidas por todos os tecidos dos
mamiferos (KVATERNICK et al., 2007). O AA é convertido pela enzima cicloxigenase
(COX) nos compostos intermediarios PGG, e PGH,, podendo por isso ser também
denominada de prostaglandina G/H sintetase. A COX apresenta dois sitios cataliticos: o sitio
cicloxigenase e o sitio peroxidase. O sitio cicloxigenase promove a oxidacdo do AA em
PGG,, que por sua vez é reduzida ao intermediario instavel PGH; pelo sitio peroxidase, o qual
ndo é inibido pelos AINES (BROOKS et al., 1999). A PGH, é convertida pelas isomerases
tissulares especificas em multiplos prostandides (PGD,, PGE,, PGF,,, PGl,, TXA, e TXB,)
(HILARIO, et al., 2006; FILHO & RAHAL, 2008, KING et al., 2009), entretanto, a maioria
dos tecidos s@o capazes de converter PGH, em apenas alguns desses produtos finais,
dependentemente do tipo de isomerase presente em cada tecido. Por exemplo, as plagquetas
sangliineas produzem TXA; e PGD; e o endotélio vascular produz PGI, e PGE; (MARNETT,
et al.,, 2009). Com grande diversidade de receptores especificos e varios mecanismos
reguladores, as PGs atuam como: papel central na inflamacdo, coagulacdo sangiinea,
angiogénese, ovulacdo, parturicdo, metabolismo 0sseo, crescimento e no desenvolvimento
neuronal, na cicatrizacdo de feridas, na funcéo renal, no tonus vascular e nas respostas imunes
(KUMMER & COELHO, 2002; KVATERNICK et al., 2007).

Existem duas isoformas de enzima cicloxigenase: a COX | e a COX Il, que
determinam no organismo diferentes funcdes fisioldgicas. A COX | apresenta 17 aminoacidos
na porc¢do terminal, enquanto a COX Il apresenta 18 aminoacidos na por¢édo carboxi-terminal.
Embora sejam muito semelhantes na estrutura protéica, essas enzimas sdo codificadas por
genes diferentes. A COX | e a COX Il tém aproximadamente 60% de homologia genética e
seus genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. O sitio ativo da COX
Il é mais largo aproximadamente 27%. (HILARIO, et al., 2006, MARNETT, et al., 2009). O
sitio de ligacdo da COX | apresenta na posi¢do 523 da cadeia protéica uma molécula de



isoleucina, ao passo que a COX Il tem uma pequena molécula de valina. Essa mudanca torna
o sitio de ligacdo da COX Il mais largo e mais acessivel (KVATERNICK et al., 2007).

A COX | esta presente em quase todos os tipos de células, com excec¢do do eritrocito,
sendo chamada de constitutiva, levando a formacéo de PGs, principalmente, relacionadas com
acOes fisiologicas como, protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e
manutencdo do fluxo sanguineo renal. Essa isoforma faz parte da constituicdo do trato
gastrointestinal, sendo associada a producdo de muco protetor e a inibicdo da secrecdo acida
gastrica, portanto, drogas que inibem essa enzima causam diversos distlrbios no trato
digestivo. Nas plaquetas, a COX | estd associada a sintese do tromboxano A,, mediador que
favorece a agregacao e a adesdo plaquetaria, portanto, sua inibi¢do esta associada ao risco de
sangramento cutaneo e gastrointestinal (CHAN et al., 1999; KUMMER & COELHO, 2002;
LEES et al., 2004; BRICKS & SILVA, 2005; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al.,
2008; STEAGALL et al., 2009). Ja os produtos originados pela cisdo do AA através da COX
Il levam, principalmente, a formacao de PGs que participam de eventos inflamatérios, algicos
e térmicos, sendo por isso denominada de indutiva. A expressdo desta enzima ocorreria apds
estimulo inflamatério nas células migratérias e tecidos lesados e, por isso, foi chamada
indutiva. Esse estimulo esta relacionado a presenca de citocinas, fatores de crescimento e
estimulantes tumorais, sugerindo sua relevancia no cancer e em processos inflamatérios
(CHAN et al., 1999; KUMMER & COELHO, 2002; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL
et al., 2008; STEAGALL et al., 2009). E induzida pelas citocinas pré-inflamatorias como IL-
1, IL-2, TNFa, ¢ outros mediadores nos &ios de inflamacdo como fatores de crescimento e
endotoxinas. As citocinas anti-inflamatdrias como IL-4, 1L-10 e a IL-13, assim como 0s
glicocorticdides inibem a expressdo de COX Il. (VANE et al., 1998; KUMMER & COELHO,
2002; HILARIO et al., 2006; MARNETT et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado que a COX Il ndo estd somente relacionada ao
desenvolvimento do processo inflamatorio, mas também é responsavel por acdes fisiologicas
mantenedoras da homeostase em diferentes tecidos, como rins, ovério, Utero, cartilagens,
0ssos e endotélio vascular (KUMMER & COELHO, 2002; BRICKS & SILVA, 2005;
HILARIO, et al., 2006; PAPICH, 2008; STEAGALL et al., 2009). No sistema nervoso
central, a COX 1l € expressa de forma fisioldgica, principalmente no cortex, no hipocampo,
no hipotalamo e no corddo espinhal. Além de auxiliar no seu desenvolvimento, auxilia no
desenvolvimento das funcdes cerebrais normais da atividade sinaptica (neurotransmissao) e
na consolidagcdo da memoéria (VANE et al., 1998; KUMMER & COELHO, 2002; SPINOSA
et al., 2006). O papel das PGs no sistema nervoso central envolve uma complexa integracdo
de funcbes, como modulacdo do sistema nervoso autondmico e dos processos sensoriais. Seus
niveis aumentam muito apos convulsdes (VANE et al., 1998; KUMMER & COELHO, 2002;
CLARK, 2006). No tecido renal esta presente constitutivamente na macula densa e nas células
intersticiais da medula renal. E responsavel pela manutencdo dos niveis de reabsorcdo de
sodio e de agua devido a liberacdo de renina da macula densa e, no sistema vascular assegura
a producéo de prostaciclinas, que produzem efeitos vasodilatadores e que evitam a agregacao
plaquetéria, mantendo taxa de filtracdo glomerular e o fluxo sanguineo renal (MATHEWS et
al., 1990; KUMMER & COELHO, 2002; CLARK, 2006; SPINOSA et al., 2006).

Da mesma forma, embora se saiba que a COX Il possua propriedades pro-
inflamatorias, a resposta inflamatdria total € produzida tanto pela COX Il como pela COX |
(LEES, et al., 2004; HILARIO, et al., 2006). Diante de estimulos humorais h4 um aumento de
2 a 4 vezes da COX | e de 10 a 18 vezes da COX Il (KUMMER & COELHO, 2002;
SPINOSA et al., 2006).



A cascata inflamatoria apresenta-se esquematizada na Figura 1 e 2.
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Ha ainda uma terceira isoforma de COX, isolada pela primeira vez no sistema nervoso
central do cdo, chamada COX Ill e seria uma variante da COX I. Essa isoforma tem sido
implicada, em parte, na analgesia central produzida pelos AINES (LEES et al., 2004;
PAPICH, 2008). Diferencia-se da COX | pois tem menor atividade na biossintese de PGs,
sendo inibida, no cdo, preferencialmente por anti-inflamatorios como acetaminofeno e
dipirona (CLARK, 2006; PAPICH, 2008), representando um possivel alvo para a acdo central
apresentada por alguns AINES. A COX Il parece ser mais proeminente em cées, do que em
humanos e roedores (PAPICH, 2008)

2.4 A Via das Lipoxigenases

As lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos pulmdes,
plaquetas, mastdcitos e leucdcitos. A principal enzima do grupo € a 5-lipoxigenase, que atua
sobre o acido aracddnico produzindo o acido 5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), que
é convertido em leucotrieno A; (LTA;). O LTA, pode ser convertido em leucotrieno By
(LTB,) ou, em uma série de cisteinil leucotrienos, LTC,4, LTD4 e LTE4. O LTB4 € produzido
principalmente por neutréfilos e macréfagos (GOODMAN et al., 2009), enquanto os cisteinil-
leucotrienos, principalmente por eosinofilos, mastdcitos, basofilos e macréfagos (GILMAN
etal., 2006; KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007).

O LTBs; é um importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de polimorfonucleares e mondcitos, além de
estimular a proliferacdo de macrofagos e linfocitos e a producéo de citocinas por essas células
(GOODMAN et al., 2009). Os cisteinil-leucotrienos provocam vasodilatacdo na maioria do
leito vascular, vasoconstricdo coronaria e contracdo do masculo brdénquico, sendo por isso
muito importantes na asma (BERTOLINI et al., 2002). Os LTC4 e LTD,4 causam edema
decorrente do aumento da permeabilidade microvascular (ISHII et al., 1994).

2.5 O Papel de Citocinas e Quimiocinas

As citocinas possuem papel essencial na formagéo dos sinais locais ou sistémicos de
inflamacdo, sendo polipeptideos produzidos e liberados por varios tipos de células em
resposta a uma variedade de estimulos desencadeados por virus, parasitas, bactérias e seus
produtos ou em resposta a outras citocinas, sendo responsaveis pela liberacdo dos mediadores
finais do processo inflamat6rio, como os eicosandides. As quimiocinas sdo consideradas
citocinas de um grupo particular, com propriedades quimicas e funcionais especificas,
importantes nos processos de quimiocinese, capazes de estimular o movimento leucocitario e
a quimiotaxia, que é o movimento dirigido dessas células (COTRAN et al., 2000). Esses
mediadores sdo fundamentais para desenvolvimento da dor e da inflamag&o. As primeiras
citocinas descritas na fisiopatologia do processo inflamatério foram: IL-1B, TNF-a, IL-6 € as
quimiocinas, IL-8, quimiocina quimio-atraente de neutrofilos 1 (CINC-1) e quimiocina
derivada dos queratindcitos (KC) (VERRI et al., 2006).

A IL-1pB é produzida principalmente por macrofagos, linfocitos e células da glia. Além
de estar envolvida em muitas caracteristicas do processo inflamatorio, produz também outros
mediadores. Essa citocina estimula recrutamento de células da série branca sanguinea, auxilia
na producdo de febre (pir6geno enddgeno), na liberacdo de proteinas de fase aguda e no
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos (DINARELLO, 1984; 1998). A IL-1pB
estimula a expressaio de COX Il e, como consequéncia, a formacdo e liberacdo de



prostanoides que tém importante papel na sensibilizacdo do nociceptor, assim, indiretamente,
a IL-1P atua como mediador hipernociceptivo (VERRI et al., 2006).

O TNF-aé també m uma potente citocina pro-inflamatéria, que € produzida
rapidamente e em grande quantidade, principalmente por macréfagos, ap6s o estimulo
inflamatdrio. Essa citocina interage com a célula alvo através de uma ligacdo de alta afinidade
com os receptores TNFR1 (receptor de TNF, tipo 1) e TNFR2 (receptor de TNF, tipo 2). A
ligacdo do mediador ao TNFR1 garante principalmente a migracdo de neutréfilos, o choque
induzido por endotoxinas e a dor neuropatica ap6s lesdo do nervo, enquanto que a ligacdo ao
TNFR2 influencia a apoptose celular e necrose. O TNF-a induz hipernociceigdo em ratos
através de duas vias, independentes e paralelas, uma envolvendo o estimulo a produgdo de IL-
1B, com consegente liberacdo de prostanodides e a outra através ativacdo da quimiocina
CINC-1 (quimiocina de ratos, andloga a IL-8 em humanos), com conseqlente liberacdo de
aminas simpatomimeéticas. Desta forma, os prostanoides e as aminas simpatomiméticas sdo 0s
mediadores finais da hipernocicepg¢do inflamatdria (VERRI et al., 2006).

A IL-6 é uma citocina com varias células alvo e muitas atividades bioldgicas, estando
envolvida principalmente na regulacdo das respostas inflamatéria e imune. Cunha et al.
(1992), demonstraram que o0 anticorpo contra IL-6 inibe a hipernocicepcdo mecénica causada
pelo TNF-a, em ratos. ot sugere -se que o TNF-a e as IL-6 e IL-1p precedem,
seqliencialmente, a liberagdo de prostanoides (VERRI et al., 2006). Os maiores indutores da
biossintese de IL-6 s&o TNF-a e IL-1p (CHAI et al., 1996).

Conforme apresentado, duas vias participam na hipernocicepcdo inflamatoria
envolvendo a formacao final de prostandides e de aminas simpatomiméticas. A participacao
desses mediadores finais decorrentes dessas vias € dependente do tipo de estimulo: enquanto a
IL-1p induz a liberagdo de prostandides, a quimiocinas IL-8 medeia a participacdo do
componente simpatico. (VERRI et al., 2006). Os ratos ndao produzem IL-8, mas sim um
analogo que é CINC-1/CXCL-1, ambos exercendo as mesmas funcdes e o uso de soro anti IL-
8, inibe a hipernocicepcdo causada pelo CINC-1/CXCL-1, e vice-versa (CUNHA et al., 1991;
LORENZETTI, et al., 2002). Em camundongos, as quimiocinas produzidas séo quimiocina
derivada dos queratinédcitos (KC) e proteina inflamatéria dos macrofagos 2 (MIP-2),
relacionadas com IL-8 de humanos e a CINC-1/CXCL-1 de ratos (CUNHA et al., 2004).

As acles das interleucinas e as vias produtoras de prostandides ou aminas
simpatomimeéticas podem ser demonstradas na Figura 3.
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Figura 3: Estimulo inflamatdrio induzido por citocinas em ratos. O esquema acima representa
a liberacdo de mediadores por diferentes estimulos como carragenina (Cg), LPS ou antigenos
(Ag) (Adaptado de VERRI, et al., 2006).

2.6 Dinamica do Processo Inflamatorio

Os sinais cardeais da inflamacdo foram descritos por um médico romano Celsus, no
século I, como rubor, calor, tumor e dor. Alguns séculos mais tarde, a perda da funcao foi
adicionada (LEES et al., 2004).

O processo inflamatorio inicia-se ap6s qualquer tipo de lesdo tecidual, ocorrendo a
liberacdo de mediadores inflamatorios. A principio, desenvolve-se a fase vascular da
inflamacéo, caracterizada por vasodilatacdo, que confere o aspecto avermelhado ao tecido e o
calor a regido, bem como, o aumento da permeabilidade vascular. Esses eventos facilitam a
passagem de proteinas plasmaticas para o tecido, carreando, conseqiientemente, uma grande
quantidade de agua, o que origina o edema. A fase celular ocorre concomitante a fase vascular
devido as alteragdes do fluxo sangiineo. Nesta fase, verifica-se a marginalizacdo leucocitaria
no leito vascular e a passagem destes para o tecido através de diapedese. O tipo celular
predominante nesta fase pode ser de células polimorfonucleares (neutréfilos, eosinofilos e
basofilos), quando diante de um processo inflamatorio agudo, ou de ceélulas mononucleares
(monacitos e linfocitos), em um processo inflamatério crénico. Outras células tais como as
células endoteliais, macrdfagos, mastocitos e plaquetas podem estar envolvidos (LEES et al.,
2004).

No caso de uma evolucdo favoravel, o processo inflamatdrio passa entdo para fase de
reparacao havendo a eliminacdo do agente causal, a formacédo de tecido de granulacéo e a
cicatrizagdo. Se a evolucdo for desfavordvel, pode ocorrer supuragdo, ou seja, 0S
microorganismos superam as defesas organicas, lisando as celulas leucocitarias, formando
colecdo purulenta ou pode haver a cronificagdo do processo. (SPINOSA et al., 2006;
GILMAN etal., 2006; KATZUNG, 2006).

2.7 A Dor
A dor € um dos sinal classicos do processo inflamatorio e decorre da sensibilizagdo

dos nociceptores. A dor pode ser definida como uma percepcdo desagradavel, de uma
sensacdo nociceptiva. Esse conceito envolve dois componentes: a nocicepgao e a percepgao.



A percepcdo da dor € a integracdo funcional dos sinais da via da dor, modulado por condigdes
psicoldgicas, motivacionais e emocionais, além da historia individual. A nocicep¢do ou a
sensacgdo nociceptiva resulta da ativacdo de subpopulacdes de neurbnios sensoriais primarios
especificos que transmitem a informacdo nociceptiva para o corddo espinhal, sendo
retransmitido até cortex (VERRI et al., 2006).

Citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias sdo mediadores liberados por células locais
ou que migraram para area inflamada, modulando a intensidade da resposta. O estimulo
inflamatério ou a lesdo tecidual irdo promover a liberacdo de citocinas, que disparam a
liberacdo dos mediadores finais, que sdo prostandides e aminas simpatomiméticas,
responsaveis pela resposta de dor (VERRI et al., 2006).

Dessa forma, a dor periférica € iniciada pela endotelina, substancia P, histamina e pela
bradicinina, sendo ampliada pela acdo das PGs, principalmente a PGE; e a PGl,, através de
sua ligacédo a receptores nociceptivos. A PGlI, esté relacionada com a hiperalgesia imediata e
de curta duracdo, enquanto a PGE; se relaciona com a hiperalgesia longa, que pode persistir
por até 6 horas (SPINOSA et al., 2006).

O acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores quimicos como
as aminas simpatomiméticas e a substancia P atuam nos nociceptores sensitivos primarios
(NSP), induzindo a sua sensibilizagdo. Essa resposta decorre da diminui¢do do limiar de dor,
devido a modulacdo de canais de sodio dependentes de voltagem especificos (BASBAUM &
JULIUS, 2006; FERREIRA, 2009). Neste estadgio, os animais experimentam entdo uma
hiperalgia que se caracteriza pela sensibilidade exacerbada ao estimulo nocivo e/ou alodinia,
guando sensagdes ndo dolorosas passam entdo a serem experimentadas como dor. Estes
nociceptores sensibilizados enviam sinais, via fibras nervosas aferentes A delta e C, para o
corno posterior da medula, onde fazem sinapses principalmente com neurénios das laminas I,
Il e V. A partir da medula, o estimulo doloroso ainda prossegue via trato espinotalamico para
estruturas como o talamo e, posteriormente, cortex cerebral (regido parietal posterior), quando
ocorre entdo a percepcao da dor. Os estimulos nociceptivos também se dirigem para o sistema
limbico (amigdala), que determina o aspecto afetivo da dor. (KUMMER & COELHO, 2002;
FERREIRA, 2009).

Embora o tdlamo e outros nucleos do sistema nervoso central, associados com a dor,
ndo sejam ricos em COX | ou COX I, o corddo espinhal parece ser um local do processo
nociceptivo que é intensamente influenciado pela COX Il. Constitutivamente presente no
cerebro e no corddo espinhal, a COX Il estd envolvida na transmissdo nervosa, principalmente
de estimulos dolorosos e febris (VANE et al., 1998; SHIN et al., 2006). Na dor inflamatdria,
as PGs sdo produzidas nos terminais periféricos dos neurdnios sensoriais e causam
hiperalgesia, 0 que é acompanhado da producédo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-8 e
TNFa) e pela inducdo de COX Il nas células inflamatdrias, bem como, nos terminais nervosos
proximos destas (VANE et al., 1998).

Os AINES sdo farmacos utilizados como analgésicos periféricos que, ao exercerem
sua acao, inibem a formacdo de mediadores quimicos, produzidas em resposta as agressées
teciduais. Mostram-se eficazes, portanto, a dor associada a inflamacdo ou a lesao tecidual,
visto que diminui a producdo de prostaglandinas que sensibilizam os nociceptores (RANG et
al., 2007).



2.8 Febre e Efeito Antipirético

A termogénese, ou seja, a producdo de energia na forma de calor - € um componente
essencial das fungbes homeostaticas, mantendo a temperatura corporal mesmo em baixas
temperaturas. A diminuigdo na temperatura celular reduz a eficiéncia das enzimas e
capacidade de difusdo, a disponibilidade de energia e o fluxo de ions nas membranas.
Adicionalmente, a producdo de calor contribui para febre, uma resposta de elevacdo da
temperatura corporal que reduz a viabilidade dos patogenos e estimula a resposta
imunol6gica. Como a energia consumida durante a termogénese envolve a oxidagdo de
moléculas de lipideos como combustivel, a regulacdo desse mecanismo de producdo de calor
em resposta a sinais metabolicos, pode, também, contribuir para o balanco de energia e a
regulacdo do tecido adiposo do corpo. O SNC é um 6érgdo termorregulador e estimula a
termogénese em resposta a baixas temperaturas, diminuicdo da temperatura corporal e a
presenca de citocinas pirogénicas. O tecido adiposo marrom, o coracdo e a musculatura
esquelética sdo os principais 6rgaos, responsaveis pela producdo efetiva de calor. O tecido
adiposo marrom tem papel essencial na regulacdo da termogénese em mamiferos como
roedores e criangas. Devido a sua area situada na escapula e omoplata, e também nos ganglios
simpaticos e ao redor da glandula adrenal e do rim, esse tecido pode ser responsavel pela
producéo basal de calor para a manutencdo da temperatura corporal em baixas temperaturas.
(MORRISON, et al., 2008).

A febre, um dos componentes da resposta inflamatéria de fase aguda mais facilmente
reconhecido, pode ser definida como uma elevagdo controlada da temperatura corporal em
resposta a uma lesdo, trauma ou invasdo de agente infeccioso. Essa elevacdo regulada da
temperatura interna do organismo para niveis acima dos normais ocorre em decorréncia da
alteracdo do balanco térmico modulado pelo hipotdlamo (DINARELLO et al., 1988). O
aumento da temperatura corporal ocorre para se adequar ao elevado set point, ou seja, 0 corpo
se organiza para manter a temperatura elevada (devido a elevacdo do ponto de ajuste da
temperatura), através de mecanismos que garantam a produgdo e a conservacao de calor
(ROTH, et al., 2009). A elevacao da temperatura corporal decorre de respostas fisioldgicas e
comportamentais coordenadas, como vasoconstricdo, imobilidade e depressdo, tremores,
piloerecdo, mobilizacdo da gordura marrom em ratos. A terapia antipirética € necessaria em
pacientes em que a temperatura elevada, extrapola os beneficios de estimulacdo das defesas
do hospedeiro e combate a infec¢cdo, e comeca a causar danos ao tecido do animal (SOUZA et
al., 2002; KANASHIRO, et al., 2008).

A febre é diferente da hipertermia que ocorre quando a producdo ou ganho de calor
excedem a capacidade de dissipacdo e perda de calor. Esse desbalanco pode ocorrer por
diversas razfes, como, por exemplo, um aumento nos mecanismos de absorcdo de calor
devido a condicOes externas de calor excessivo ou uma resposta a drogas. Dessa forma, a
hipertermia se manifesta quando o aumento da temperatura corporal ocorre de forma néo
controlada, ndo sendo acompanhado de mudancas na atividade dos mecanismos
termorreguladores (ROTH et al., 2009).

Uma estreita associagao entre febre e infec¢éo tem sido reconhecida, motivo pelo qual a
febre ¢, frequentemente, chamada sinal de infeccdo. A manifestacdo da febre, porém, ndo €
restrita a doencas infecciosas bacterianas, virais, protozoarias, fungicas ou de outras origens.
A febre é também uma resposta a uma lesdo, como as lesdes associadas a cirurgias, traumas,
substancias quimicas e insultos. A febre pode decorrer também de mecanismos enddgenos
como as respostas auto-imunes e as tumoragdes. Dessa forma, 0s mecanismos que causam



febre sdo idénticos a aqueles capazes de iniciar uma resposta inflamatoria (ROTH et al.,
2009).

Os pirdgenos exogenos ao entrarem no hospedeiro causam febre através da formacao de
citocinas pirogénicas. O sistema imune inato, predominantemente associado com neutrofilos,
monacitos e macréfagos, representam a primeira linha de defesa contra uma variedade de
patégenos. A presenca no hospedeiro de patdgenos que representem risco de infecgdo sao
reconhecidos por padrdes moleculares associados aos patdgenos ou PAMPs. Membros da
familia de receptores Toll- like (TLR) sdo receptores chave para reconhecimento dos PAMPs.
Os mecanismos de transducdo de sinal do TLR e, possivelmente, de outras células levam a
produgdo das citocinas inflamatoérias no hospedeiro infectado (ADEREM & ULEVICH, 2000;
RIVEST, 2003; HUBSCHLE et al., 2006; KANASHIRO, et al., 2008.). Essas citocinas e
outros mediadores inflamatérios, como as interleucinas IL-1, IL-6, TNF-a e interferons, estdo
implicadas na febre e sdo chamados pirégenos enddgenos (ROTH et al., 2009). Estes afetam,
direta ou indiretamente, a termogénese, através de sua a¢do no centro termorregulatério da
POA-HA (area pré-optica anterior do hipotalamo anterior). A producdo da febre a partir
desses mediadores vai depender da producdo hipotalamica de PGs (SOUZA et al., 2002;
KANASHIRO, et al., 2008).

As mudancgas no set point da temperatura para aumento da temperatura corporal e
desenvolvimento de febre, ocorrem na &rea pré-optica hipotalamica. O 6rgdo vascular da
lamina terminal (OVLT) e a area sub-fornical (chamados 6rgaos circonventriculares) tém
especial importancia para a febre, pois estdo localizados préximos da &rea pré-dptica
hipotalamica e sdo ativado apds a injecdo de LPS. O OVLT parece agir como sensor para
pirdgenos enddgenos circulantes e pode ser capaz de transferir os sinais de febre da &area pré
Optica hipotalamica para estruturas vizinhas (ROTH et al., 2009).

A PGE; é considerada o principal mediador da febre no encéfalo, sendo responsavel
pela elevacdo do set point da temperatura corporal na febre. Isso foi comprovado através de
experimentos, onde (1) mostrou-se que a administracdo de PGE; nos ventriculos cerebrais
causa febre, pela acdo desta em sitios sensiveis na éarea pré-dptica hipotalamica
(SCHAMMELL et al., 1996); ou (2) mostrou-se que os niveis de PGE, no sangue e no
cérebro aumentam paralelamente com as mudancas na temperatura corporal que levam a febre
(SEHIC et al., 1996,); ou (3) que drogas que bloqueiam a sintese de prostaglandinas
efetivamente inibem febre (MILTON, 1998; ZEISBERGER, 1999; ROTH & DE SOUZA,
2001). Cao et al. (1995) demonstraram que a injecdo sistémica de LPS induz a expressao de
RNAmM para a COX-2, que acompanha o curso temporal da febre em diferentes tipos celulares
no encefalo de ratos. A expressdo de COX-2 poderia constituir o mecanismo responsavel pela
elevacdo da concentragdo de PGE; no SNC e, conseqiiente inducdo da resposta febril.

A PGE; exerce suas ac¢des bioldgicas por meio de 4 subtipos de receptores (EP) - EP1,
EP2, EP3 e EP4 (MALVAR, 2008), parecendo produzir a febre através da ativacdo do
receptor de PG subtipo EP3 (ROTH et al., 2009). Experimentos anteriores com ratos
knockout para esse receptor, demonstraram que a resposta de febre causada pelo LPS
praticamente desaparece (USHIKUBI et al., 1998; OKA et al., 2003).

Utilizando nanoinjecOes de pequenas doses de PGE,, as regifes dentro da POA foram
detalhadamente avaliadas quanto a sua sensibilidade a PGs para a inducdo de febre, se
evidenciando a importancia da area pré-dptica medial (MPO) e da &rea pré-Optica mediana
(MnPQO). Nessas sub-regides da POA, o receptor EP3 € localizado em muitos corpos celulares



e dendritos neuronais. O receptor EP3 na porcao somato-dendritica de neurénios da POA € o
principal alvo da acdo pirogénica da PGE; e a ativacdo desses receptores pela PGE; dispara o
processo neuronal para a inducdo da febre (parte ventromedial da POA, ao redor do recesso
oOptico do terceiro ventriculo) (MORRISON et al., 2008; MALVAR, 2008).

Portanto, o tratamento sistémico com drogas inibidoras ndo seletivas de COX
(diclofenaco) ou com inibidores preferenciais para COX Il (meloxicam), que blogueiam a
formacdo de PGE;, resultam em significante atenuacdo da febre induzida pelo LPS em ratos
(ROTH et al., 2009).

2.9 Os Anti-inflamato6rios Nao Esteroidais (AINES)
2.9.1 Historico

O efeito medicinal da casca do salgueiro e de algumas outras plantas é conhecido ha
séculos, por diversas culturas, como assirios, romanos e chineses. Hipdcrates, influenciado
pela doutrina médica egipcia, recomendava 0 uso de extratos da casca do salgueiro para
aliviar a dor do parto e reduzir a febre (MACKOWIACK, 2000). No século I, Dioscorides, na
primeira farmacopéia, se referiu as propriedades medicinais do salgueiro como “As folhas do
salgueiro vem sendo batidas em pequenos pedacos e bebida com um pouco de pimenta e
vinho para ajudar quem sofra com cdlicas”, sendo a decoc¢éo das folhas e casca, excelente no
tratamento da gota (LEES, et al., 2004). Em 1763, o Reverendo Edward Stone enviou uma
carta ao presidente da Sociedade Real de Londres descrevendo a eficécia antipirética da casca
do salgueiro para o tratamento da malaria. Stone acreditava que a cura das doencas devia ser
encontrada no local onde as doengas ocorriam. Ent&o, a razéo pelo qual o salgueiro crescia em
solos Umidos e chuvosos era porque nessa regido ocorriam muitos casos de malaria. Essa
suspeita foi reforgada por um estudo com 50 pacientes que sofriam da doenga e mostraram
resposta bastante favoravel ap6s uso de preparagdes da folha do salgueiro (MACKOWIACK,
2000; LEES, et al., 2004).

O ingrediente ativo da casca do salgueiro era um glicosideo amargo conhecido como
salicina, isolado pela primeira vez em sua forma pura por Leroux em 1829, que também
demonstrou seus efeitos antipiréticos. (VANE et al, 1990). Pela hidrdlise, a salicina produz
glicose e alcool salicilico. Este Gltimo pode ser convertido em acido salicilico, seja in vivo ou
pela manipulacéo quimica. Kolbe e Lautermann (1878) foram os primeiros a sintetizar o acido
salicilico comercialmente (Figura 4). Kolbe havia descoberto a estrutura quimica do acido
salicilico 20 anos antes, e trabalhou para produzir &cido salicilico em escala industrial para
diminuir os custos da extracdo de composto da casca do salgueiro. Em pouco tempo, o
salicilato de sodio, forma comercial do acido salicilico, se espalhou pelo mundo e ganhou
popularidade para o tratamento de diversas condicGes inflamatdrias, incluindo a febre, a
artrite reumatoide e a gota. Porém, o gosto era ruim e os efeitos adversos gastrointestinais,
tornavam dificil o uso além do que por curtos periodos.

Hoffmann, um quimico contratado pela Bayer, preparou em 1897 o A4cido
acetilsalicilico (Figura 4), através da retomada de um trabalho antigo de um quimico francés,
Gerhardt. Gerhardt acetilou o acido salicilico em 1853, aparentemente melhorando os efeitos
adversos deste composto, porém sem aumentar sua eficacia, motivo que o levou a abandonar
0 projeto. Depois da demonstracdo de seus efeitos anti-inflamatoérios através de testes com
animais, esse composto foi introduzido na medicina em 1899 por Dreser sob o nome de
Aspirina®. A razdo para escolha do nome Aspirina é incerta, mas acredita-se que o “a” inicial



derive de acetil e “spirin”, da Spirea, género de planta, a partir da qual o acido acetilsalicilico
foi preparado durante algum tempo. Outra teoria seria que o nome da droga € uma
homenagem a Santo Aspirinius, o santo patrono da cefaléia (MACKOWIACK, 2000;
GILMAN, et al., 2006).
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Figura 4: Estrutura quimica do é&cido salicilico (1) e do é&cido acetilsalicilico (2)
(MACKOWIACK, 2000).

Outros compostos anti-inflamatorios foram descobertos e inseridos na clinica:
fenacetina (1887), acetominofeno (1888), piramidona (1896), fenilbutazona (1949),
fenamatos (1950s), indometacina (1964), ibuprofeno (1969), o sulindaco (1977) e diclofenaco
(1979) (MACKOWIACK, 2000; MARNETT,2009).

Entretanto ndo havia uma explicagdo adequada para as propriedades antipiréticas,
analgésicas e anti-inflamatorias apresentadas por grupos quimicos tdo diferentes. Foi entdo
que Vane, em 1971, relacionou o efeito dessas drogas anti-inflamatdrias ndo esterdides
(AINES) a inibicdo da sintese das PGs (VANE et al., 1971; VANE et al., 1990; MARNETT,
2009).

Apo6s a descoberta da COX-2 (1990), houve interesse em desenvolver inibidores
especificos para essa isoforma (COXIBs). Desde a década de 1990, vém sendo introduzido no
mercado AINEs com maior especificidade pra COX I, como o meloxicam, o carprofeno, a
nimesulida e o celecoxibe, que tém diminuido drasticamente a incidéncia de efeitos colaterais
(ALENCAR et al., 2003).

Em veterinaria, o uso de AINES data da segunda metade do século XIX. O relato do
primeiro uso de droga sintética ocorreu em 1875, com o sal do &cido salicilico (LEES et al.,
2004).

2.9.2 Acdes dos anti-inflamatorios néo esteroidais

Os AINES sdo as drogas mais comumente prescritas no mundo todo (NA et al., 2006;
YADAV et al., 2006). Constituem-se um grupo heterogéneo de compostos, que apesar de
compartilharem do mesmo mecanismo de acdo, tem férmula estrutural e propriedades
quimicas bem diferentes (GAITAN et al., 2004). Inibem o sitio ativo da enzima cicloxigenase,
levando a ndo formacdo de prostandides, combatendo assim a inflamacgdo, a dor e a febre
(LEES, et al., 2004; BASBAUM & JULIUS, 2006; MIRANDA et al., 2006; SHIN et al.,
2006; HAZEWINKEL et al., 2008); apresentando efeitos adversos principalmente no trato
gastrointestinal, na funcdo renal e na agregacdo plaquetaria, que tornam limitantes o uso
dessas drogas (CHAN et al., 1999; BRZOZOWSKI et al 2005; YADAV et al., 2006;



STEAGALL et al,, 2009). A maior parte desses farmacos ndo inibe a atividade das
lipoxigenases podendo resultar no desvio do catabolismo do AA para esta via, ocorrendo a
formacdo de leucotrienos e levando a continuidade do processo inflamatério por outros
mecanismos (BASBAUM & JULIUS, 2006).

