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O ser humano vivéncia a si mesmo, seus
pensamentos como algo separado do resto do
universo - numa espécie de ilusdo de oOtica de sua
consciéncia. E essa ilusdo é uma espécie de prisao
gue nos restringe aos Nnossos desejos pessoais,
conceitos e ao afeto por pessoas mais préximas.
Nossa principal tarefa é a de nos livrarmos dessa
prisdo, ampliando o nosso circulo de compaixao,
para que ele abranja todos os seres vivos e toda a
natureza em sua beleza. Ninguém conseguira
alcangar completamente esse objetivo, mas lutar
pela sua realizagdo ja € por si s6 parte de nossa
liberagcdo e o alicerce de nossa seguranca
interior”.

Albert Einstein



RESUMO

As lesdes musculo esqueléticas que envolvem as articulagdes podais dos cavalos
permanecem sendo a maior causa da queda na performance atlética de cavalos de corrida.
Desta forma, o uso intra-articular de analgésicos ¢ um meio util e efetivo de aliviar os
estimulos nociceptivos causados pelas patologias articulares ou ainda causadas no pods-
cirtirgico. Objetivos: Comparar os efeitos analgésicos e reagoes sistémicas do cloridrato de
ropivacaina e do sulfato de morfina pela via intra-articular em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida. Métodos: Foram utilizados doze (12) eqiliinos higidos, sem
padrdo racial, machos ou fémeas, com idade entre 8 a 15 anos; cada animal foi utilizado 2
vezes com intervalos de 30 dias, totalizando 24 animais. A sinovite foi induzida através da
administracdo intra-articular (articulacao radio-carpica) de 0,5 ng de lipopolissacarideo (LPS)
de Escherichia coli 055:B5. Decorridos 360 minutos da administracio de LPS foram
administrados 0,01 mL/kg de solucdo salina 0,9% (grupo controle) constituindo o grupo SAL
(n=06); 0,1 mg/kg de cloridrato de ropivacaina (1%) no grupo ROPI (n=06); 0,1 mg/kg de
sulfato de morfina (1%) no grupo MORF (n=06) e 0,05 mg/kg de ropivacaina (0,2%)
associado a 0,05 mg/kg de morfina (1%) no grupo RM (n=06). A avaliagcdo da analgesia intra-
articular foi descrita através da visualizagdo do grau de claudicag¢do (1-5), utilizando-se a
escala visual numérica (EVN), bem como a escala descritiva de dor (ED). Os parametros
hematoldgicos e sinoviais foram analisados imediatamente antes da administragdo do LPS
(MO0), 6h apds a injecdo do LPS (M6) e ao final das avaliagcdes (M1440). Os parametros
clinicos foram avaliados nos seguintes intervalos de tempo: imediatamente antes da
administracdo de LPS (T-360); 6h ap6s a administragdo de LPS (MO0), 30 minutos apds a
administracao da solugdo salina ou ropivacaina e/ou morfina (M30), 90 minutos (M90), 150
minutos (M150), 210 minutos (M210), 360 minutos (M360), 720 minutos (M720), 1440
minutos (M1440) apos a administragdo da solucdo salina ou ropivacaina e/ou morfina.
Resultados: A aplicagdo da ropivacaina promoveu analgesia com rapido inicio de agdo, cujos
efeitos perduram em média por 150 minutos em tecidos inflamados. A morfina apesar de um
inicio de acdo mais lento mostrou um prolongamento dos efeitos analgésicos quando
comparado a ropivacaina. Quando em combinagdo com a ropivacaina promoveu uma
analgesia intra-articular aditiva, com rapido inicio de a¢do e analgesia de até 24h em cavalos
submetidos a sinovite experimental. Houve uma diminui¢ao significativa dos valores de
células nucleadas totais (CNT) dos grupos em estudo quando comparados ao G-SAL ao final
das avaliagdes (M1440). Conclusdes: A administracdo concomitante da ropivacaina e da
morfina pela via intra-articular ¢ uma op¢do complementar de tratamento analgésico, e
representam uma opc¢ao viavel no alivio da dor proveniente das sinovites agudas. A auséncia
de efeitos colaterais por esta via sugere que os opidides, como a morfina, podem ser uma nova
e promissora classe de agentes aplicados pela via intra-articular em doengas articulares e que
podem nos levar ao desenvolvimento de uma nova geracdo de drogas analgésicas com
possiveis potenciais antiinflamatorios.

Palavras-chave: eqliino; intra-articular; ropivacaina; morfina.