Apesar da inibicdo da COX ser o principal mecanismo de acdo dos AINES, essa classe
de drogas pode exercer outros efeitos, o que justificaria a eficiente acdo de alguns farmacos,
com fraca acdo antiprostaglandinas. Entretanto, a extensdo na qual esses mecanismos
adicionais sdo importantes, varia de droga para droga e seus efeitos terapéuticos ainda sé&o
incertos (LEES et al., 2004; PAPICH, 2008).

Em geral, esses farmacos inibem de forma varidvel as isoformas COX | e COX Il em
suas dosagens terapéuticas, passando assim a serem caracterizados de acordo com sua
capacidade de inibicdo COX | e Il. Tal caracteristica é expressa em termos de 1C50, que
representa a concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade COX, usando sistemas de
testes in vitro. Razdes de 1C50 para COX | e 1l tém sido calculadas para avaliar a capacidade
de inibicdo de cada isoforma; uma baixa relacdo COX Il / COX | implica em ser o agente
relativamente seletivo para COX Il (KUMMER & COELHO, 2002). Se em sua dosagem
terapéutica, o agente inibe apenas a isoforma COX Il, sem interferéncia na atividade COX I,
denominam-se agente inibidor especifico COX 1lI, os coxibs, como o firocoxibe
(KVATERNICK et al., 2007). Os farmacos que tem especificidade parcial para COX 11, sdo
chamados COX Il preferenciais, e sdo exemplos o carprofeno e o0 meloxicam (LEES et al.,
2004).

A partir de descobertas que rotulavam a COX | como fisiologicamente constitutiva,
agindo como citoprotetora gastrica e mantenedora da homeostase renal e plaquetaria e, a COX
I ou indutiva, a qual surgia apenas em situacdes de trauma tissular e inflamacdo (YAKSH et
al., 2001; PERAZELLA et al., 2001; FRANCO, et al., 2006; SHIN et al., 2006), surgiu a idéia
de que inibidores especificos da COX Il impediriam o processo inflamatorio sem os efeitos
colaterais indesejaveis (KUMMER & COELHO, 2002; YADAYV et al., 2006; HANSON et
al., 2006; KING et al., 2009). No entanto, evidéncias da presenca de COX Il em determinados
tecidos humanos e de animais também envolvidas com a homeostase, p6s em discussao se o
uso de agentes anti-inflamatérios com inibicdo especifica desta isoforma apresentaria
realmente vantagens sobre os ndo seletivos (KUMMER & COELHO, 2002; KING et al.,
2009).

Os inibidores seletivos de COX 1l sdo potencialmente importantes em gatos, caes e
cavalos, ndo s6 por serem uma perspectiva terapéutica, mas porque essas espécies parecem ser
mais susceptiveis que os humanos aos danos gastrointestinais dos AINES néo seletivos, que
inibem a COX I in vivo, na dose terapéutica (KING et al., 2009).

2.10 Toxicidade Gastrointestinal dos AINES

A toxicidade dos AINES depende, entre diversos fatores, da sua acdo mais ou menos
seletiva sobre as cicloxigenases | e 1l. Como ambas as enzimas estdo presentes no trato
gastrointestinal e nos rins, todos os AINES podem causar, em maior ou em menor grau, lesdo
nesses 0rgdos. Farmacos que inibem predominantemente a COX | estdo associados ao maior
risco de sangramento, tanto pela inibicdo na sintese de tromboxano A, como pela
possibilidade de causarem lesdes na mucosa gastrointestinal. Farmacos com acgdo seletiva
sobre a COX Il apresentam maiores riscos de efeitos adversos cardiocirculatério, como a



hipertensdo arterial, as arritmias cardiacas e a trombose cerebral (BERTOLINI et al., 2002;
CLARK et al., 2004).

A COX | desempenha fundamental papel em manter a arquitetura glandular do
estdbmago, constituindo a principal isoforma identificada na mucosa gastrica de animais
normais, incluindo humanos, estando intimamente envolvida na prevencdo de erosfes e de
ulceragtes (LIPSKY, 2000). Apesar disso, pequenas quantidades de COX Il estdo presentes
constitutivamente no estbmago (VANE et al., 1998). A COX | exerce acdo protetora sobre a
mucosa gastrica, através da sintese de PGs, PGE; e PGlI, principalmente, que sdo responsaveis
pela liberacdo de muco protetor pelas células epiteliais superficiais, reducdo da secrecdo de
acido pelas células parietais e pelo efeito vasodilatador, que garante aporte sanguineo
adequada a regido e proporciona um sistema de tamponamento pelo bicarbonato, conseguindo
atenuar a acdo corrosiva do HCI presente no suco gastrico (Figura 5). Quando a sintese dessas
PGs esta inibida, ocorre a erosdo da mucosa (ECKMANN, 1997; BUTTGEREIT et al., 2001,
SPINOSA et al., 2006; HILARIO et al., 2006). No trato gastrointestinal de animais saudaveis,
a COX | é a principal enzima responsavel pela sintese de PGs, principalmente PGE; e PGls,,
mas a COX Il também participa e pode ter sua expressdo aumentada quando ha a exposicao a
agentes irritantes (PAPICH, 2008).
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Figura 5: Figura esquematica da regulacao da secrecdo de acidos no estbmago. Note o papel

citoprotetor da PGE; e PGl,, inibindo a bomba de préton, estimulando a secre¢do de muco e
promovendo tamponamento pelo bicarbonato.

LesBes agudas gastrointestinais estdo entre os efeitos colaterais mais frequentes e
graves associados com AINES convencionais, com risco de perfuracdes e ulceracfes gastricas
(LIPSKY, 2000; BUTTGEREIT, etal., 2001) apresentando incidéncia de 3 a 4 vezes maior
em humanos usuarios destes compostos (BUTTGEREIT et al., 2001). Os principais efeitos
adversos no trato gastrointestinal sdo vomito, diarréia, anorexia, podendo ocorrer ulceragdes.
Em animais, pode ocorrer desde gastrite moderada e vomito, até severas ulceraces,
sangramento e, eventualmente, morte (PAPICH, 2008). Esses efeitos estdo associados tanto a
uma irritacdo local, como a inibicdo da COX e a sua subseqiiente interferéncia na sintese de



prostaglandinas, que tem papel fundamental na manutencdo da integridade da mucosa
gastrica. A irritacdo local se deve as caracteristicas lipofilicas desses compostos, que no pH
acido do estbmago sofrem difusdo para a mucosa gastrica onde causam a lesdo (PAPICH,
2008). Ja a inibicdo da sintese de PGE; e PGI, diminue a modulacao da secre¢édo de acidos na
célula parietal, inibem a producdo de muco na célula epitelial superficial e diminuem o fluxo
sanguineo local (Figura 6). Para ndo ocorrer efeitos adversos no trato gastrointestinal, alguns
autores citam que a inibicdo da COX | ndo pode ser superior a 10% (LEE et al., 2004; FILHO
& RAHAL, 2008). A inibicdo da COX desvia 0 metabolismo do AA para a via das
lipoxigenases, promovendo aumento da sintese de LTB4 na mucosa gastrica, tendo como
consequéncia, quimiotaxia e adesdo de leucécitos ao endotélio vascular (GOODMAN et al.,
2009) e LTC4 e LTD4 que atuam como vasoconstritores (LEES et al., 2004), aumentando o
dano gastrico causado pelos AINES.
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Figura 6: Figura esquematica da acdo dos AINES no estbmago e a ocorréncia de lesao.

Segundo Laudanno et al. (2000), os anti-inflamat6rios nao esteroidais administrados
pela via oral em ratos, causam lesdo principalmente na regido do fundo gastrico e duodeno,
diferentemente da administragdo por via subcuténea, lesionando principalmente a regido
antral do estdmago e o duodeno. Em cées, as lesGes gastricas parecem ser mais severas na
regido do antro pilérico (ALENCAR et al., 2003; NARITA et al., 2005), sob a forma de
erosdes multiplas com ponto hemorréagicos adjacentes (ALENCAR et al., 2003).

Estudos experimentais e clinicos tém correlacionado os AINES com seletividade para
COX 1l com uma maior seguranca para paciente, especialmente com a diminuicdo das
complicagdes gastrointestinais. Entretanto, ja se sabe que os coxibes também causam lesdes
gastricas, acompanhadas ou ndo de sintomas (OFMAN et al., 2002; CHAN & GRAHAM,
2004; LAPORTE et al., 2004; FILHO & RAHAL, 2008). Diante de infec¢bes ou Ulceras
gastricas ja formadas, detecta-se maior expressdo de COX Il nas células epiteliais do
estdmago, induzindo a formacéo de prostaglandinas que contribuem para a cicatriza¢éo destas
lesdes (DUBOIS et al., 1998; TEGEDER et al., 2000; EMERY, 2001; FRANCO et al., 2006).
Logo, o tratamento com inibidores especificos da COX Il podera retardar a cicatrizagdo de



ulceras ja formadas (BRZOZOWSKI et al., 2005), ou ainda, reduzir a capacidade de defesa
diante da presenca de microorganismos invasores, apesar de provavelmente nao iniciarem o
dano géastrico como observado com os AINES convencionais (SCHNITZER, 2001). Na
cicatrizacdo de Ulceras, ocorre a ativacdo de células inflamatorias e liberagdo de mediadores
quimicos, que levam a maior expressao de COX Il (VANE et al., 1998), demonstrando a
importancia dessa enzima para o processo de cicatrizacdo de Ulceras. Mizuno et al. (1997),
induziram experimentalmente erosdes e Ulceras gastricas com etanol em ratos e evidenciaram
que o tratamento com NS-398, um inibidor seletivo de COX I, durante o estagio agudo da
inflamacdo, retardou a cicatrizacao de Ulceras gastricas, embora 0 mesmo tratamento em ratos
sadios, ndo tenha induzido a formacdo de Ulceras.

A cicatrizacdo de Ulceras ocorre rapidamente com a terapia anti-acida em pacientes
que utilizam AINES de forma descontinua. Porém, em muitos casos, a terapia com anti-
inflamatdérios ndo pode ser interrompida, sendo necessario 0 uso de antagonistas dos
receptores de histamina ou inibidores da bomba de préton. Agrawal et al. (2000), em um
estudo com pacientes humanos que desenvolveram Ulcera gastrica pelo uso de AINES,
demonstraram que 0s antagonistas dos receptores de histamina promovem cicatrizacdo de 90-
100% das ulceras gastricas em oito semanas, quando o tratamento com os AINES é
descontinuado. J& quando o uso dessa classe de farmacos é feita de forma continua, a
cicatrizacdo se da em 50-80% dos pacientes com terapia que associa antiacidos e antagonistas
de histamina, durante 0 mesmo periodo, e quando se utiliza inibidores da bomba de préton, a
cicatrizacdo é de 80-87%.

2.11 Os Farmacos Utilizados
2.11.1 O flunixim meglumine

O flunixim meglumine (FM) é um AINE ndo seletivo, do grupo do &cido carboxilico e
deriva-se do é&cido fenaminico (SCHOSSLER et al., 2001). A formula quimica é
C14H11F3N,0, e a massa molar 296,2 g/mol (Figura 7). E um dos anti-inflamatdrios mais
usados na clinica médico-veterinaria (SPINOSA et al., 2006).

E classificado como um anti-inflamatério ndo seletivo, inibindo ambas as isoformas
COX | e COX Il. Jackman et al. (1994), numa analise de amostras sanguineas de cavalos,
apos uso da droga por 6 dias, observaram uma diminuicdo do TXB;, 0 que demonstra a
inibicdo da cicloxigenase pela droga in vivo. A literatura carece de dados que demonstrem a
razdo 1ID50 COX II/ COX | para a droga. O cetoprofeno teve maior inibicdo do TXB; no
mesmo experimento, 0 que sugeriu ao autor uma maior acdo do mesmo sobre a COX.

O flunixim meglumine foi descrito pela primeira vez em 1977 e seu uso foi aprovado
apenas em cavalos na dose de 1,1 mg/kg, p.o.. Desde entdo tem sido utilizado no tratamento
de lesbes musculo-esquelético e colicas nessa espécie, demonstrando ser mais potente na
reducdo da dor que a fenilbutazona, a codeina e a meperidina. E uma das drogas mais usadas
em eqlinos para colica, desordens musculo-esqueléticas, choque endotdxico e diarréia
secretoria, entretanto, a administragdo por tempo prolongado pode causar ulceragdes gastricas,
sendo este efeito adverso bastante comum na espécie (CARRICK et al., 1989; SCHOSSLER
et al., 2001).

A dose terapéutica recomendada em pequenos animais para esse farmaco, no tratamento
de diversos processos inflamatorios, € de 1 mg/kg, via oral, sid (semel in die, uma vez ao dia),



ndo ultrapassando trés dias de tratamento (MATHEWS et al., 1990; SCHOSSLER et al.,
2001; PAPICH, 2008). Em ratos e camundongos, a dose recomendada é de 2,5 mg/kg, sid ou
bid, p.o. (bis in die, duas vezes ao dia) (VIANA, 2007).

Segundo Schossler et al. (2001), varios estudos tem demonstrado que o flunixim
meglumine € tdo eficaz quanto alguns opidceos no tratamento de dores agudas associadas a
um trauma cirdrgico. Na avaliagdo do perfil farmacocinético e a farmacodinamico do flunixim
meglumine (1mg/kg, sid, p.o., 7 dias) em gatos, Taylor et al., (1994) observaram que no
primeiro dia de tratamento apds a sua administracdo, esta atingiu a maior concentracao
plasmatica ap6s 1 hora, com 2,46 pg/mL. Decorridos sete dias, a concentracdo maxima
encontrada no plasma apds 1 hora decresceu para 1,68 pg/mL, levando os autores a sugerirem
gue gatos desenvolvem tolerancia a esse composto, embora ndo tendo determinado se era
devido a alteracdes de enzimas hepaticas ou por reducdo da absorcdo da droga.
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Figura 7: Estrutura molecular do flunixim meglumine (www.wikipedia.org)

A meia vida do FM é de 4 horas em cdes, 3 horas em gatos, 2 horas em equinos e 4-8
horas em bovinos. Porém, a duracdo da acdo farmacologica tem demonstrado ser maior do
gue a esperada, partindo-se de sua meia vida e, provavelmente, se deve ao acumulo da
substancia no foco inflamatorio (SPINOSA et al., 2006).

As reacOes adversas mais comumente relatadas com o uso desse medicamento séo as
relacionadas com o trato gastrointestinal como a gastrite, bem como reac6es relacionadas as
alteragBes hépaticas, hipersensibilidade e nefropatia (SCHOSSLER et al., 2001). Em cées, o
flunixim meglumine tem sido associado a les6es no sistema digestério (CRUZ et al., 1998), a
faléncia renal aguda (ELWOOQOD et al., 1992; MCNEIL, 1992) e ao aumento no tempo de
coagulacdo (LUNA et al., 2007).

2.11.2 O cetoprofeno

O cetoprofeno (CT) é um AINE ndo seletivo, do grupo do acido carboxilico, porém
deriva-se do acido propidnico. A férmula quimica estrutural é C16H1403 (Figura 8) e massa
molar 254,3 g/mol (LU et al., 2004).

Tem acdo anti-inflamatoria, antipirética e alto poder analgésico. E classificado como
COX néo seletivo, ou seja, inibe ambas as isoformas da COX (FILHO & RAHAL, 2008) e
também a via das lipoxigenases (NARITA et al., 2005). Esse farmaco apresenta menos que
5% de seletividade, inibindo mais de 80% da COX | quando a COX Il é inibida em 80% em
ensaio com sangue total humano (WARNER, et al., 1999). Possui atividade antibradicinina,
diminuindo o efeito potencializante da fase vascular inflamatdria e da dor, inibindo a sintese
de PGs, levando a atividade antinociceptiva periférica comum dos AINES. (NARITA et al.,
2005).

A dosagem utilizada na clinica veterinaria para cées e gatos é de 1 mg/kg, p.o., sid, por
3 a 5 dias (ANDRADE, 2002; PAPICH, 2008). Sua meia vida em cédes é de 4 horas, enquanto
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em gatos € de 1,1 hora (ANDRADE, 2002). Em ratos, a dose recomendada é de 5 mg/kg, sid
ou bid, p.o. (VIANA, 2007). As reacBes adversas mais comumente relatadas com o uso
crénico do cetoprofeno sdo as relacionadas ao trato gastrointestinal e disfuncdo renal
(SCHOSSLER et al., 2001).

Segundo Macallister et al. (1993), num estudo comparativo dos efeitos adversos da
fenilbutazona, do flunixim meglumine e do cetoprofeno, administrados por via endovenosa
em cavalos, esses farmacos mostram um efeito tdxico maior para a fenilbutazona,
intermediario para o flunixim meglumine e menor para o cetoprofeno.

Figura 8: Estrutura molecular do cetoprofeno (LU et al., 2004).

Esse farmaco tem agdo antinociceptiva em diferentes modelos de antinocicepcdo e é
efetivo em reduzir a transmissao espinhal de estimulos mecanicos e elétricos em animais com
inflamagdes (GAITAN et al., 2004). E considerado tdo potente como a indometacina em
modelos animais, entretanto, se assemelha a esta em efeitos colaterais. Atua rapidamente na
obtencgédo de analgesia e reducdo do edema, sendo cerca de 50-100 vezes mais potente como
analgésico que a fenilbutazona. Em equinos, também ¢é utilizado para alivio de inflamacdes e
dores associadas com problemas musculo-esquelético e nos casos de cdlica, é administrado
preferencialmente por via intravenosa (SPINOSA et al., 2006).

Forsyth et al. (1998), administrando cetoprofeno (1 mg/kg, p.o.) a cada 24 horas,
durante 7 dias em cdes, ndo detectaram sinais clinicos gastrointestinais, observando,
entretanto, lesdes gastroduodenais através de endoscopia em quase todos 0s animais. As
alteragdes gastrointestinal produzidas pelo cetoprofeno foram menos intensas quando
comparadas com as reportadas com a administracdo de aspirina, apesar de comuns
(KATZUNG, 2006).

Schossler et al. (2001) avaliaram o uso em cdes de cetoprofeno (2 mg/kg, p.o.) e
flunixim meglumine (1,1 mg/kg, p.o.), por 3 dias, no pos operatorio de cirurgias eletivas e
verificaram que ndo houve leséo renal apds o uso das drogas.

2.11.3 O meloxicam

O meloxicam (MX) € um moderno derivado enolcarboxamidico relacionado com os
oxicanos, com férmula quimica é C14H13N30,4S; e massa molar 351,4 g/mol (Figura 9). Tem
potente acdo analgésica, anti-inflamatdria e antipirética (DA SILVA et al., 2006) e pequeno
risco de toxicidade gastrica e renal (ENGELHARDT et al., 1996; LEACH et al., 2009). E
extensivamente usado como analgésico em humanos e tem sido empregado rotineiramente
para alivio da dor aguda e crénica numa variedade de espécies animais (LEACH et al., 2009).
E usado na dosagem de 0,1 mg/kg, p.o., sid, por até 14 dias em cdes e gatos, podendo
inicialmente, quando se deseja um efeito analgésico mais intenso, ser usado na dosagem de
0,2 mg/kg (ANDRADE, 2002; CLARK, 2006; PAPICH, 2008). Em ratos e camundongos a
dose terapéutica € de 1 a 2 mg/kg, sid, p.o. (VIANA, 2007). Enquanto a meia vida do
composto é de cerca de 12-36 horas em cdes (PAPICH, 2008), em equinos é de 3 horas, 4
horas em suinos, 13 horas em bovinos e 16 horas no rato. (SPINOSA et al., 2006). No



homem, a meia-vida é de 16h, o que se assemelha ao rato que é de 20h, se ligando, nessas
especies, a proteinas plasmaticas numa taxa de 99,5-99,7% e apresentando clearance de 0,11
mL/min./kg (ENGELHARDT et al., 1996).
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Figura 9: Estrutura molecular do meloxicam (www.wikipedia.org)

Esse farmaco desenvolve algum grau de inibicdo "preferencial™ pela COX Il na cascata
biossintética das PGs, porém, as doses terapéuticas também resultardo em redugdo na
atividade COX | (BROOKS et al., 1999; ALENCAR, etal., 2003; FILHO & RAHAL, 2008).
Em ratos, a administracdo oral do meloxicam foi 14 vezes mais potente na inibicdo da
biossintese de PGE, no exsudato pleural, do que como inibidor da biossintese de PGE; intra-
gastrica. Portanto, o meloxicam, preserva a atividade da COX | in vivo, ndo alterando a
producdo de PGE, da mucosa gastrica (ENGELHARDT, et al., 1995). A andlise in vitro do
meloxicam, utilizando mondcito/macrofago canino revelou maior seletividade deste pela
COX Il em até 12 vezes em comparacdo com a COX |. Essa maior seletividade pela COX 11
in vitro e in vivo proporciona um efeito anti-inflamatério consideravel com uma menor
tendéncia para desenvolvimento de lesbes digestivas em usuarios desse medicamento
(SANTOS et al., 1998; DA SILVA et al.,, 2006). De acordo com Warner et al. (1999), o
meloxicam é um composto que apresenta entre 5-50% de seletividade, sendo que a
concentracdo desta droga necessaria para inibir 80% da COX Il, inibe a COX | em apenas
25% em ensaio que utiliza sangue total humano. Usando sangue total felino, para uma
inibicdo de 80% da COX 11, ocorre inibicdo de 40,1% da COX I (LEES et al., 2004).

Os humanos apresentam excelente tolerancia quanto aos efeitos colaterais do MX, com
uma menor incidéncia de efeitos indesejaveis comparativamente aos produzidos pelo
piroxicam, diclofenaco e naproxeno. Ocorre boa absorcdo digestiva e Otima
biodisponibilidade, assim como, longa meia vida de eliminacdo, 0 que permite sua
administragdo em dose Unica diaria (ALENCAR etal., 2003).

Embora meloxicam iniba a sintese de TXA,, este composto parece ndo alcancar niveis
que resultem em diminuicdo da funcdo plaquetaria, mesmo em doses elevadas (KATZUNG,
2006).

A inibicdo da via das cicloxigenases pode ocasionar um deslocamento do metabolismo
do AA para a via das lipoxigenases, promovendo a continuacdo do processo inflamatério por
outros mecanismos. Entretanto, Engelhardt et al. (1996) demonstraram que concentragdes de
meloxicam suficientes para reduzirem a formacdo de PGE; no exsudato pleural, apés a
administracdo de carragenina; ou no exsudato peritoneal, ap6s a administracdo de zimosan,
ambos em camundongos, ndo afeta as concentracdes de LTB4 ou LTC,4. Tanto o diclofenaco
como a indometacina causam aumento da producgéo de LTB,4 nessas mesmas condicoes.
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2.11.4 O carprofeno

O carprofeno (CP) é um anti-inflamatério ndo esteroidal derivado do acido propiénico,
com formula quimica é Ci;sH,CINO, e massa molar 273,7 g/mol (Figura 10). Apresenta
inibicdo preferencial pela COX Il e atividade anti-inflamatdria, analgesica e antipirética. Em
estudo da atividade in vivo do carprofeno, através da administragdo do medicamento, via oral,
por 10 dias, em cdes com osteoartrite cronica unilateral do joelho, na analise das
concentracdes de PGs (PGE; e PGE;) e tromboxano (TXB;) concluiu-se que carprofeno atua,
in vivo, em tecidos alvo como farmaco que evita a COX | (FILHO & RAHAL, 2008). Porém,
em doses altas essa seletividade parece ser perdida (ALBRESTSEN, 2002; STEAGALL et al.,
2009). Segundo Hanson et al. (2006), a droga tem seletividade de 6,5 a 16,8 vezes para COX
Il em relagcdo a COX I, em ensaios utilizando sangue total canino. Usando sangue total felino,
para uma inibicdo de 80% da COX Il , ocorre inibicdo de 5,2% da COX | (LEES et al., 2004).
Entretanto, Lees et al. (2004), numa revisdo que envolve trabalhos de diversos autores,
classificaram este farmaco como COX | preferencial em humanos, COX ndo seletivo em
equinos e COX Il preferencial ou seletivo no cdo e no gato. Dessa forma, a seletividade do
carprofeno ndo é um consenso entre autores, e pode depender da dose e da espécie em que ele
estiver sendo utilizado (PAPICH, 2008).

E usado no tratamento de diversas condices inflamatérias, em cies, na dosagem de 2,2
mg/kg, bid, p.o., por até 14 dias (ANDRADE, 2002; BRICKS & SILVA, 2005; PAPICH,
2008; FILHO & RAHAL, 2008). Em ratos e camundongos a dose recomendada é de 2 a 4
mg/kg, sid ou bid, p.o. (VIANA, 2007). A meia vida desse composto em cdes € de cerca de 8-
12 horas, em gatos, de 20 horas, em equinos, de 22 horas e em bovinos, por volta de 30 horas
(SPINOSA et al., 2006). O uso deste farmaco em gatos ndo é indicado devido a toxicidade
gastrica observada, mesmo na dose terapéutica (PAPICH, 2008) e a dose letal em cdes é de
160 mg/kg (ALBRETSEN, 2002). Tem potente acdo analgésica, anti-inflamatoria, anti-
edematosa e antipirética (SPINOSA et al., 2006). E o agente mais lipofilico dentre os
derivados do acido propibnico e, em animais, o carprofeno é tdo potente como a indometacina
e mais potente que a aspirina ou a fenilbutazona. O carprofeno é também um inibidor potente
da enzima PLA; e parece estar envolvido nas respostas humorais e celulares imunomediadas e
na inibicio da migragdo de neutrofilos (CAVALCANTE et al., 2008). E indicado
principalmente para o alivio da dor e inflamacdo associadas a osteoartrite e para o controle da
dor p6s-operatoria associada a cirurgias ortopédicas e de tecidos moles (CLARK, 2006).
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Figura 10: Estrutura molecular do carprofeno (www.wikipedia.org)
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Em cées e gatos, essa droga apresenta efetiva atividade analgésica em tecidos moles e
procedimentos ortopédicos, e na analgesia pds-operatoria (LINDENMUTH et al., 1989;
STEAGALL et al., 2009).

Aparentemente, o carprofeno é seguro em relacdo aos efeitos colaterais no sistema
digestorio (STRUB et al., 1982) e parece ndo apresentar efeitos adversos na fungédo renal em
caes (LASCELLES et al., 1995). Segundo Luna et al. (2007), esse farmaco (4mg/kg, p.o.),
administrado por 90 dias em cées, causa menos lesdo no trato gastrointestinal quando
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comparado com o cetoprofeno (2mg/kg, p.o., 4 dias; ap6s, 1mg/kg, ao dia) ou o flunixim
meglumine (1mg/kg, p.o., por 3 dias, com intervalos de 4 dias). O meloxicam (0,1mg/kg, p.0.)
foi o farmaco que apresentou menor incidéncia de lesdes no trato gastrointestinal nesse
estudo. Entretanto, como qualquer outro AINE, o carprofeno possui potencial em causar
danos ao trato gastrointestinal, renal e hepético, apesar de a prevaléncia de complicacdes
associadas a esse farmaco ser baixa em varias espécies incluindo humanos e cées
(CAVALCANTE et al., 2008).

A administracdo oral cronica (90 dias) de carprofeno (4 mg/kg), flunixim meglumine
(1 mg/kg, por 3 dias, com intervalo de quatro dias), cetoprofeno (2 mg/kg por 4 dias, apos 1
mg/kg) e meloxicam (0,1 mg/kg) em cées, ndo produziu qualquer indicio de lesdo renal,
avaliado pela urinalise e bioquimica sérica (LUNA et al., 2007).

2.11.5 O firocoxibe

O firocoxibe (FC) é uma nova droga desenvolvida especificamente para uso
veterinario, que tem sido aprovada no seu uso em cédes. Tem formula quimica C17H200sS €
massa molar de 336,4g/mol (Figura 11). Inibe a COX Il de forma seletiva, ou seja, é capaz de
inibir a COX 1l com um minimo impacto sobre a COX I. Através de testes sanguineos foi
observado que este medicamento apresenta seletividade de 350 a 430 vezes para a COX I
(RYAN et al., 2006; HAZEWINKEL et al., 2008; PAPICH, 2008; FILHO & RAHAL, 2008).
Segundo Hanson et al. (2006), a razdo 1C 50 COX I/ COX Il para o FC foi de 384 e a razdo
IC 80, 427, em ensaio com sangue total canino. A quantidade da droga necesséria para
promover a inibicdo da COX Il tem minimo impacto sobre a COX |, sendo menor que a
necesséria por outros AINES como o carprofeno (RYAN et al., 2006).

A dose para cées é de 5,7mg/kg, bid, p.o. (ANDRADE, 2002) e para equinos € de 0,1
mg/kg, p.o. (KVATERNICK et al., 2007). A meia-vida do farmaco em cdes é de 8,7 a 12,2

horas (CLARK, 2006).
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Figura 11: Estrutura molecular do firocoxibe (www.wikipedia.org)

McCann et al. (2005) demonstraram o efeito antipirético do firocoxibe (3 mg/kg, p.o.),
administrado em gatos, 14 horas antes do desafio, na febre induzida pelo LPS. Este farmaco
tem sido utilizado de forma efetiva e segura para controle da dor e da inflamacdo em cédes com
osteoartrite (HANSON et al., 2006). Ryan et al. (2006) realizaram um estudo de triagem com
864 cdes com osteoartrite, tratados diariamente (40 dias), via oral, com o firocoxibe,
observando que 92,8% dos cées tiveram melhora de acordo com os investigadores ou
proprietarios, ndo sendo constatado efeitos adversos graves e apenas 2,9% apresentaram
eventos gastrointestinais, demonstrando a efetividade e a seguranga do FC. Relataram ainda,
que a melhora com o tratamento foi notdria ja nos primeiros 10 dias e que esta foi
aumentando conforme o tempo de tratamento. Embora bastante seguro, o emprego de doses
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maiores que a recomendada em filhotes com menos de 7 meses foi associada a sérias reacoes
adversas, incluindo morte (FILHO & RAHAL, 2008). Hazewinkel et al. (2008) induziram
sinovite em cdes e avaliaram a resposta do firocoxibe em 8 horas, havendo reducgéo da dor
aguda promovida pela sinovite.

3. OBJETIVOS

Este estudo visa determinar comparativamente a poténcia analgésica, anti-
edematogénica e antipirética do flunixim meglumine, cetoprofeno, meloxicam, carprofeno e
do firocoxibe, farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais usados na clinica médica-
veterinaria, bem como, avaliar sua atividade ulcerogénica gastrica em roedores. Estes
farmacos foram selecionados de acordo com a disponibilidade no mercado veterinario.

Justifica-se sua importancia, pois apesar dos inimeros estudos envolvendo esses
compostos, faz-se necessario uma avaliacdo comparativa tanto de seu efeito antinociceptivo
e/ou anti-inflamatorio, como de reagdes indesejaveis, subsidiando o médico veterinario
clinico, no estabelecimento da relacéo risco/beneficio desses farmacos.

Além disso, na medicina veterinaria, em especial na clinica de pequenos animais, ha
uma caréncia de protocolos terapéuticos que padronizem o uso clinico de inibidores de COX
Il. Por serem farmacos de alto custo, torna-se fundamental uma correta avaliacdo
custo/eficacia/seguranca para o uso adequado dos atuais e futuros inibidores COX I1.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

No teste da febre induzida pelo LPS foram utilizados ratos albinos Wistar (Ratus
novergicus), machos, com peso de 180 a 200 g e provenientes do Biotério Central do Campus
da Universidade de Sdo Paulo / Ribeirdo Preto. Estes animais foram mantidos a temperatura
de 24+1°C e ciclo claro/escuro de 12/12h, com livre acesso a agua € a ragao.

Nos demais testes farmacoldgicos, foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), machos, adultos, pesando entre 25 e 35g, fornecidos pelo Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
sempre mantidos com ciclo claro/escuro de 12/12h e com regime de agua e racdo ad libitum.

Os animais permaneceram no laboratério por um periodo de adaptacdo de pelo menos
uma hora antes dos experimentos, normalmente realizados entre 08:00h e 17:00h e ap6s 0s
testes de atividades farmacoldgicas, os animais foram eutanasiados por anestesia etérea
profunda ou deslocamento cervical.

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados
com animais de laboratorio e normas éticas para seu uso em experimentos com dor
(ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992) e foram aprovados pela Comissao de Etica



em Pesquisa e Experimentacdo animal - CEPEB da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, sob protocolo de n® 010/2007.

4.2 Drogas, Reagentes, Solventes e Sais

Carprofeno (Carproflan®, Laboratério Agener Unido), cetoprofeno (Ketofen®,
Laboratorio Merial), flunixim meglumine (Banamine®, Laboratério Shering-Ploug),
meloxicam (Meloxivet®, Laboratério Duprat), firocoxibe (Previcox®, Laboratério Merial),
LPS (Escherichia coli, 0111:b4, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA), 6leo de créton
(Sigma Chemical Co.,St. Louis, USA), acetona (Merck AG, Darmstadt, Germany) e &acido
acético glacial (Merck AG, Darmstadt, Germany).

Os pré-tratamentos dos animais com o veiculo (animais controle), farmacos ou
diferentes substancias foram sempre em concentracGes adequadas para a administracdo de um
volume constante de 10mL/kg. As administragdes antecederam 60 minutos (via oral, por
gavagem) os testes de atividades farmacoldgicas.

Todos os farmacos ou solucdes testados e injetados por via parenteral foram
solubilizados, antes do seu uso, em salina fisioldgica (NaCl 0,9%) e a sua diluicdo para
administracdo oral foi com agua.

Para se determinar as doses dos anti-inflamatdrios selecionados, foram considerados
dados pré-estabelecidos na literatura e para cada metodologia farmacoldgica, com exce¢do do
potencial ulcerogénico dos farmacos sobre a mucosa gastrica, foi feita a curva dose-efeito.
Para a metodologia supracitada, foi usada a ID50 obtida através do teste das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético.