ABSTRACT

The musculoskeletal lesions that involve the joints of horses are still the major cause
of fall in performance of athletic horses. Thus, the use of intraarticular anesthesia is an easy
method of relieving articular pain. The promotion of an intra-synovial analgesia to the patient
accelerates its recovery period at the hospital, promoting a comfort period mainly after
arthroscopic surgeries, as well as controls pain coming from joint diseases. Purpose: The
purpose of this study was to compare the intraarticular analgesic effects and systemic effects
of ropivacaine and morphine in horses submitted to experimentally induced synovitis.
Methods: Twelve healthy horses, without specific breed, males and females, between 8§ and
15 years were used in this study; each animal was used twice with an interval period of 30
days, totalizing 24 treatments. The synovitis was induced using 0.5ng/joint of LPS from E.
coli 055:B5 on the left radio-carpal joint. Six hours after LPS injection it was given 0.01
ml/kg of saline (control group/n=6); 0.1mg/kg of ropivacaine 1% (ROP group/n=6); 0.1
mg/kg of morphine 1% group (MORF group/n=6) and 0.05 of ropivacaine 1% added to 0.05
mg/kg of morphine (ROP+MORF/n=6). The intraarticular anesthesia was subjectively
measured using a lameness score evaluation, numerical rating scale (NRS) and a single
descriptive scale (SDS), and by the range of motion of the affected joint. The hematological
and sinovial variables were analyzed right before LPS injection (MO0), 6h after LPS injection
(M6) and at the end of the evaluation period (M1440). Clinical variables were analyzed on the
following intervals: just before LPS injection; 360 minutes after LPS injection or at the
moment where treatments were injected (MO0); 30 minutes after treatment (M30); 90 minutes
(M90); 150 minutes (M150); 210 minutes (M210); 360 minutes (M360); 720 minutes (M720)
and 1440 minutes (M1440). Results: Ropivacaine injection promoted an analgesic effect with
fast onset of action. Its effects lasted for approximately 150 minutes in inflamed tissue.
Morphine, despite of a slower onset of action showed a longer analgesic effect than
ropivacaine. When used together promoted an additive analgesia, with fast onset of action and
analgesia covering the whole post-injection period (24hours). There was a significant
decrease on TNC in all groups when comparing to placebo (G-SAL) at M1440. Conclusions:
Intraarticular morphine and ropivacaine is an analgesic complementary treatment option and
represent a good pain relief on primary synovitis. The absence of side effects by this rout of
administration suggests that opioids, like morphine can be a new and promise class of agents
administered intraarticularly in joint diseases and that can take us to the development of a new
generation of analgesic drugs with possible anti-inflammatory effects.

Keywords: equine; intraarticular; ropivacaine; morphine



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Dados demograficos dos eqliinos utilizados no experimento.............cccceeevveerveennennne. 24

Tabela 2- Média + erro padrio da média do exame de sangue: eritrocitos (x10° céls/ul),
leucocitos (x10° céls/ul), neutrofilos segmentados (x10° céls/ul), linfécitos (x10?
céls/ul) de eqiiinos submetidos a sinovite experimental induzida através da
aplicagdo intra-carpal esquerda de LPS E. coli (0,5 ng/articulagdo) + solucao
salina constituindo o grupo (SAL); LPS+ropivacaina (grupo ROPI); LPS +
morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina (grupo
ROPIFMORE ).ttt ettt sttt e e e e e ees 37

Tabela 3 - Média + erro padrao da média do grau de efusdo de eqiiinos submetidos a sinovite
experimental induzida através da aplicagdo intra-carpal esquerda de LPS E. coli
(0,5 ng/articulagdo) + solu¢do salina constituindo o grupo (SAL); LPS+
ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina
associado a morfina (grupo ROPI+MORF).......ccccooiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 39

Tabela 4 — Média £+ erro padrao da média da escala descritiva de dor (ED) de eqiiinos
submetidos a sinovite experimental induzida através da aplicagdo intra-carpal
esquerda de LPS E. coli (0,5 ng/articulagdo) + solucgdo salina constituindo o grupo
(SAL); LPS+ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS +
ropivacaina associado a morfina (grupo ROPI+MORF).........ccccooiiiiiiiiiiiniiee 40

Tabela 5 - Média + erro padrao da média da temperatura local (°C) de eqiiinos submetidos a
sinovite experimental induzida através da aplicagdo intra-carpal esquerda de LPS
E. coli (0,5 ng/articulag@o) + solugdo salina (grupo SAL); LPS+ropivacaina (grupo
ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina
(ErUp0 ROPIFMORE)....ciiiiiiiiiee ettt s s 41

Tabela 6 - Média + erro padrdo do teste de qualidade de precipitacdo da mucina (TQPM) de
eqiiinos submetidos a sinovite experimental induzida através da aplicagdo intra-
carpal esquerda de LPS E. coli (0,5 ng/articulagdo) + solugdo salina (grupo SAL);
LPS+ ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS +
ropivacaina associado a morfina (grupo ROPI+MORF).........ccccccevviiiiiiiiniiiiiee, 44

Tabela 7 — Dados de avaliagdo da densidade e pH do liquido sinovial seguidas da
administracdo do LPS nos diferentes grupos........cccueeeueerieeriienieeniienieeiieneeesieenieens 44



Tabela 8 - Média + erro padrio da média de eritorcitos (x10° céls/ul) células nucleadas totais
(x10? céls/ul) (CNT), neutréfilos (x10° céls/ul) e monocitos (céls/ul) existentes
no liquido sinovial de eqiliinos submetidos a sinovite experimental induzida
através da aplicacdo intra-carpal esquerda de LPS E. coli (0,5 ng/articulagao) +
solucdo salina (grupo SAL); LPS+ ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina
(grupo MORF) e LPS + ropivacaina + morfina (GRM)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fluxograma dos momentos (minutos) de avaliagdo clinica e laboratorial..................