4.3 Métodos Farmacologicos
4.3.1 Avaliacéo da atividade antinociceptiva
4.3.1.1 Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Empregando a metodologia descrita por Koster e colaboradores (1959), grupos
experimentais de pelo menos 6 camundongos foram tratados, via oral (p.0.), com o veiculo
(dgua), com flunixim meglumine (0,1, 0,3 e 1 mg/kg), cetoprofeno (1, 3 e 10 mg/kg),
carprofeno (1, 3 e 10 mg/kg), meloxicam (30, 100 e 300 pg/kg) ou firocoxibe (0,3, 1 e 3
mg/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, injetou-se acido acético diluido em salina (1,2%;
1mL/10g, i.p.) em todos os animais e as contor¢Bes abdominais, consideradas como
contracdes da parede abdominal seguida por extensdo de pelo menos uma das patas
posteriores (VACHER et al., 1964), foram contadas por 30 minutos. Para isso, 0s
camundongos foram colocados individualmente, sob funis de vidro, com um periodo de
adaptacdo prévia de 15 minutos. Os resultados foram expressos como as médias (+ erro
padrdo das medias) dos numeros de contor¢cdes acumuladas durante os 30 minutos de
avaliacdo experimental, ou como percentagem de inibi¢cdo das contor¢bes comparativamente
ao grupo controle, permitindo dessa forma, a determinacdo da dose inibitéria 50% (ID50).



4.3.2 Avaliacdo da atividade anti-edematogénica
4.3.2.1 Teste do edema de orelha induzido por 6leo de croton

Grupos experimentais de 8 camundongos foram tratados oralmente com o veiculo
(dgua), com flunixim meglumine (3, 10 e 30 mg/kg), cetoprofeno (3, 10 e 30 mg/kg),
carprofeno (3, 10 e 30 mg/kg), meloxicam (3, 10 e 30 mg/kg) ou firocoxibe (3, 10 e 30
mg/kg). Uma hora apés os tratamentos, foram aplicados topicamente 10uL dedleo de croton
(2,5 % v/v em acetona) na orelha direita e 0 mesmo volume de acetona na orelha esquerda.
Apds 4 horas, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, retirados fragmentos
de 6mm de didmetro de cada orelha e pesados em balanga analitica. Os resultados foram
representados como medias e erros padrdes das médias da diferenca de peso entre as duas
orelhas (A), comparando os resultados obtidos com o grupo controle, tratados com o veiculo /
agua (TUBARO, et al. 1986; ZANINI, et al. 1992).

4.3.3 Avaliacdo da atividade antipirética
4.3.3.1 Atividade antipirética na febre induzida pelo LPS

A temperatura retal dos animais foi medida por insercdo de sonda (YSI, n° 402, USA)
conectada a um teletermdmetro (modelo 46 TUC, YSI, EUA) a quatro centimetros de
profundidade no reto dos animais, sem que 0s animais fossem retirados de suas respectivas
caixas. Os animais foram adaptados as condi¢fes experimentais por meio da realizacdo desse
procedimento duas vezes no dia anterior ao experimento, a fim de minimizar variacdes de
temperatura induzidas por estresse decorrente do manuseio. No minimo 48 horas antes do
inicio do experimento, os animais foram colocados em uma sala cuja temperatura ambiente
foi controlada a 24+1°C. Durante o experimento a temperatura ambiente foi controlada a
28+1°C. Apds o transporte dos animais para a sala onde os experimentos foram realizados,
permitiu-se que 0s animais permanecessem por no minimo 15 horas em repouso e, s6 entdo,
suas temperaturas basais foram determinadas por 3 ou mais medidas, a intervalos de 30
minutos e antes da administracdo de qualquer estimulo pirogénico. Somente 0s animais com
temperatura corporal estavel e na faixa de 36,8 a 37,4°C foram utilizados.

Grupos experimentais de 5 ratos foram entdo tratados, via oral, com o veiculo (agua),
com flunixim meglumine (1, 3 e 10 mg/kg), cetoprofeno (1, 3 e 10 e 30 mg/kg), carprofeno
(1, 3 e 10 mg/kg), meloxicam (3, 10 e 30 mg/kg) ou firocoxibe (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kQ).
Decorridos 30 minutos dos tratamentos, injetou-se LPS (5ug/kg) ou salina, via intravenosa,
através da veia da cauda dos animais. Apds 60 minutos, as medidas foram feitas e repetidas a
intervalos de 30 minutos, até o total de 6 horas (360 minutos). Para a injecdo de salina ou do
LPS, os animais foram cuidadosamente imobilizados e o rabo foi previamente introduzido
num recipiente com agua quente a aproximadamente 40°C, para promover vasodilatacdo e
facilitar a injecdo. A cauda foi entdo seca e limpa com alcool em algodao para que fosse feita
a aplicacdo (SOUZA et al., 2002, KANASHIRO, et al., 2008). As médias foram expressas
como a diferenca de temperatura entre os valores de temperatura basais de cada animal e a
temperatura apos a aplicacdo de estimulo e/ou droga ( T°C). O percentual de inibicdo foi
determinado através da area sobre a curva: agua/salina, agua/LPS ou droga/LPS. A curva
agua/salina representou a auséncia de atividade pirética e a curva agua/LPS representou 100%
de atividade pirética. A area sobre a curva de cada uma das drogas foi entdo comparada com a
curva agua/LPS para determinacdo do percentual de inibic&o.



4.3.4 Avaliacéo toxicoldgica

4.3.4.1 Potencial ulcerogénico dos farmacos sobre a mucosa gastrica. Determinacao do
Indice de Ulceracéo (1U)

Para cada farmaco testado, foram utilizados grupos experimentais de doze animais,
subdivididos em um grupo (n = 6) tratado durante trés dias, e outro grupo (n = 6) tratado
durante 7 dias, sempre pela via oral e uma vez ao dia, com as ID50 previamente determinadas
através da curva dose-efeito analgésica pelo método das contor¢des abdominais induzidas
pelo &cido acético (MX: 0,09 mg/kg; FM: 0,4 mg/kg; FC: 1,9 mg/kg; CP: 2,3 mg/kg e CT: 3,6
mg/kg).

Decorridos trés ou sete dias dos tratamentos (Adaptado de ENGELHARD et al., 1995),
os animais foram sacrificados com anestesia etérea profunda, removendo-se em seguida 0s
estdmagos, que foram abertos ao longo da grande curvatura, a mucosa lavada delicadamente
com agua destilada e estendidos, com o auxilio de alfinetes, sobre uma superficie de parafina
em uma placa de Petri para a observacdo. As lesdes gastricas foram entdo avaliadas sob
aumento de 10 vezes com o auxilio do estereoscopio Olympus, permitindo assim a obtencéo
do indice de ulceracdo gastrica através das pontuagdes (Tabela 1) atribuidas as alteracdes e
lesbes da mucosa, cuja soma refletiu a intensidade da lesdo desta (MARINHO JR. et al.,
2002).

ALTERACOES/LESOES PONTUACAO
Descoloracdo da mucosa < 30% 0,5
Descoloracdo da mucosa > 30% a 70% 1,0
Descoloracdo da mucosa > 70% 15
Petequias leves (até 25% do estdbmago) 1,0
Petéquias moderadas (de 25 a 75% do estdbmago) 15
Petequias intensas (mais que 75% do estdmago) 2,0
Erosfes ou Ulceras simples 0,5 x n® x tamanho

(mm)
Ulceras hemorragicas 2,0 x n° x tamanho

(mm)
Ulceras perfuradas 4,0 x n® x tamanho

(mm)
Hemorragia cavitaria 2,0

Tabela 1: Pontuagdes atribuidas as alteracGes e lesdes da mucosa gastrica para a obtencdo do
Indice de Ulceragdo (Adaptada a descrita por MARINHO JR. et al., 2002).

4.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o0 erro padrdo. As
diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela analise de
variancia (ANOVA). Para comparacdo entre as médias dos grupos experimentais utilizamos o
teste “t” ndo pareado, admitindo diferenca significativa a partir de p<0,05 (SOKAL &
ROHLF, 1981). A analise estatistica e apresentacdo grafica dos resultados foram feitas através
dos programas InStat 3.0 e Graphic Prism 4.0.



5 RESULTADOS
5.1 Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

Utilizando sempre a via oral (p.0.) no teste das contor¢des abdominais, a administracdo
do FM (0,1, 0,3 e 1mg/kg) reduziu de forma dose dependente o nimero de contor¢es em
21,1% (33,3 £ 6,2 contorgdes), 49,5% (21,3 + 2,4 contorgdes) e 70,9% (12,3 = 2,6
contorcdes), comparado ao grupo tratado com o veiculo que apresentou 42,2 + 2,0 contorcdes
(Tabela 2 e Figura 12). De forma semelhante, o CT (1, 3 e 10mg/kg) inibiu em 15,9% (38 + 5
contorcdes), 43,8% (25,4 + 4,6 contor¢des) e 87,2% (5,8 £ 1,1 contor¢des), sendo a média do
grupo veiculo de 45,2 + 3,6 contorcdes (Figura 13 e Tabela 3).

Tratamentos Doses Contorgdes Abdominais % Inibicéo
(mg/kg, p.o.) (30 min.)
Veiculo 422 +2 -
FM 0,1 33,3+6,2 21,1%
FM 0,3 21,3 + 2,4 *** 49,5%
FM 1 12,3 £2,6 *** 70,9%

Tabela 2: Influéncia do pré-tratamento com o flunixim meglumine (FM) no ndmero de
contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.). ***
p<0,001 para n =5 a 8 animais.
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Figura 12: Contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g,
i.p.). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em grupos
experimentais de até 8 animais .***p<0,001.



Tratamentos Doses Contorgdes Abdominais % Inibicéo
(mg/kg, p.o.) (30 min.)
Veiculo 452 + 3,6 -
CT 1 38+5 15,9%
CT 3 254 +£4,6** 43,8%
CT 10 58+ 1,1 *** 87,2%

Tabela 3: Influéncia do pré-tratamento com o cetoprofeno (CT) no nimero de contorcdes
abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.). ** p< 0,01 e ***
p<0,001 para n =5 a 8 animais.
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Figura 13: Contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g,
i.p.). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em grupos
experimentais de até 8 animais. ** p<0,01 e *** p<0,001.

Os percentuais de inibig&o obtidos com 0 MX (3, 100 e 300ug/kg) foram de 25,2% (30,3
+ 3,2 contorcdes), 43,9% (22,7 = 2,4 contorcdes) e 66,4% (13,6 + 1,1 contorgcdes) com
veiculo apresentando 40,5+7,5 contor¢des e com o CP (1, 3 e 10mg/kg) foram de 32,6% (31,6
+ 3,7 contorcdes), 55% (21,1 + 2,9 contor¢des), 82,5 % (8,2 + 2 contor¢des) e veiculo com
46,9 £ 3,5 contorgbes, conforme apresentado nas Tabelas 4 e 5 e Figuras 14 e 15,
respectivamente.



Tratamentos Doses Contorgdes Abdominais % Inibicéo
(ug/kg, p.o.) (30 min.)
Veiculo 405+75 -
MX 30 30,3+32* 25,2%
MX 100 22,7+24* 43,9%
MX 300 13,6 £1,1 *** 66,4%

Tabela 4: Influéncia do pré-tratamento com o meloxicam (MX) no nimero de contorcdes
abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.). * p< 0,05 e ***
p< 0,001 para n =5 a 8 animais.
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Figura 14: Contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g,
i.p.). As colunas e barras verticais representam as médias = 0 erro padrdo em grupos
experimentais de até 8 animais. * p<0,05; *** p<0,001.

Doses Contorgdes Abdominais % Inibicéo
(mg/kg, p.o.) (30 min.)
Tratamentos
Veiculo 46,9 £ 3,5 -
CP 1 316+37* 32,6
CP 3 21,1 £ 2,9 *** 55
CP 10 8,2 £ 2 *** 82,5

Tabela 5: Influéncia do preé-tratamento com o carprofeno (CP) no nimero de contorgdes
abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.). * p< 0,05 e ***
p< 0,001 para n =5 a 8 animais.
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Figura 15: Contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g,
i.p.). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em grupos
experimentais de até 8 animais. * p<0,05; *** p<0,001.

Utilizando dois experimentos para a obtencdo da relacdo dose x efeito inibitdria do FC,
a administracdo oral da dose de 0,3 mg/kg, produziu inibicdo do nimero de contorcdes
acumuladas de 24,2% (44,5 * 3 contor¢des), comparado ao veiculo (1) (58,7+4,4 contor¢des).
A efetividade inibitdria das doses de 1 e 3 mg/kg foram de 35% (27,2 + 2,8 contorgfes) e
61,5% (16,1 + 2,2 contorgdes) respectivamente com veiculo (2) de 41,8 + 2,8 contorgdes
(Tabela 6 e Figuras 16 A e B).

Tratamentos Doses Contorgdes Abdominais % Inibicéo
(mg/kg, p.o.) (30 min.)
Veiculo 1 58,7+4,4 -
FC 0,3 445+ 3 * 24,2
Veiculo 2 418+28 -
FC 1 27,2+ 2,8 ** 34,9
FC 3 16,1 £2,2 *** 61,5

Tabela 6: Influencia do pré-tratamento com o Firocoxibe (FC) no numero de contorcGes
abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.). * p< 0,05; **
p<0,01e *** p< 0,001 para n =5 a 8 animais.



70 A

0 o~
o £ 60 I
e
IS 8 50 *
<
S > 40 N
© 3 o
[} —
Y >
O : N\ —
% g 10 >
0
0,3
Firocoxibe

Numero de contorgdes

acumuldas (30 min)

70
60
50
40
30
20
10

**

*kk

T

Veiculo 2 -|

1 mg/kg, p.o.

3
Firocoxibe

Figura 16: Contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 100uL/10g,
i.p.). As colunas e barras verticais representam as médias = 0 erro padrdo em grupos
experimentais de até 8 animais. * p<0,05; ** p<0,01 e p<0,001.

A obtencdo destas relacbes dose x efeito inibitdria pelo método das contorcbes
abdominais, permitiu, por interpolacdes, o célculo das doses inibitorias 50% (ID50) que
foram: meloxicam - 0,09 mg/kg, flunixim meglumine - 0,4mg/kg, firocoxibe - 1,9 mg/kg,
carprofeno - 2,3mg/kg e cetoprofeno - 3,6mg/kg, conforme apresentado na Tabela 7 e Figura

17.

FARMACOS ID50 (mg/kg, p.o.)
Meloxicam 0,09
Flunixim Meglumine 0,4
Firocoxibe 1,9
Carprofeno 2,3
Cetoprofeno 3,6

Tabela 7: Dose Inibitéria 50% (ID50) obtidas por interpolacdo no teste das contorcGes

abdominais induzidas pelo acido.
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Figura 17: Porcentagem de inibicdo das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético
(1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.) em camundongos previamente tratados (60 minutos) pela
via oral com o meloxicam (MX), flunixim meglumine (FM), cetoprofeno (CT), carprofeno
(CP) ou o firocoxibe (FC). Os simbolos e linhas verticais representam as médias = o0 erro
padrédo de 5 a 8 animais por grupo experimental.

5.2 Teste do Edema de Orelha Induzido por Oleo De Créton

No teste do edema de orelha induzido pelo dleo de croton, o pré-tratamento por via oral
com o FM (3, 10 e 30mg/kg) inibiu, de forma dose dependente, a formacdo do edema em 28%
(A=17,5+0,5mg), 36,6% (A=6,6+0,4mg)e61,5% (A=4,0=+0,8 mg), respectivamente,
sendo a média do veicula = 10,4 + 0,4 mg (Tabela 8 ¢ Figuras 18 ¢ 19). De forma
semelhante, o CT (3, 10 e 30mg/kg) promoveu uma inibicdo de 47,5% € 5,3 + 0,1 mg),
61,4% (A = 3,9 £ 0,4 mg), 67,3% (A = 3,3 £ 0,2 mg), respectivamente, com veiculo A = 10,1
+ 0,3 mg (Tabela 9 e Figuras 20 e 21).

Tratamentos Dose (mg/kg, A (mg) % Inibicéo
p.o0.)
Veiculo 10,4+£0,4 -
FM 3 7,5+0,5*** 28
FM 10 6,6 £ 0,4 *** 36,6
FM 30 4,0+0,5*** 61,5

Tabela 8: Influéncia do pré-tratamento com o flunixim meglumine (FM) no edema de orelha
induzido pelo 6leo de créton. A representa a difererga de peso em miligramas entre a orelha
direita (10uL de 6leo de croéton - 2,5 % v/v em acetona) e a orelha esquerda (acetona). *** p<
0,001 paran =6 a 12 animais.



[EEY

N

62
1

(=)
é —
< *kk
L 75k o Kk
(@] —_— - —
o >
s s0F| © )
C
N
S 25k
()
o
< 0.0k
3 10 30 mgl/kg, p.o.

Flunixim Meglumine

Figura 18: Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. As colunas e barras verticais
representam as médias + o erro padrdo de grupos experimentais de até 12 animais.
***p<0,001.
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Figura 19: Relagdo dose-efeito inibitoria do edema de orelha induzido pelo 6leo de cr6ton em
camundongos previamente tratados pela via oral com o flunixim meglumine nas doses de 3,
10 e 30 mg/kg. Os simbolos e linhas verticais representam as médias + o erro padrdo para
grupos experimentais de 5-12 animais.