Figura 2 — Varia¢do média da temperatura corpdrea (°C) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com Sol. Salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). * Significativamente diferente dos demais grupos (Tukey’s test
[D0,05]) ettt ettt bt et ettt eh e

Figura 3 — Variacdo média da freqiliéncia cardiaca (bpm) em eqiliinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com Sol. Salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). * Significativamente diferente dos demais grupos, #
Significativamente de MO (Tukey’s test [P<0,05])...ccccvieriierieniiieiieeieeiieeeeeee e,

Figura 4 — Variagdo média da freqiiéncia respiratoria (mrm) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com Sol. Salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). # Significativamente de MO (Tukey’s test [p<0,05])......ccccvveennen..

Figura 5 - Variacao média da circunferéncia articular (cm) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com Sol. Salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combinagdo de ambas as
drogas (G-RM). # Significativamente diferente dos de MO (Tukey’s test

Figura 6 - Variagdo média da escala visual numérica (EVN) de eqiiinos submetidos a
sinovite experimental induzida através da aplicacdo intra-carpal esquerda de LPS
E. coli (0,5 ng/articulagdao) + solugdo salina constituindo o grupo (SAL); LPS+
ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina
associado a morfina (grupo ROPI+MORF)........cccciiiiiiiiiiicieeeee e

Figura 7 - Variacdo média da proteina total (g/dl) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com Sol. Salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combinagdo de ambas as
drogas (G-RM). # Significativamente diferente dos de MO (Tukey’s test

36

36

38

38

39



IL-1
TNF
LPS

LS
CETEA
SAL
ROPI
MORF
RM
PBS

EDTA
TQPM
CNT
T

t

FC

FR
TPC
CA

EVN (NRS)
ED (SDS)

EA
AAEP

ANOVA

EPM
DFM
IA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

= Interleucina -1

= Tumor Necrosis Factor (Fator de Necrose Tumoral)
= Lipopolissacarideo

= Liquido Sinovial

= Comisséo de Etica em Experimenta¢io Animal

= Salina

= Ropivacaina

= Morfina

= Ropivacaina + Morfina

= Phosphate Buffered Saline (Salina Tamponada com Fosfato)
= Potencial de Hidrogénio

= Acido Etilenodiamino tetra-acético

= Teste de Qualidade de Precipitagao de Mucina

= Células Nucleadas Totais

= Temperatura Corporea

= Temperatura local

= Freqiiéncia Cardiaca

= Freqiiéncia Respiratdria

= Tempo de Preenchimento Capilar

= Circunferéncia Articular

= Escala Visual Numérica (Numerical Rating Scale)
= Escala Descritiva (Single Descriptive Scale)

= Efusdo Articular

= American Association of Equine Practioners

= Analise de Variancia

= Erro Padrao da Média

=Dor a flexdo Méaxima

= Intra-articular



Kg
ng
mg

ml

= Kilograma

= Nanograma

= Miligrama

= Mililitro

= Microlitro

= Alfa

= Mais ou menos

= Nivel de Significancia

= Graus célsius



SUMARIO

L. INTRODUGAO ...t 15
2. REVISAO DE LITERATURA ...........cooviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 18
2.0 SINOVIEE...entieiteeitet ettt ettt ettt et et b ettt ettt et h et aes 18
2.2 LipopolissacaridCO(LLPS) ......cc.coouiiiiieiieeiieieeee ettt 20
2.3 LAQUIAO STNOVIAL...oiiiiiiiiiieie ettt et 21
2.4 Sulfato de MOTTING .....cc.eiiiiiiiiiiie e 22
2.5 Cloridrato de rOpiVACAING ........eecuieriieiieeieeite ettt eteeieesete et esebeebeeseaeeseeseaeenseennnes 23
3. MATERIAL E METODOS .......ccooooiiiiiiiiiimeeinssieseses s isesssessssesssssssas s 24
3.1 SeleCa0 dOS ANIMAIS. ....cccuvieeiiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeeseaeeestaeeessreeesseeeseeesnseeessseeennnns 24
3.2 Protocolo experimental.............ocooiiiiiiiiiiiiiiii e 25
3.3 Diluiga0 dO LPS.....ceeeeeee et 27
3.4 Coleta das AMOSIIAS .....eevuiiiiriiiiteieeit ettt ettt se et st sbe et es 27
3.5 Avaliagao 1aboratorial .............c.cocuiiiiiiiiiiii e e 28
R QAN 1 L 1o To N o1 11 (o PR 31
3.7 Andlise EStatiStiCa .......c.oiiiiiiiiiiiiiiii i 33
4. RESULTADOS ...ttt sttt ettt ettt st e bt et saeenas 35
4.1 Sinais Clinicos € hematOlOZICOS.......cecveeriieriieiiieiieeie ettt eteeree e ieeeeaeebee e 35
4.2 LAQUIAO SINOVIAL...eiiitiiiiiiiieiie ettt et et e e e 42
5. DISCUSSAO E CONCLUSAOQ ..ottt sseseenons 46

6. REFERENCIAS. ..o 53



1-INTRODUCAO

As lesdes que envolvem a articulacdes podais dos cavalos permanecem sendo a maior
causa da queda na performance atlética na industria de cavalos (TODHUNTER & LUST,
1990). Dentro destes distirbios encontram-se as sinovites primarias, normalmente localizadas
na articulagdo céarpica e metacarpo/metatarsofalangeana de cavalos jovens em inicio de
treinamento (McILWRAITH, 1987).

O processo doloroso que acompanha algumas patologias articulares em eqiiinos deve
ser abolido através da administracdo de farmacos analgésicos capazes de diminuir os
estimulos nociceptivos produzidos por estas patologias. O principio da anestesia intra-
articular ¢ simples: localizar a origem da claudicacao e abolir ou modular o processo doloroso
circunscrito a uma determinada estrutura articular (AGUIAR, 2005). O uso da anestesia intra-
articular ¢ indicada quando estruturas sinoviais e articulares especificas, como: céapsulas
articulares, bainhas tendineas, bolsas sinoviais € o 0sso subcondral sdo suspeitos de estarem
envolvidas no quadro da claudica¢ao (STASHAK, 1994).

A anestesia intra-articular ¢ Util ainda na diminui¢ao da dor pés-operatoria (BENNET
& STEFFEY, 2002), bem como no tratamento complementar de doencgas articulares
inflamatoérias cronicas (KEATES et al, 1999), evitando-se o uso excessivo de drogas

antiinflamatoérias pela via parenteral, diminuindo desta forma os efeitos colaterais produzidos
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por esta classe de droga (STEIN et al, 1999). Este tipo de anestesia consiste na supressao
momentanea da dor que provém de processos patologicos e/ou cirargicos que envolvam
estruturas articulares moles como: bainhas tentideas, capsulas articulares, ligamentos e
membrana sinovial (HALL et al 2001; STASHAK, 1994).

A analgesia pré-emptiva, peri-operatdria e pds-operatéria/traumatica pode ser
realizada de muitas formas. Porém a combinacdo de diferentes métodos analgésicos, ou
anestesia multimodal, tem provado ser muito efetiva em muitas espécies. Estas combinagdes
tém a vantagem de melhorar o grau de analgesia do paciente sem causar efeitos colaterais ao
organismo (TAYLOR, 2005; AGUIAR, 2005). O grande objetivo da administracdo de
substancias analgésicas pela via intra-articular em pacientes encaminhados a cirurgias
ortopédicas, por exemplo, ndo deveria ser a reducdo da dor pds-operatdria, mas sim a sua
prevengdo (FRANCESCHI et al, 2001).

As doencas articulares em cavalos ¢ no Homem possuem um significado social e
econdmico muito relevante; desta forma pesquisas na area e no melhoramento das técnicas
terapéuticas se fazem necessarias. Pelo fato dos cavalos possuirem doencgas articulares
(sinovites) similares aquelas encontrados no Homem, o cavalo foi escolhido como espécie
para comparagdo dos efeitos terapéuticos e analgésicos do cloridrato de ropivacaina e do
sulfato de morfina administrados pela via intra-articular como uma ferramenta terapéutica no
controle da dor. H4 a necessidade em se descobrir novas drogas que amenizem a dor articular
em eqiliinos, principalmente aqueles acometidos por uma patologia articular, ou mesmo
aqueles submetidos a cirurgias ortopédicas como artroscopias, j& muito comuns nos hospitais
e clinicas no Brasil. A promoc¢do de uma 6tima analgesia ao paciente pode diminuir muito
seu tempo de recuperagdo, diminuindo seu stress € promovendo um maximo conforto durante
o periodo pds-operatorio. A grande vantagem deste tipo de anestesia ¢ a completa analgesia

sem a perda da propriocepg¢do, ou seja ndo ha bloqueio motor do membro. Sabe-se que
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estudos realizados em humanos e caes mostram a eficacia da morfina como agente analgésico
pela via intra-articular; e o uso da ropivacaina em articulagdes de cavalos ainda ndo esta bem
elucidado por ser uma droga recentemente descoberta.