Tratamentos Dose (mg/kg, A (mg) % Inibicéo
p.o.)
Veiculo 10,1+0,3 -
CT 3 53+0,1*** 47,5
CT 10 3,9+ 0,4 *** 61,4
CT 30 3,3+0,2 *** 67,3

Tabela 9: Influéncia do pré-tratamento com o cetoprofeno (CT) no edema de orelha induzido
pelo 6leo de croton. A representa a diferega de peso em miligramas entre a orelha direita
(10uL de bleo de créton - 2,5 % v/v em acetona) e a orelha esquerda (acetona). *** p< 0,001
paran =6 a 12 animais.
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Figura 20: Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. As colunas e barras verticais

representam as médias + o erro padrdo de grupos experimentais de até 12 animais.
***p<0,001.
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Figura 21: Relacao dose-efeito inibitoria do edema de orelha induzido pelo 6leo de croton em
camundongos previamente tratados pela via oral com o cetoprofeno nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg. Os simbolos e linhas verticais representam as médias + o erro padrdo para grupos
experimentais de 5-12 animais.

Prosseguindo na avaliacdo da atividade anti-edematogénica, o pré tratamento com o0 MX
(3, 10 e 30 mg/kg) inibiu a formacao do edema em 13,5% (A =9,0 £ 1 mg), 25% (A=7,8 £
0,7 mg) e 35,6% (A = 7,2 £ 0,5 mg), respectivamente, com veiculo apresentandoA = 10,4 +
0,4 mg (Tabela 10 e Figura 22) .

Tratamentos Dose (mg/kg, A (mg) % Inibicéo
p.o.)
Veiculo 10,4 +0,4 -
MX 3 90+1 13,5
MX 10 78+0,7** 25
MX 30 7,2+0,5*** 35,6

Tabela 10: Influéncia do pré-tratamento com o meloxicam (MX) no edema de orelha
induzido pelo 6leo de créton. A representa a difererga de peso em miligramas entre a orelha
direita (10uL de 6leo de créton - 2,5 % v/v em acetona) e a orelha esquerda (acetona). ** p<
0.01 e *** p< 0,001 para n = 6 a 12 animais.
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Figura 22: Edema de orelha induzido pelo Oleo de croton. As colunas e barras verticais
representam as médias + o erro padrdo de grupos experimentais de até 12 animais. ** p< 0.01
e ***p<0,001.

Os percentuais de inibicdo do edema obtidos com o CP (3, 10 e 30mg/kg) foram de 28%
(A=17,7+0,8 mg), 50,5% (A =5,3+0,6 mg) e 62,6% (A=4,0=+0,6 mg),com A=10,7+ 0,6
mg para o grupo veiculo (Tabela 11 e Figuras 23 e 24) enquanto que a influéncia do FC (3, 10
e 30mg/kg) sobre o edema foram de 6,9%A =9,5% 0,7 mg), 18,6%4 = 8,3 £ 0,4 mg) ¢
28,4% (A = 7,3 £ 0,7 mg) respectivamente, quando comparados ao veiculo (A = 10,2 + 0,4
mg), conforme descrito na Tabela 12 e Figura 25.

Tratamentos Dose (mg/kg, A (mg) % Inibicdo
p.0.)
Veiculo 10,7 £0,6 -
CP 3 7,7+0,8** 28%
CP 10 53+0,6 *** 50,5%
CP 30 4,0+0,6 *** 62,6%

Tabela 11: Influéncia do pré-tratamento com o carprofeno (CP) no edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton. A representa a diferega de peso em milig ramas entre a orelha direita
(10uL de 6leo de créton - 2,5 % v/v em acetona) e a orelha esquerda (acetona). ** p< 0.01 e
*** p< 0,001 paran =6 a 12 animais.
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Figura 23: Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. As colunas e barras verticais
representam as médias + o erro padrdo de grupos experimentais de até 12 animais. ** p< 0.01
e ***p<0,001.
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Figura 24: Relacao dose-efeito inibitoria do edema de orelha induzido pelo 6leo de croton em
camundongos previamente tratados pela via oral com o carprofeno nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg. Os simbolos e linhas verticais representam as médias + o erro padrdo para grupos
experimentais de 5-12 animais.

Tratamentos | Dose (mg/kg, | A (mg) | % Inibicdo



p.o.)

Veiculo 10,2+0,4 -
FC 3 9,5+0,7 6,9
FC 10 8,3+0,4** 18,6
FC 30 7,3 £ 0,4%** 28,4

Tabela 12: Influéncia do pré-tratamento com o firocoxibe (FC) no edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton. A representa a diferenca de peso em miligramas entre a orelha direita
(10uL dedleo de créton - 2,5 % v/v em acetona) e a orelha esquerda (acetona). ** p< 0.01
paran =6 a 12 animais.
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Figura 25: Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. As colunas e barras verticais
representam as médias + 0 erro padrdo de grupos experimentais de até 12 animais. ** p< 0.01.

As doses inibitérias 50% (ID50) obtidas com o edema de orelha induzido pelo dleo de
créton foram de: cetoprofeno - 3,6 mg/kg, carprofeno - 12,3 mg/kg e flunixim meglumine -
17,8 mg/kg, conforme apresentado na Tabela 13 e Figura 26. As doses usadas para o
firocoxibe e 0 meloxicam nédo permitiram a determinacéo da ID50 desses farmacos.

DROGAS ID50 (mg/kg, p.o.)
Meloxicam -
Flunixim Meglumine 17,8
Firocoxibe -
Carprofeno 12,3
Cetoprofeno 3,6

Tabela 13: Dose Inibitdria 50% (ID50) obtidas por interpolacdo no teste do edema de orelha
induzido pelo 6leo de créton.



ID50:

80
m CP:12,3 o
v CT:36 mgog’

3 60 s FM: 17,8 P-0.

On

<

2

¥ 40F

20k

3.5 4.0 4.5
Log dose pg/kg

Figura 26: Porcentagem de inibicdo do edema de orelhas induzido pelo éleo de créton (10ul
de 6leo de croton - 2,5 % v/v em acetona) em camundongos previamente tratados (60 minutos)
pela via oral com o carprofeno (CP), o cetoprofeno (CT) ou o flunixim meglumine (FM). Os
simbolos e linhas verticais representam as médias + o erro padrdo de 6 a 12 animais por grupo
experimental.

5.3 Atividade Antipirética na Febre Induzida pelo LPS

Sempre utilizando a administracdo oral no teste da atividade antipirética induzida pelo
LPS, o FM (1, 3 e 10 mg/kg) reduziu, de forma dose dependente, a febre induzida pelo LPS
em 8,7%, 30% e 88,6%, comparado ao grupo tratado com o veiculo que apresentou variacao
de temperatura (AT°C) de 3,6°C (Tabela 14 e Figuras 27 e 28) . De forma semelhante, o CT
(1, 3, 10 e 30 mg/kg) inibiu em 26%, 42,9%, 79,6% e 100%, sendo a média de variagdo do
veiculo de 3,7°C (AT°C) (Tabela 15 e Figuras 29 e 30).



ATR (°C) apos

aplicacéo Salina (i.v.)

ATR (°C) apés aplicacéo
LPS (5 pg/kg, i.v.)

Tratamento | Veiculo FM Veiculo FM
s (p.0.) (agua) | (mg/kg) (agua) (mg/kg)
Tempo
(min) 10 1 3 10
Basal 37 36,8 37 37 37 36,9
0 0 0 0 0 0 0
30 0,1 0 0,1 0 0 0
60 0,2 -0,1 0,1 0,1 0,1 0
90 -0,1 0 0,5 0,4 0,1 0,1
120 0,1 0,1 0,9 1,0 0,8 0,2*
150 0 0,1 1,3 1,4 1,3 0,1*
180 0,2 0,1 1,4 1,3 1,0 0,1~*
210 0,2 0,2 1,6 1,3 1,1 04*
240 0,1 0,2 1,7 1,6 11 05*
270 0,2 0,2 1,7 1,4 1,1 05*
300 0,2 0,2 1,4 1,3 1,1 04*
330 0,3 0,2 1,2 1,1 0,9 0,3~*
360 0,2 0,2 1,0 0,9 0,7 04~*
AUC Salina 3,7 - - - - -
AUC LPS - 9,5 5,0 3,8 0,6
% Inibicao - - 8,7% 30% 88,6%

Tabela 14: Efeito do flunixim meglumine (FM) sobre a febre induzida pelo LPS. Os valores
contidos na tabela representam a variacdo da temperatura retal (ATR) de 5 animais apds a
administracdo do farmaco e/ou estimulo. Na parte inferior da tabela estdo representados os
valores da area sobre a curva (AUC) e os percentuais de inibicdo na mesma, considerando

100% de atividade pirética a AUC da Agua/LPS. (*p<0,05)
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Figura 27: Efeito do flunixim meglumine (FM - 1, 3 e 10 mg/kg, p.0.) sobre a febre induzida
pelo LPS em ratos. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erro padrdo das
variacdes na temperatura retal (ATR) de 5 animais por grupo experimental. (*p<0,05)
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Figura 28: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) na &rea sobre a curva da
Figura 27 no teste da febre induzida pelo LPS, em ratos previamente tratados pela via oral
com o flunixim meglumine nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, p.o..



ATR (°C) apos

aplicacéo Salina (i.v.)

ATR (°C) apds aplicagéo
LPS (5 pg/kg, i.v.)

Tratamento | Veiculo CT Veiculo CT
s (p.0.) (agua) (mg/kg) (agua) (mg/kg)
Tempo
(min) 30 1 3 10 30
Basal 36,9 37 37 36,9 36,9 37 37
0 0 0 0 0 0 0 0
30 0,1 0 0,1 0,1 0 0 0
60 0,2 0 0,1 0,2 0,1 0 0
90 0 0 0,6 0,4 0,1 0 0,1
120 0 0,1 14 1,1 04~* 0,1* 0,1*
150 0 0,1 1,8 1,4 0,7* 0,3* 0*
180 0,1 0,2 1,7 1,3 1,1 0,5* 0,1*
210 0 0,2 15 1,1 1,1 0,5* 0,1*
240 0 0,3 1,7 1,1 1,1 0,5* 0,1*
270 0,1 0,2 1,6 1,3 1,2 0,6* 0,1*
300 0,1 0,1 1,6 1,1 1,1 0,5* 0,1*
330 0 0,1 1,3 0,9 0,8 0,3* 0,2*
360 0 0,1 1,1 0,8 0,7 0,3* 0,3*
AUC Salina 3,3 - - - - - -
AUC LPS 6,6 4,9 3,8 1,3 0
% Inibicao - 26% | 42,9% | 79,6% | 100%

Tabela 15: Efeito do cetoprofeno (CT) sobre a febre induzida pelo LPS. Os valores contidos
de 5 animais apds a
administracdo do farmaco e/ou estimulo. Na parte inferior da tabela estdo representados os
valores da &rea sobre a curva (AUC) e os percentuais de inibicdo na mesma, considerando
100% de atividade pirética a AUC da Agua/LPS. (*p<0,05)

na tabela representam a variagdo da temperaturaAfieRal (
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Figura 29: Efeito do cetoprofeno (CT - 1, 3, 10 e 30 mg/kg, p.0.) sobre a febre induzida pelo
LPS em ratos. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erro padrdo das
variagoes na temperatura retal (ATR) de 5 animais por grupo experimental. (*p<0,05).
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Figura 30: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) na area sobre a curva da
Figura 29 no teste da febre induzida pelo LPS, em ratos previamente tratados pela via oral
com o cetoprofeno nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg, p.o..



O FC (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kg, p.o.) inibiu a febre em 0%, 0,4%, 73,2% e 94,
respectivamente, comparado ao grupo tratado com o veiculAT °C = 3,6°C) (Tabela 16 e
Figuras 31 e 32).

ATR (°C) apods )
_ _ ATR (°C) apds aplicagéo
apllca(;.éo Salina LPS (5 pe/kg, i)
(iv.)
Tratamento | Veiculo FC Veiculo FC
s (p.0.) (agua) | (mg/kg) | (agua) (mg/kg)
Tempo
(min) 3 0,1 0,3 1 3
Basal 37 37 371 37 37 36,9 36,9
0 0 0 0 0 0 0 0
30 0,1 0 0,1 0,2 0,1 0 0
60 0,1 -0,1 0,1 0,3 0,2 0 0
90 -0,1 -0,1 0,4 0,5 0,4 -0,1* 0*
120 0,1 -0,1 0,9 1,2 1,3 0* 01~*
150 0 -0,1 1,3 1,4 14 0,2* 0*
180 0,1 0 1,4 1,7 1,4 04~ 0*
210 0,1 0 1,6 1,7 15 05* 0,3*
240 0 0 1,7 1,6 15 0,8* 0,2*
270 0,1 0,1 1,8 1,5 1,3 0,7* 0,2*
300 0,1 0,1 15 1,4 1,3 0,6* 04~*
330 0,2 0 1,3 1,3 1,3 05* 0,3*
360 0,1 0 1,1 1,0 1,1 0,3* 0,2*
AUC Salina 3,4 - - - - - -
AUC LPS - 5,8 6,2 5,7 1,4 0,4
% Inibicdo - - 0 0,4 73,2 94

Tabela 16: Efeito do firocoxibe (FC) sobre a febre induzida pelo LPS. Os valores contidos na
tabela representam a variacdo da temperatura retal ATR) de 5 animais apds a administracdo
do farmaco e/ou estimulo. Na parte inferior da tabela estdo representados os valores da area
sobre a curva (AUC) e os percentuais de inibicdo na mesma, considerando 100% de atividade
pirética a AUC da Agua/LPS. (*p<0,05)
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Figura 31: Efeito do firocoxibe (FC: 0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kg, p.0.) sobre a febre induzida pelo
LPS em ratos. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erro padrdo das
variagdes na temperatura retal (ATR) de 5 animais por grupo experimental. (*p<0,05).
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Figura 32: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) na area sobre a curva da
Figura 31 no teste da febre induzida pelo LPS, em ratos previamente tratados pela via oral
com o firocoxibe nas doses de 0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kg, p.o..

Os percentuais de inibi¢do da febre obtidos com o MX (3, 10 e 30 mg/kg, p.o.) foram
de 15,5%, 42,6% e 61,4% com veiculo apresentando AT°C de 3,6°C (Tabela 17 e Figuras 33 e
34) e com o CP (1, 3 e 10mg/kg, p.o.) foram de 20,5%, 49,2% e 72,1% (veiculo:AT °C = 3,6
°C), conforme descrito na Tabela 18 e Figuras 35 e 36.



ATR (°C) apods ATR (°C) apés aplicacdo
aplicacéo Salina (i.v.) LPS (5 ng/kg, i.v.)
Tratamentos Veiculo MX Veiculo MX
(p.0.) (agua) (mg/kg) (agua) (mg/kg)
Tempo (min.) 30 3 10 30
Basal 36,9 37 36,9 37 36,9 37
0 0 0 0 0 0 0
30 0,2 0,1 0 0 0,1 0,1
60 0,4 0,1 0 0,1 0,2 0,2
90 0,1 0,2 0,4 0,6 0,4 0,5
120 0 0,2 1,2 1,5 0,8 11
150 0,2 0,1 1,6 1,6 1 1,0
180 0,2 0 1,7 1,4 0,9 0,9
210 0,1 0,1 1,5 1,2 0,9 0,7
240 0,2 0,2 1,6 1,2 1 0,6
270 0,2 0,1 1,6 1,2 1 0,5
300 0,1 0 1,5 1,0 0,9 0,3
330 0,1 0,1 1,3 0,9 0,7 0,3
360 0,3 0,1 11 0,8 0,8 0,4
AUC Salina 3,9 - - - - -
AUC LPS - 9,5 4,6 3,2 2,2
% Inibicao - - 15,5 42,6 59,5

Tabela 17: Efeito do meloxicam (MX) sobre a febre induzida pelo LPS. Os valores contidos
na tabela representam a variacdo da temperatura retal (ATR) de 5 animais ap6s a
administracdo do farmaco e/ou estimulo. Na parte inferior da tabela estdo representados os
valores da érea sobre a curva (AUC) e os percentuais de inibicdo na mesma, considerando
100% de atividade pirética a AUC da Agua/LPS. (*p<0,05).
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Figura 33: Efeito do meloxicam (MX - 3, 10 e 30 mg/kg, p.o.) sobre a febre induzida pelo
LPS em ratos. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erro padrdo das
variagdes na temperatura retal (ATR) de 5 animais por grupo experimental. (*p<0,05).
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Figura 34: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) na area sobre a curva da
Figura 33 no teste da febre induzida pelo LPS, em ratos previamente tratados pela via oral
com o meloxicam nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, p.o..