Considerando-se que as afecgdes que determinam claudicagdo sdo comuns e
representam um importante aspecto na Medicina Veterinaria Eqiiina, com cerca de 33 % das
claudicacdes devendo-se a enfermidades articulares (LEME et al, 1999), o presente trabalho
teve por objetivo avaliar os efeitos do cloridrato de ropivacaina e do sulfato de morfina pela
via intra-articular em eqiiinos submetidos a sinovite experimentalmente induzida,
determinando assim uma opc¢ao de tratamento analgésico local para eqiliinos acometidos por

uma patologia articular, ou mesmo determinando um protocolo analgésico na prevencao da

dor advinda do pds-operatdrio de cirurgias articulares.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sinovite

2.1.1 Definicao

A sinovite ¢ a inflamacdo dos tecidos moles que compdem o espago articular na
auséncia de lesdes dsseas, confirmadas através da radiografia (RUMBAUGH et al, 2004). A
este tipo de enfermidade denominamos sinovite primaria. Esta enfermidade produz alteragdes
funcionais e estruturais a membrana sinovial; estas alteragdes afetam a qualidade e a
quantidade de liquido sinovial. A sinovite primaria ¢ caracterizada pela infiltragdo de células
inflamatoérias para dentro da cavidade articular, ocorrendo neovascularizagdo, hiperplasia e

hipertrofia das células que compdem a membrana sinovial (TODHUNTER & LUST, 1990).

2.1.2 Sinais Clinicos

A sinovite ¢ clinicamente evidenciada por efusao articular, dor e diminui¢ao da flexao
articular. A dor, que clinicamente ¢ evidenciada pela claudicacdao e flexdo da articulagdo, ¢
iniciada quando estimulos térmicos, quimicos € mecanicos ativam fibras aferentes periféricas
(HALL et al, 2001). Adicionalmente a isso, a liberagdo de mediadores inflamatorios
(bradicininas, prostaglandinas e leucotrienos) diminui o potencial para a ativacao de

receptores aferentes (TODHUNTER & LUST, 1990).
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2.1.3 Alteragdes patofisiologicas

A interacdo entre o liquido sinovial e a cartilagem articular ¢ complexa. Estudos “’in
vivo’” e “’in vitro’’ sugerem que alteracdes em um destes tecidos articulares afetam
intimamente outros tecidos articulares adjacentes (SNYDERMAN, 1986). Estes estudos
indicam uma liberagdo de proteases que degradam os tecidos articulares (SAKLATVALA,
1986). A secrecdo destas proteases ¢ induzida por uma série de citoquinas produzidas
localmente por neutrofilos, macrofagos e por células sinoviais (DAYER et al, 1985). A
interleucina -1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF) t€ém contribuido para a inflamacao e
degradacao articular através da inducdo da liberagdo de proteases e por induzir os

sinovidcitos, fibroblastos e condrocitos a secretarem prostaglandina E2 (DAYER et al, 1985).

2.1.4 Sinovite experimental

Muitos sdo os modelos para se produzir a inflamacdo articular. Foi usado extrato
alcodlico da améndoa na articulacdo radiocarpal de ciaes (KEATES et al, 1999), adjuvante
completo de Freund (POZZOBON et al, 2005), particulas 4alcool polivinilico
(CORNELISSEN et al, 1998), polimeros de silicone liquido (RUMBAUGH et al, 2004) e o
lipopolissacarideo de E. coli (PALMER & BERTONE, 1994ab; FIRTH et al, 1987; EASTER
et al, 2000; TODHUNTER et al, 1998; CAMPEBELL et al, 2004) em eqiiinos.

O modelo experimental utilizado neste estudo envolveu a administragdo de
0,5ng/articulagdo de lipopolissacarideo (LPS) de E.coli, administrada assepticamente dentro

da articulacdo, a qual induz uma sinovite com sinais clinicos representativos de casos clinicos
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rotineiramente acompanhados (PALMER & BERTONE, 1994a). Doses acima de 0,5
ng/articulacdo promoveram efeitos clinicos adversos desde leve hipertermia (CAMPEBELL

et al, 2004) a endotoxemia (FIRTH et al, 1987).

2.2 Lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo ¢ uma estrutura lipidica complexa que contém em sua féormula
molecular polissacarideos e acidos graxos. O LPS ¢ constituinte da parede celular de muitas
bactérias gram negativas, como E. coli e Salmonela sp (BROCK et al, 1994). E considerado
um antigeno altamente imunogénico com habilidade de aumentar a resposta imune a
antigenos soluveis (LANDY & BAKER, 1966; ABBAS et al, 2003). As proteases liberadas
através da administracdo da endotoxina sdo responsaveis pelo dano provocado a cartilagem
articular (SAKLATVALA, 1986). A secrecdo destas proteases ¢ induzida por varias citocinas
produzidas localmente pelos macrofagos e sinovidcitos (DAYER et al., 1985). Ainda, estas
citocinas sdo especialmente importantes como mediadores da resposta inflamatéria. A
Interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral contribuem na degradagdo articular através
da inducdo de proteases e pela producdo de prostaglandina E, pelas células sinoviais e
condrocitos (DAYER et al., 1985); estas citocinas também estdo associadas com a sinovite
induzida por esta endotoxina em eqiiinos (HAWKINS et al., 1993). Durante a fase incial da
sinovite induzida pela administragao desta endotoxina, o TNF foi uma das primeiras citocinas

secretadas para o fluido articular (HAWKINS et al., 1993).
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2.3 Liquido sinovial

O liquido sinovial de uma articulagdo normal ¢ um dialisado do plasma modificado
pela produgdo de acido hialurdnico, glicoproteinas e outras macromoléculas (COLES, 1984).
Entretanto, a glicose e alguns eletrélitos também podem estar presentes no liquido sinovial,
em concentragdes similares as do plasma. As proteinas do plasma atravessam a barreira
hemato-sinovial em quantidades inversamente proporcionais ao seu peso molecular (LEME et
al, 1999).

As principais fungdes do liquido sinovial sdao auxiliar na lubrificagdo das articulagdes
e promover a nutrigdo de aproximadamente dois tercos da cartilagem articular, uma vez que
esta ¢ avascular. O liquido sinovial normal ¢ claro, viscoso, de cor amarelo-palha
(FERNANDEZ et al., 1983; HOULTON, 1994), com pH variando de 7 ¢ 7,8 (SAWYER,
1963) de acordo com a espécie, ndo contém fibrinogénio (VAN PELT, 1974), ou seja, ndo
coagula (CURTISS, 1964). Em condi¢des normais o liquido sinovial possui bom codgulo de
mucina e teste de fibrina negativo (FERNANDEZ et al., 1983; HOULTON, 1994). A
quantidade de células nucleadas varia entre 250 e 3000, com 94 a 100% de mononucleares e 0
a 6% de neutrofilos (BRINKER et al., 1986), e a concentragdo de proteinas ¢ de 2 a 2,5g/dl
(PERMAN, 1980; LIPOWITZ, 1985, BARNABE et al, 2005). O liquido sinovial (LS)
existente nas cavidades articulares pode ser considerado um fluido especializado, que reflete
alteracdes no tecido sinovial (VAN PELT, 1962) e no metabolismo intra-articular ocasionadas
por doencas (VAN PELT, 1962; 1974). Informagdes obtidas pela analise do fluido podem
indicar a natureza e a extensdo das lesdes intra-articulares e contribuir com outras técnicas
auxiliares na determinagdo do diagnoéstico de sinovites sépticas, na defini¢do do tratamento
(TEW & HOTCHKISS, 1981) e no seu acompanhamento (MOYER 1983), possibilitando

estabelecer um prognostico (TEW & HOTCHKISS, 1981).
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2.4 Sulfato de Morfina

Atualmente na medicina humana ¢ uma das drogas mais utilizadas para analgesia
intra-articular no alivio da dor pds-operatéria. (STEIN et al, 1999; FRANCESCHI et al, 2001;
GOODWIN et al, 2005; DROSOS et al, 2002).

Evidéncias mostram que os opidides, como a morfina, podem produzir efeitos
analgésicos muito potentes através da interacdo com receptores proprios nos diferentes tecidos
periféricos (SHEEHY et al, 2001; GREENE, 2002; STEIN et al, 1996). Estudos em humanos
(STEIN et al, 1991) e em caes (SAMMARCO et al, 1996; KEATES et al, 1999) indicam que
a morfina injetada pela via intra-articular em pequenas doses promovem analgesia muito
efetiva apos cirurgias artroscopicas (BENNET & STEFFEY, 2002). Keates et al (1999)
descrevem evidéncias da existéncia de receptores opidides em tecidos inflamados, permitindo,
desta forma, que estas substancias tenham um efeito periférico adequado, ou seja, o aumento
de sitios de ligagdo, achados em tecidos articulares inflamados de caes, suporta a idéia do uso
clinico da morfina pela via intra-articular no tratamento da dor causada pelas doencas
inflamatorias cronicas, bem como nas dores causadas por cirurgias ortopédicas. Likar et al
(2004) reforgam a idéia e citam que em tecidos periféricos inflamados os efeitos analgésicos
dos opidides sdo indiscutiveis. A dose de morfina intra-articular recomendada por Valverde &
Gunkel (2005) na espécie eqiiina ¢ de 0,1mg/kg. Os efeitos analgésicos desta droga sdo mais
pronunciados pela via intra-articular quando comparados a administragdo endovenosa
(JAUREGUITO et al, 2002; STEIN et al, 1999; CEPEDA et al, 1997). Contudo para Drosos
et al (2002) e Badner et al (1997) as informagdes acerca da administragdo da morfina pela via
intra-articular em pequenas doses ainda sdo inconclusivas em seres humanos submetidos a

cirurgias artroscopicas.
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2.5 Cloridrato de Ropivacaina

Os anestésicos locais sao drogas muito utilizadas na clinica médica de eqiiinos,
principalmente no diagnéstico de patologias que acometem os membros dos eqiiinos; sao
substancias que, reversivelmente impedem a propagacao de potenciais de acdo, através dos
bloqueios dos canais de sddio do axonio (MONTEIRO, 2005). Os anestésicos locais variam
muito quanto a poténcia, duracao de acdo, estabilidade, toxicidade e capacidade de penetrar
nos tecidos. Dentro deste grupo de drogas pode-se citar: a lidocaina, a bupivacaina, a
mepivacaina e a ropivacaina.