ATR (°C) apds ATR (°C) apds aplicagéo
aplicacéo Salina (i.v.) LPS (5 ng/kg, i.v.)
Tratamentos Veiculo CP Veiculo CP
(p.0.) (agua) (mg/kg) (agua) (mg/kg)
Tempo (min.) 10 1 3 10
Basal 37 36,9 37 37 37 36,9
0 0 0 0 0 0 0
30 0,1 -0,1 0,1 0 0,1 0
60 0,2 -0,2 0,1 0 0,1 0,1
90 -0,1 -0,1 0,5 0,5 0,2 03*
120 0,1 0 0,9 1,1 0,6 04~*
150 0 0,1 1,3 1,1 0,9 05*
180 0,2 0,2 1,4 1,1 0,7* 04~*
210 0,2 0,1 1,6 1,2 0,9* 05*
240 0,1 0 1,7 1,3 10* 0,6 *
270 0,2 0 1,7 1,3 0,9~* 0,6 *
300 0,2 0 14 1,1 0,7* 05*
330 0,3 0 1,2 1,0 0,7* 0,4*
360 0,2 0 1,0 0,8 0,7* 0,6 *
AUC Salina 3,7 - - - - -
AUC LPS - 5,5 4.4 2,8 1,5
% Inibicéo - - 20,5 49,2 72,1

Tabela 18: Efeito do carprofeno (CP) sobre a febre induzida pelo LPS. Os valores contidos
na tabela representam a variacdo da temperatura retal (ATR) de 5 animais ap0s a
administracdo do farmaco e/ou estimulo. Na parte inferior da tabela estdo representados os
valores da area sobre a curva (AUC) e os percentuais de inibicdo na mesma, considerando
100% de atividade pirética a AUC da Agua/LPS. (*p<0,05).
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Figura 35: Efeito do carprofeno (CP -1, 3 e 10 mg/kg, p.o.) sobre a febre induzida pelo LPS
em ratos. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erro padrao das variacdes na
temperatura retal (ATR) de 5 animais por grupo experimental. (*p<0,05).
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Figura 36: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) na &rea sobre a curva da
Figura 35 no teste da febre induzida pelo LPS, em ratos previamente tratados pela via oral

com o carprofeno nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, p.o.

As doses inibitorias 50% (ID50) da febre induzida pelo LPS, obtidas ap6s a oral
administracdo desses farmacos em ratos foram: firocoxibe — 2,9 mg/kg, cetoprofeno - 3,3
mg/kg, carprofeno - 3,6mg/kg, flunixim meglumine - 4mg/kg e meloxicam - 17,8 mg/kg,
conforme apresentado na Tabela 19 e Figura 37.



DROGAS ID50 (mg/kg, p.o.)
Meloxicam 17,8
Flunixim Meglumine 4
Firocoxibe 2,9
Carprofeno 3,6
Cetoprofeno 3,3

Tabela 19: Dose Inibitéria 50% (ID50) obtidas por interpolagdo no teste da febre induzida
pelo LPS.
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Figura 37: Porcentagem de inibicdo e dose inibitdria 50% (ID50) da febre induzida pelo LPS
(5 pg/kg, 1.v.) em ratos previamente tratados pela via oral com o cetoprofeno (CT),
meloxicam (MX), carprofeno (CP), flunixim meglumine (FM) ou o firocoxibe (FC).

5.4 Avaliacdo do Potencial Ulcerogénico dos Farmacos Sobre a Mucosa Gastrica.
Determinacéo do Indice de Ulceracéo (1U)

Na andlise feita trés dias apds a administracdo das drogas, pela via oral e em
camundongos; comparativamente ao grupo veiculo (dgua) que apresentou indice de ulceracao
gastrica (IU) de 2,6 + 0,8, o CT (3,6 mg/kg) revelou um aumento significativo deste indice,
com valor de 14,6 = 2,2 e de forma semelhante ao CP (2,3 mg/kg), com IU =6,0+1,2. O FM
(0,4 mg/kg), o FC (1,9 mg/kg ) e 0 MX (0,09 mg/kg) ndo demonstraram aumento no indice de



ulceracéo gastrica, obtendo pontuacées de (IU=3,0+0,5), (IU=2,3+0,4) e (IU=1,7£0,5)
respectivamente, conforme apresentado na Tabela 20 e Figura 38.

Na anélise feita sete dias apds a administracdo oral crénica das drogas, o CT (3,6 mg/kg)
ndo influenciou o indice de ulceracdo gastrica (IU = 6,3 £ 1,5) quando comparado ao grupo
veiculo (agua) com IU = 4,3 + 0,8. De forma semelhante, o FM (0,4 mg/kg), o CP (2,3
mg/kg), o MX (0,09 mg/kg) e o FC (1,9 mg/kg) também ndo demonstraram aumento no
indice de ulceracdo gastrica, quando comparados ao mesmo grupo controle, obtendo
pontuacbes de 4,8 +1,1,4,1+0,6,4,0+0,5¢e 4,1 +0,4 respectivamente (Tabela 21 e Figura
39).

Tratamentos Doses (mg/kg, p.o.) indice de Ulceracéo (1U)
3 dias
Veiculo - 2,6 +0.8
Cetoprofeno 3,6 14,6 £ 2,2 ***
Carprofeno 2,3 60+12*
Flunixim Meglumine 0,4 3,005
Firocoxibe 1,9 2,3+04
Meloxicam 0,1 1,7£0,5

Tabela 20: indice de ulceracio gastrica (IU) obtidos apds a administracdo durante trés dias,
pela via oral de camundongos, do veiculo (4gua), cetoprofeno, carprofeno, flunixim
meglumine, firocoxibe e do meloxicam. IU representado pelas médias + o erro padrdo de
grupos experimentais com 6 animais. *p<0,05 e ***p <0,001.
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Figura 38: Indice de ulceracio gastrica (IU) obtidos apds a administracio durante trés dias,
pela via oral de camundongos, do veiculo (agua), cetoprofeno (CT- 3,6 mg/kg), carprofeno
(CP- 2,3 mg/kg), flunixim meglumine (FM- 0,4 mg/kg), firocoxibe (FC- 1,9mg/kg) e
meloxicam (MX- 0,09 mg/kg). As colunas e barras verticais representam as medias + 0 erro
padrdo de grupos experimentais de 6 animais.*p<0,05,***p<0,001.



Tratamentos Doses (mg/kg, p.o.) Indice de Ulceragéo (1U)
7 dias

Veiculo - 43+£0.8
Cetoprofeno 3,6 6,3+15
Carprofeno 2,3 41+0,6
Flunixim Meglumine 0,4 48+11
Firocoxibe 19 41+04
Meloxicam 0,09 40£05

Tabela 21: indice de ulceragio gastrica (1U) obtidos ap6s a administracdo durante sete dias,
pela via oral de camundongos, do veiculo (4gua), cetoprofeno, carprofeno, flunixim
meglumine, firocoxibe e do meloxicam. IU representado pelas médias + o erro padrdo de
grupos experimentais com 6 animais.
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Figura 39: indice de ulceragio gastrica (IU) obtidos apds a administracdo durante sete dias,
pela via oral de camundongos, do veiculo (agua), cetoprofeno (CT- 3,6 mg/kg), carprofeno
(CP- 2,3 mg/kg), flunixim meglumine (FM- 0,4 mg/kg), firocoxibe (FC- 1,9mg/kg) e
meloxicam (MX- 0,09 mg/kg). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro
padréo de grupos experimentais de 6 animais.

6. DISCUSSAO

Os AINES sdo farmacos muito empregados para aliviar a dor de intensidades e tempos
variaveis, contudo, como qualquer medicamento, requerem cuidados na sua prescricdo e
utilizacdo. Possuem potente atividade analgésica e anti-inflamatoria, inibindo a transmissao
nociceptiva, além da prevencdo do edema e da inflamagcdo (STEAGALL et al., 2009). O
conceito geral é que 0 emprego de AINES que seletivamente inibam a COX Il sem influenciar
a COX | propicia analgesia, sem os efeitos colaterais atribuidos ao bloqueio da COX I;
especialmente as toxicidades gastrointestinal e renal e a inibicdo da funcdo trombocitica
(FILHO & RAHAL, 2008). Apresentam formulacdes comerciais geralmente bem absorvidas
por via oral e com biodisponibilidade alta, de aproximadamente 100% (LEES et al., 2004).



Notar-se-a ao longo dessa discussdo que os farmacos mais amplamente estudados séo
aqueles utilizados simultaneamente na medicina veterinaria e humana, como o meloxicam e o
cetoprofeno. As demais drogas muitas vezes carecem de estudos mais especificos que
demonstrem suas particularidades de efeito, sendo alguns desses estudos divergentes,
escassos, restritivos e/ou pouco confiaveis.

O teste das contor¢des abdominais € usado para a avaliacdo da atividade
antinociceptiva periférica (PARVEEN et al., 2007) e para a determinacdo do potencial
analgésico de drogas, através da ID50 (SANTOS et al.,, 1998). Trabalhos anteriores
postularam que o acido acético, quando injetado por via intraperitoneal, induz a contorcdes
abdominais através de uma acao indireta, induzindo a liberacdo de mediadores enddgenos,
que estimulam os neurdnios nociceptivos sensiveis tantos aos anti-inflamatérios como aos
analgésicos opidides (FISCHER et al., 2008). A sensibilizagdo de nociceptores ocorre por
liberacdo e/ou producdo de mediadores como histamina, serotonina, bradicinina, citocinas,
Oxido nitrico e, principalmente, das prostaglandinas. Esse modelo de nocicepcdo também
induz a liberacdo de TNF-a e IL-1pB, sendo demonstrado que os anticorpos contra esses
mediadores inibem as contor¢es abdominais. Outro componente importante da dor produzida
nesse modelo sdo as quimiocinas, que medeiam a participacdo do simpatico na atividade
algica observada (VERRI et al., 2006). Entretanto, as PGS sdo os mediadores inflamatérios
mais importantes para causar a hiperalgesia, por tornar as fibras aferentes nociceptivas
potencialmente sensivel aos diversos mediadores (SANTOS et al., 1998), resultando no
comportamento das contor¢cdes abdominais dos animais. Os AINES, como o0s testados nesse
protocolo experimental, exercem seus efeitos analgésicos e anti-inflamatorios, pelo menos em
parte, devido a inibicdo da via das cicloxigenases, havendo a ndo producdo de PGs, sugerindo
que possam haver outros mecanismos que gerem o efeito antinociceptivo observado nesses
farmacos. Este teste é Util para avaliar a analgesia moderada produzidas por compostos anti-
inflamatérios (FERREIRA & VANE, 1974, BERKENKOPF & WEICHMAN, 1988;
MIRANDA et al., 2006).

Em nossos experimentos com o teste das contorcdes abdominais, todas as drogas
exibiram significante atividade antinociceptiva de forma dose dependente. Baseado na 1D50
obtida para cada um dos farmacos testados pela via oral, 0 meloxicam (0,1mg/kg) foi droga de
maior poténcia antinociceptiva dentre as testadas, uma vez que foi necessaria uma menor dose
para obtencdo do mesmo percentual antinociceptivo (ID50), seguida do flunixim meglumine
(0,4mg/kg), do firocoxibe (1,9mg/kg), do carprofeno (2,3mg/kg) e do cetoprofeno (3,6mg/kg)
(Tabela 22). Tem sido reportado que 0s receptores peritoneais locais estdo envolvidos na
resposta das contor¢Ges abdominais. Associa-se este método a liberagdo de prostandides em
geral, ao aumento dos niveis de PGE; e PGF,a nos fluidos peritoneais, assim como, produtos
da via das lipoxigenases (PARVEEN et al., 2007), relacionando-se essa atividade a uma
maior inibicdo da COX periférica, segundo demonstrado por diversos autores (BALLOU
etal., 2000; ZAKARIA et al., 2006 e ZAKARIA et al., 2007).



ID50 ID50 anti- ID50
Tratamentos antinociceptiva | edematogénica antipirética
— (mg/kg) (mg/kg) (mgrkg)
unixim
Meglumine 0,4 (2) 17,8 (3) 4,0 (4)
Cetoprofeno 3,6 (5) 3,6 (1) 3,3(2)
Carprofeno 2,3 (4) 12,3 (2) 3,6 (3)
Meloxicam 0,09 (1) - 17,8 (5)
Firocoxibe 1,9 (3) - 2,9 (1)

Tabela 22: ID50 antinociceptiva no teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido
acetico, D50 anti-edematogénica no teste do edema de orelha induzido pelo 6leo de croton e
ID50 antipirética no teste da febre induzida pelo LPS, do flunixim meglumine, cetoprofeno,
carprofeno, meloxicam e firocoxibe.

Neste mesmo modelo experimental, o cetoprofeno demonstrou atividade analgésica,
com ID50 de 1,34 mg/kg, p.o. (INOUE et al., 1994) e o meloxicam com ID50 = 7,4 umol/kg,
i.p., mostrando-se este Gltimo, 5 vezes mais potente que diclofenaco e 18 vezes mais potente
que a aspirina (SANTOS et al., 1998) . Quando administrados por via intraperitoneal, em
modelo semelhante, o CT demonstrou ID50 de 30,3 mg/kg e o MX, de 6,5 mg/kg
(MIRANDA et al., 2008), resultados estes bastante diferentes dos encontrados nesse trabalho.
Essa diferenca pode estar relacionada a biodisponibilidades para cada via de administracdo
utilizada e a pequenas diferencas no protocolo experimental. Miranda et al. (2006 e 2008)
administraram as drogas intraperitonealmente, 30 minutos antes da aplicacdo do acido acético
e contaram as contor¢Ges abdominais por 5 minutos, sendo muito questionavel a utilizagédo
desta via de administracdo para se avaliar a atividade de fa&rmacos

Assim como estamos demonstrando em camundongos, estudos revelaram que o MX tem
efeito analgésico bastante pronunciado em cées, podendo ser superior ao butorfanol ao se
mensurar a dor pos operatéria (MATHEWS et al., 2001; BUDSBERG et al., 2002).

Nao foram encontrados estudos com o carprofeno, o flunixim meglumine e o firocoxibe
no teste das contor¢des abdominais. O efeito analgésico do firocoxibe foi avaliado em estudos
clinicos, que demonstraram a eficacia deste medicamento na dor causada pela osteoartrite, em
relacdo a outros farmacos como o carprofeno (POLLMEIER et al., 2006; HAZEWINKEL et
al., 2008) e o etodolac (HANSON et al., 2006). O CP (LINDENMUTH et al., 1989; CLARK,
2006) e 0 FM (MATHEWS et al., 1996; SCHOSSLER et al., 2001) tem sido utilizados de
forma eficiente para controle da dor em medicina veterinaria, podendo o ultimo ser até mais
eficiente que alguns opiodides.

Considerando-se a formacdo do edema como parametro de avaliacdo da intensidade do
processo inflamatorio, a aplicagdo topica de 6leo de créton induz a uma resposta inflamatéria
aguda, caracterizada por edema, infiltracdo de neutréfilos, producdo de PGs e LTs e aumento
da permeabilidade vascular. O edema se forma, principalmente, pela atividade de eventos
vasculares do processo inflamatorio, como a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade
vascular, com extravasamento de proteinas e, conseqlientemente, de 4gua para manutencéo da
pressdo oncotica local (SHIN et al., 2006; ZHANG et al., 2007). A producdo do edema se
deve inicialmente a histamina e serotonina e, posteriormente, a sintese de prostaglandinas
(PARVEEN et al., 2007) e leucotrienos (ISHII et al., 1994), sendo as atividades pro-
inflamatorias deste 6leo dependentes, em sua maior parte, da formagdo do AA. Dessa forma,



tanto os inibidores da PLA,, como das vias das cicloxigenases ou lipoxigenases, assim como
os corticosterdides, sdo efetivos na supressao do edema de orelha (ZHANG et al., 2007).

O cetoprofeno (40-80mg/kg, p.o.), quando testado no modelo do edema de orelha
induzido pela aplicacdo topica de AA, produziu uma potente inibicdo da formacdo do edema
sendo este efeito reduzido quando foi realizada concomitante aplicacdo tdpica de PGE,
(PGE,: 1 pg/orelha), demonstrando que a formacgdo do edema é mediada por PGs, que séo
produzidas via COX (ISHII et al., 1994).

Nossos resultados demonstram que todos os farmacos testados foram capazes de inibir a
formagéo do edema, em maior ou menos grau. O CT foi 0 mais potente, seguido do CP e FM.
O MX e FC apesar de efetivos, ndo permitiram a determinacdo da ID50 nas doses que foram
utilizados (até 30 mg/kg), indicando a baixa influéncia sobre a inibicdo da formagdo do
edema, quando comparados com o0s demais anti-inflamatorios testados (Tabela 22). Esses
resultados séo tipicos dos inibidores de COX, como a indometacina (10 mg/kg, p.o0.), que no
mesmo modelo experimental, pode promover uma inibicdo de até 66% (DE MELO et al.,
2005). Ja a dexametasona, um anti-inflamatério esteroidal, apresentou atividade mais efetiva,
com inibicdo de até 84% na dose de 1 mg/kg, p.o. (BRAGGIO et al., 2002). Essa atividade da
dexametasona se deve a inibicdo da expressdo da COX e da LOX, além da diminui¢do na
sintese de proteinas inflamatorias pela droga.

O efeito anti-exsudativo do meloxicam foi avaliado em outro teste para atividade anti-
edematogénica, por Engelhardt et al. (1996), o ensaio da pleurisia induzida pela carragenina,
que avalia a formacdo de exsudato e a migracdo leucocitaria. Este farmaco causou uma
inibicdo dose dependente da formacdo de exsudato (4 mg/kg, p.o. - 33,2% e 8mg/Kkg, p.o. -
40,4% de inibicdo) e da migracdo de mondcitos e polimorfonucleares, sendo a atividade anti-
exsudativa mais pronunciada que a atividade antiquimiotéxica, resultados esses indicativos da
baixa atividade anti-edematogénica do meloxicam, corroborando com os obtidos em nosso
experimento. Os anti-inflamatorios esterdides, como a dexametasona, inibem tanto o volume
como a contagem de ceélulas, em doses bem inferiores (0,1 e 0,3 mg/kg, p.o.).
(ENGELHARDT et al., 1995).