A ropivacaina, um anestésico local aminoamidico ¢ um farmaco de longa duragdo
(McCLURE, 1996). Esta substancia mostra propriedades fisicas semelhantes a bupivacaina.
Entretanto, ao contrario da bupivacaina, que ¢ uma mistura racémica, a ropivacaina ¢ um S-(-)
enantidmero puro. A ropivacaina ainda promove vasoconstricgdo nos tecidos onde ¢é
administrada, enquanto que os demais anestésicos locais promovem vasodilatacdo (HALL et
al, 2001).

Rautoma et al (2000) citam que a ropivacaina tem propriedades farmacodinadmicas e
farmacocinéticas similares a bupivacaina, porém produz menores efeitos colaterais no sistema
cardiocirculatorio e nervoso quando comparado a esta ultima. Devido a sua baixa
lipossolubilidade nos diferentes tecidos, principalmente nas fibras mielinizadas motoras tipo
alfa, a ropivacaina contribui para um retorno mais rapido da deambulagdo (menor bloqueio
motor) quando comparado aos demais anestésicos locais (WILLIAMS, 1996).

Para Harkins et al (2001) hé pouca informagao disponivel a respeito da disposi¢do, da
farmacocinética e dosagem em animais da ropivacaina usada pela via intra-articular. Doss et
al (2001) recomendam doses de 0,3 mg/kg de ropivacaina 0,2% pela via intra-articular em

estudos realizados em humanos.
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3 - MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA), da Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC, em 11 de

Novembro de 2005, conforme protocolo n® 1.28/05.

3.1 Selecao dos animais

Doze eqiiinos sem raga definida, com idades variando entre 8 a 15 anos (Tabela 1)
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, de forma que estes animais fossem
repetidos com um intervalo de trinta dias, tomando-se o cuidado para que estes mesmos

animais ndo passassem pelo mesmo grupo novamente, totalizando assim 24 tratamentos.

Tabela 1 - Dados demograficos dos eqiiinos utilizados no experimento

Grupo | Grupo II Grupo 111 Grupo IV
Salina Ropivacaina Morfina Ropivacaina/Morfina
(n=06) (n=06) (n=6) (n=06)
Idade (anos) 13+£2,68 12,66+2,65 10,16+3,37 12+3,28
Sexo (M:F) 0:6 1:5 2:4 3:3
Peso (Kg) 326,3+£3,4 348+4,6 292,16+4.,9 298,83+2,02
Altura (cm) 139,83+5,07 141,3345,31 140+5,02 140,16+3,25

Dados descritos como média + desvio padrdo
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Desta forma, os grupos foram divididos da seguinte maneira: G salina (n=6), G
ropivacaina (n=6), G morfina (n=6), G ropivacaina + morfina (n=6). Todos os animais foram
mantidos em piquetes contendo aveia, azevém e agua. Apenas no momento em que estes
fossem usados na pesquisa eram acomodados dois dias antes, em baias individuais, onde eram
alimentados com feno de alfafa e agua ad libitum.

A selecdo dos animais baseou-se na inexisténcia de doenca sist€émica (exame clinico
completo e hemograma), auséncia de claudicacdo e quaisquer alteragdes ou dor evidenciadas

ao exame clinico.

3.2 Protocolo experimental

A mensuracdo das varidveis clinicas e laboratoriais iniciou-se apds um periodo de
estabilizacao nos primeiros hordrios da manha. Para criar um modelo experimental de dor, no
qual se pudessem testar as drogas anestésicas cloridrato de ropivacaina e sulfato de morfina,

administrou-se 0,5ng/articulacio de lipopolissacarideo', cepa 055:B5 de Escherichia coli

dentro da articulagdo antebraquio-carpica esquerda dos eqiiinos, causando sinovite primaria
leve a moderada (PALMER & BERTONE, 1994a). O estudo foi realizado de forma cega pelo
avaliador clinico e laboratorial, ou seja, nenhum dos dois sabia quais farmacos estavam sendo
administrados.

Seis horas apos a aplicagdo de 0,5 ng/LPS/articulacdo (MO) instituiram-se os
tratamentos que se seguem: 0,01 ml/kg de solugdo salina 0,9% (grupo controle) constituindo o
grupo SAL (n=06); 0,1 mg/kg de cloridrato de ropivacaina® (1%) no grupo ROP (n=06); 0,1
mg/kg de sulfato de morfina® (1%) no grupo MORF (n=06) e 0,05 mg/kg de ropivacaina (1%)

associado a 0,05 mg/kg de morfina (1%) no grupo RM (n=06). As variaveis de dor (Escala

'E. coli 055:B5 — Sigma Chemical CO., St Louis, USA.
? Cloridrato de Ropivacaina 1% - Naropin — Astra Zeneca, Massachusetts, USA.
3 Sulafo de Morfina 1% - Dimorf — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil.
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Visual Numérica e Escala descritiva) foram analisadas e comparadas ao M0, que corresponde
a seis horas da indug¢ao da sinovite.