N&o foi encontrado nenhum relato da atividade anti-edematogénica do carprofeno,
firocoxibe ou flunixim meglumine, em modelo semelhante ao utilizado neste trabalho.

A febre experimental é induzida pela injecdo de um pir6geno exogeno, que,
geralmente € um componente ou um produto microbiano, resultando numa resposta
inflamatdria generalizada. Na maior parte dos experimentos que estudam a febre, sdo usados
lipopolissacarideos (LPS) de bactéria gram negativas para induzir a resposta febril. O LPS é
uma endotoxina bacteriana que causa uma febre de 6 a 8 horas.

Os AINES ndo influenciam a temperatura em animais normotérmicos. Eles sdo
efetivos para a febre induzida por pirégenos (Engelhardt et al., 1995). Isso pode ser
comprovado em nossos experimentos pela relacdo temperatura versus tempo inalterada que
representa a injecdo intravenosa de salina na cauda dos ratos, apds administracdo de cada uma
das drogas (controle salina/droga), mostrando que as drogas utilizadas neste trabalho ndo sédo
capazes de causar hipotermia, garantindo que o efeito observado deve-se a atividade anti-
pirética de cada um dos farmacos testados. Em nosso protocolo experimental, o firocoxibe foi
a droga mais potente (ID50 = 2,9 mg/kg), seguido do CT (ID50 = 3,3 mg/kg), CP (ID50 = 3,6



mg/kg) e FM (ID50 = 4,0 mg/kg). O meloxicam, entretanto, apesar de efetivo, mostrou baixa
atividade antipirética quando comparado as demais drogas (ID50 = 17,8 mg/kg).

Acredita-se que o efeito antipirético seja devido, em grande parte, a inibicdo de PGs no
hipotdlamo. Durante a reacéo inflamatdria, as endotoxinas bacterianas causam a liberacéo de
pirégenos pelos macréfagos, principalmente a IL-1, o TNFa e a IL-6, que estimulam a
producdo de PGs do tipo E no hipotdlamo, que induzem a elevacdo do ponto de ajuste da
temperatura, produzindo vasoconstricdo periférica, piloerecdo e tremores para aumento da
temperatura corporal. A COX Il é particularmente importante nesse processo, visto que ela é
induzida pela IL-1, podendo assim estar implicada na producdo da febre (RANG et al., 2007;
SPINOSA et al.,, 2006; GILMAN etal.,, 2006). Entretanto, a resposta febril é bastante
complexa, pois blogueando-se uma etapa dessa resposta por uma classe de drogas como 0s
AINES, ndo se esté totalmente esclarecido até que ponto outros eventos celulares podem estar
sendo responsaveis pela permanéncia ou leve atenuacdo da resposta febril (KANASHIRO, et
al., 2008), o que pode explicar a baixa atividade antipirética do meloxicam nesse modelo.
Engelhardt et al. (2005) avaliaram a atividade deste farmaco na febre induzida por yeast,
obtendo uma diminuicdo dose dependente da temperatura, porém com baixa poténcia (ID50
para diminuicdo de temperatura de 1°C: 9 mg/kg), comparativamente, com apenas metade da
atividade obtida com o piroxicam no mesmo modelo(ID50 para diminuicdo de temperatura de
1°C: 4,5 mg/kg).

Num estudo em coelhos, onde a febre foi induzida pela aplicacdo intravenosa do LPS,
demonstrou-se 0 aumento na expressdo de PGE; no plasma e no liquido cérebro-espinhal,
durante um periodo de 5 horas, mas com pico de atividade uma hora apds a aplicacdo do
estimulo. O CT (3 mg/kg, s.c.) impediu 0 aumento no liquido plasmatico e cérebro-espinhal
de PGE; e, conseqlientemente, ndo houve aumento da temperatura (DAVIDSON et al., 2001),
corroborando com 0s nossos resultados, que demonstram potente a atividade antipirética da
droga, com dose bastante semelhante e administrada pela via oral.

O flunixim meglumine (1,1 mg/kg, i.v.) demonstrou atividade antipirética em eqinos,
apos a administracdo intravenosa de LPS (0,3 pg/kg) (DANEK, 2006). McCann et al. (2005)
demonstraram este mesmo efeito no firocoxibe, via oral, em gatos, administrados uma (0,75
mg/kg) ou quatorze (3mg/kg) horas antes da aplicacéo do LPS.

Né&o foram encontrados estudos avaliando a atividade do carprofeno ap6s administracao
de LPS.

Considerando que a analise do potencial analgésico, anti-inflamatério e antipirético da
droga isoladamente n&o define qual a melhor a ser utilizada na terapéutica, pois o anti-
inflamatdrio ideal e de escolha deve ser aquele que associe alta poténcia a uma baixa
incidéncia de efeitos colaterais, procedeu-se entdo a avaliacdo dos potenciais ulcerogénicos
destes. No terceiro dia de tratamento, com as ID50 dos farmacos obtidas no teste das
contor¢cbes abdominais, apenas o cetoprofeno e o carprofeno demonstraram atividade
ulcerogénica, ao apresentarem diferenca significativa no indice de ulceragdo quando
comparados ao grupo controle. O mecanismo para tal toxicidade pode decorrer da inibi¢do da
atividade da isoforma COX I, como ocorre com o CT, com conseqiiente diminuicdo da
producéo de PGs citoprotetoras (PGE, e PGI;). Com a falha dos processos protetores da
mucosa gastrica, ocorrem as erosdes e ulceracdes gastricas (MIZUNO et al., 1997; FRANCO
et al., 2006). Pode-se justificar o efeito observado com o carprofeno, pelo fato desse farmaco
ser um inibidor preferencial da COX IlI, podendo inibir também a COX | em doses



terapéuticas. Esta inibicdo de ambas as isoformas, freqlientemente pode resultar em danos a
mucosa do estdmago (TEGEDER et al., 2000; HAZEWINKEL et al., 2008). Segundo Lees et
al. (2004), o CP apresenta diferenca de seletividade conforme a espécie, sendo, por exemplo,
COX Il seletivo ou preferencial em cédes e gatos, COX néo seletivo em equinos e COX |
preferencial em humanos. Como nossos estudos foram feitos em camundongos, diferencas na
seletividade do carprofeno para essa espécie podem justificar sua alta incidéncia de efeitos
colaterais, quando comparado ao MX e FC, farmacos COX Il preferencial e seletivo,
respectivamente.

Porém, no sétimo dia do tratamento, ambas as drogas ndo demonstraram efeitos
ulcerogénicos significativos, resultados estes que corroboram com aqueles descritos por
Narita et al. (2005), ao utilizarem o cetoprofeno (1mg/kg, sid, p.0.) em cdes em um tratamento
cronico de 30 dias. Neste estudo, apesar de ndo haver diferenca estatistica em relacdo ao
controle, cdes do grupo cetoprofeno apresentaram lesGes gastricas, tendendo a reduzir sua
gravidade apdés um periodo de tempo, sendo que ao final do experimento, nenhum dos
animais apresentam lesdes.

Segundo Forsyth et al. (1998), em humanos, o periodo de maior risco de lesdes ocorre
horas ou dias apds a administracdo, diminuindo-se posteriormente os riscos. Esse efeito pode
estar relacionado ao desenvolvimento de tolerancia aos danos causados por essa classe de
drogas na mucosa gastrica.

A exposicdo da mucosa gastrica a aspirina pode causar lesdes severas, mas com a
aplicacdo repetida do farmaco, ocorre atenuacdo dessas lesdes, apesar da maior inibicdo da
producdo de PGE, (BRZOZOWSKI et al., 2005). Esse processo de resisténcia da mucosa e
tolerancia ao dano frequente induzido por esses agentes foi chamado de adaptacdo gastrica, e
parece nao depender da biossintese de PGs, mas sim de um aumento na producdo de fatores
de crescimento, que estimulariam a proliferacdo de células e a regeneracdo da mucosa
(BRZOZOWSKI et al.; 2005; PAPICH, 2008), Um exemplo seria o fator de crescimento
epidermal que é capaz de reduzir as ulceracGes gastricas causadas pela aspirina em ratos e em
gatos, em situacGes onde a biossintese de PGs esta completamente inibida pela administracao
da droga. A adaptacdo gastrica é acompanhada de reducdo dos neutréfilos circulantes, além de
atenuacdo da infiltracdo dessas células na mucosa gastrica, o que leva a um aumento do fluxo
sanguineo regional em humanos e animais. Esse Gltimo mecanismo é suspenso pelo uso de
inibidores da NO sintase, sem a eliminacdo do mecanismo de adaptacdo da mucosa,
mostrando que o NO contribui na manutencdo do fluxo sanguineo, mas ndo é o Unico
mediador envolvido no processo (BRZOZOWSKI et al.; 2005).

Estudos sobre adaptacéo gastrica foram feitos primeiramente em animais de laboratério,
principalmente roedores e ap6s, em cdes, mostrando que a adaptacdo gastrica ocorre em
ambas as espécies. As lesdes aparecem com o tratamento com a aspirina por 1 a 2 semanas e
se resolvem mesmo que o tratamento seja continuado. A adaptacdo a esta droga em cées €
acompanhada de aumento do fluxo sanguineo, reducdo da infiltracdo de células inflamatorias,
aumento na proliferacdo de células gastricas e regeneracdo da mucosa e aumento da taxa do
fator de crescimento epidermal (PAPICH, 2008). Segundo Dowers et al. (2006), a adaptagéo
gastrica ocorre com a administracdo repetida de outros AINES, além da aspirina, ao
observarem que as lesBes gastrointestinais ap6s administracéo oral do decaroxibe (4 mg/kg)
ou carprofeno (4 mg/kg), foram piores até segundo dia, tendo melhorado até o 5° dia,
resultados esses semelhantes aos nossos.



Num estudo da toxicidade gastrica do meloxicam (0,2mg/kg), cetoprofeno (1mg/kg) e
carprofeno (4mg/kg) em cédes, apos 28 dias de tratamento, ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos e entre estes e o veiculo, embora animais de ambos o0s
tratamentos apresentassem lesdes gastricas (Forsyth et al., 1998). Apesar desses resultados
serem diferentes dos encontrados em nosso trabalho, deve-se notar que a dose de cetoprofeno
utilizada foi mais de trés vezes menor e as dose de meloxicam e do carprofeno foram cerca de
duas vezes maiores, respectivamente. Em outro estudo, ap6s a administracdo oral diaria de
meloxicam (1 mg/kg), carprofeno (4 mg/kg), cetoprofeno ( 2mg/kg por 4 dias, apos 1 mg/kg)
e flunixim meglumine (1 mg/kg por 3 dias, com 4 dias de intervalo), por 90 dias, foram
realizadas gastroscopias antes e ap0s os tratamentos. Lesdes gastricas foram observadas em
todos os cées do grupo cetoprofeno e flunixim meglumine e, em apenas um cdo do grupo
carprofeno. O meloxicam ndo mostrou alteracdo na gastroscopia (LUNA et al., 2007). Mais
uma vez nota-se que as doses de CP e FM foram, aproximadamente, duas vezes maior que a
utilizada nos presente estudo.

Em nossa avaliagdo, o meloxicam, o firocoxibe e o flunixim meglumine néao
apresentaram alterac6e significativas no indice de ulceragdo no terceiro ou no sétimo dia dos
tratamentos. Estudos com meloxicam observaram um efeito muito menor na inibicdo da
sintese de prostaglandinas na mucosa do estdmago de ratos apos o uso da droga, do que no
exsudato inflamatorio e, adicionalmente, se verificou um aumento suave na secre¢do de suco
gastrico e na acidez géastrica, demonstrando ser o farmaco apenas um fraco inibidor da
biossintese de PGE, na mucosa gastrica, o que pode explicar a boa tolerancia do animal a
droga (ENGELHARDT et al., 1995; ENGELHARDT et al.1996). Da Silva et al. (2006)
avaliaram por endoscopia, a ocorréncia de les6es gastroduodenais em animais tratados com
meloxicam (0,05 e 0,1 mg/kg, p.o.), por 7 dias, ndo observando diferencga significativa entre
0S grupos e entre estes e o0 controle.

O firocoxibe foi um dos farmaco com menor IU tanto no 3° como no 7° dia, sendo um
dos agentes mais seguros. Ryan et al. (2006) avaliaram a efetividade e a seguranga do
firocoxibe em 864 cées, durante 40 dias, ndo sendo constatados efeitos adversos graves em
apenas uma baixa porcentagem de cdes (2,9%) que apresentaram transtornos gastrointestinais.
Hanson et al. (2006) num estudo com 249 cdes com osteoartrite tratados com a droga, por 30
dias e Steagall et al. (2007), com 6 cées higidos (5 mg/kg) por 28 dias, ndo observaram efeitos
gastricos significativos com o uso do farmaco.

A diferenca entre a dose necessaria para achar os efeitos desejados e a dose ulcerogénica
é uma importante chave terapéutica, pois o aparecimento de efeito ulcerogénico gastrico é a
dose limite para o desenvolvimento de reacGes adversas, uma vez que este é o primeiro sinal
que ocorre (ENGELHARDT et al., 1995; TEGEDER, et al., 2000). Entretanto, os achados de
diferentes métodos de investigacdo para este tipo de atividade sdo conflituosos e dificeis de
serem comparados, uma vez que diferencas no método podem afetar grandemente o0s
resultados. Além da espécie, a escala de ulceracdo depende ainda do peso do animal, da idade,
do sexo, da alimentagéo, do estresse, da dose e da freqiiéncia de administracdo, entre outros
fatores individuais (ENGELHARDT et al., 1995).

Na analise conjunta do potencial analgésico, antipirético e anti-edematogénico e
considerando as ID50, o MX foi a droga mais potente para atividade analgésica, porém possui
fraca atividade anti-edematdgenica e fraca atividade antipirética. O CT foi o mais potente para
atividade anti-edematogénica, tendo na dose semelhante, a mesma acdo para atividade
antinociceptiva e antipirética (inibicdo de 50%). O FC foi o melhor farmaco para a atividade



antipirética, tendo tambem boa atividade antinociceptiva, porém fraca atividade anti-
edematogénica. O FM e o CP tiveram boa atividade analgésica, sendo o FM mais potente,
semelhante a atividade antipirética e mediana atividade anti-edematogénica.

Na andlise do potencial analgésico juntamente com potencial ulcerogénico, temos o
meloxicam, o firocoxibe e o flunixim meglumine como os farmacos mais eficientes, pois
ambos, com doses menores, promoveram inibicdo de 50% das contor¢Ges abdominais, sendo
também os farmacos mais seguros considerando que ndo geraram alteracdes significativas na
mucosa gastrica apos trés e sete dias de tratamentos.

O mesmo se aplica ao firocoxibe, visto que este farmaco pertence a classe dos coxibes,
qgue engloba anti-inflamatérios com excelente atividade em modelos de nocicepgéo,
inflamacéo e pirexia e boa tolerabilidade gastrointestinal (CHAN et al., 1999; RYAN et al.,
2006; HANSON et al., 2006; STEAGALI et al., 2007).

Ja o flunixim meglumine, apesar de ser uma droga ndo seletiva, demonstrou potente
atividade analgésica numa dose inferior a dose terapéutica. 1sso pode explicar a baixa
incidéncia de efeitos colaterais.

O cetoprofeno e o carprofeno foram farmacos que necessitaram de maiores doses para
gerar a atividade antinociceptiva e produziram elevado grau de alteragdes/lesbes da mucosa
gastrica no terceiro dia de experimento, apesar de no sétimo dia de avaliacdo este indice
apresentar-se diminuido.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados revelam que a atividade analgésica da quase totalidade desses
farmacos independe da atividade anti-edematogénica e antipirética, tendo o CT revelado ID50
semelhantes em todos os testes farmacoldgicos, demonstrando boa atividade anti-inflamatoria,
com a inibicdo da dor, da febre e do edema. O flunixim meglumine e firocoxibe tiveram boa
acdo analgésica e antipirética, mas fraca acdo antiedematogénica. O meloxicam foi a droga
mais potente para atividade antinociceptiva, porém teve fraca acdo antipirética e anti-
edematogénica. J& o carprofeno teve boa atividade analgésica e antipirética e mediana
atividade anti-edematogénica.

A atividade ulcerogénica gastrica evidenciada teve relacdo inversa com a atividade
analgésica desses farmacos, sendo que neste modelo experimental e com ID50 do teste das
contorcdes abdominais, o meloxicam, o firocoxibe e o flunixim meglumine apresentaram
maior poténcia antinociceptiva e seguranga, comparativamente ao cetoprofeno e o carprofeno.

Dessa forma, nos ultimos anos, muito se tem investigado sobre drogas anti-
inflamatdrias, com a obtencdo de informacdes, as quais muitas divergentes, que envolvem as
atividades preferenciais desses farmacos, e que sdo de fundamental importancia para auxiliar
o clinico veterinario na escolha do AINE mais adequado. Esse estudo demonstra que ndo
existe um farmaco melhor que o outro, uma vez que todos eles apresentam vantagens e
desvantagens, cuja escolha ird depender, portanto, de inumeros fatores individuais, da
situacdo encontrada e do efeito clinico desejado.
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