Apos tricotomia e anti-sepsia da articulagdo em estudo, a artrocentese foi realizada
com os animais em esta¢ado, utilizando-se agulha hipodérmica 40x12, seringas de 5 ml e luvas
estéreis. Para antissepsia foram utilizados iodo povidine e alcool 70%. Com o membro
anterior esquerdo flexionado, realizou-se a puncdo e coleta das amostras. O MO foi o
momento no qual a droga teste foi injetada na articulagao carpica esquerda de cada animal no
intuito de avaliar-se os efeitos das drogas nos diferentes momentos. O volume administrado
correpondeu proporcionalmente ao volume retirado de liquido sinovial de 4 ml/articulagao
(TODHUNTER & LUST, 1990). Para tanto, as doses foram ajustadas de acordo com o peso
de cada animal e acrescidas de solugdo salina para atingir o volume padrdao de 4 ml a ser

injetado na articulacao.

Figura 1 - Fluxograma dos momentos (minutos) de avalia¢ao clinica e laboratorial.

Basal T
t*
LPS A
| " | | .
M -360 MO M30 MO0  M150 M210 M360 M720 M1080 M1440

LEGENDA

(t*) periodo decorrido para indug&o da sinovite
(T**) momento da administragao dos tratamentos

Momentos em vermelho demonstram os tempos de coleta (sangue e liquido sinovial).
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3.3 Dilui¢ao do LPS

O processo de manipulagao e diluigdo do LPS foi realizado em capela de fluxo
laminar vertical sob luz ultravioleta. Utilizou-se solugo salina tamponada com fosfato (PBS*
— pH 7,4) como diluente do lipopolissacarideo. O LPS ¢ comercializado na forma de pé
liofilizado (1mg), esterilizado com raios gama. Para realizar sua reconstitui¢ao, adicionou-se
1 ml de PBS a amostra, e gentilmente agitou-se para uma melhor homogeneizagao.

Essa solucao (1000pg/ml) foi colocada em 499ml de PBS, obtendo-se uma
concentragdo de 2 ug/ml ou 2000ng/ml. Dessa solu¢ao mae retirou-se 20ul de LPS, que foram
colocados em 9980ul de PBS totalizando-se 10ml de solucdo filha na concentragdo de 4
ng/ml, em criotubos de 10 ml. Destes criotubos foram retirados 125ul de LPS adicionados em
875ul de PBS, chegando a uma concentra¢ao final desejada de 0,5ng/ml. Essas aliquotas
hiperdiluidas foram armazenadas em criotubos’ de 2 ml ¢ congeladas a uma temperatura de -

20°C, para posterior utilizagao.

3.4 Coleta das Amostras

Amostras de sangue venoso e de liquido sinovial foram colhidas da veia jugular
externa esquerda de cada animal e da articulagdo antebraquio-carpica esquerda
respectivamente e armazenadas em tubos de vacutainer’ contendo EDTA.

As puncdes venosa e articular foram feitas imediatamente antes da aplicacdo do LPS

(M-360), e subsequentemente 6 horas apds a administragdo do LPS (MO0), ou seja, no

4 Sigla em inglés para Phosphate Buffered Saline (PBS — 7,4) - One Lambda, Canoga Park, CA, USA.

> Tubos Criogénicos — 2 ml - SPLABOR - Comércio de Produtos para Laboratério LTDA, Presidente Prudente,
SP, Brasil

% Tubos para coleta de amostras - vacutainer com EDTA — BD Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil
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momento da administracdo da droga teste, ¢ 30h (M1440) apds a administracdo do LPS,
sendo imediatamente enviadas para analise hematoldgica completa, proteinas totais e
fibrinogénio; e o liquido sinovial para andlise de sua celularidade, aspectos fisicos,

bioquimicos e qualidade da precipitacao da mucina.

3.5 Avaliacao Laboratorial

3.5.1 Liquido sinovial

O exame laboratorial para liquido sinovial considerou a(o):

a) Determinagdo dos aspectos fisicos (volume, coloragdo, turbidez, viscosidade e
densidade).

b) Contagem global de células (células nucleadas totais e eritdcitos)

¢) Determinagdo dos aspectos bioquimicos (proteinas e pH)

d) Teste de qualidade de precipitagdo da mucina (TQPM)

3.5.1.1 Aspectos fisicos

O liquido sinovial (LS) foi avaliado em termos fisicos através da classificacdo do seu
volume aspirado, de sua coloragdo, turbidez e densidade .
O volume foi avaliado subjetivamente no momento da coleta, e comparado com o

volume esperado para a articulagcdo em estudo.
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As amostras foram classificadas de acordo com sua coloragdo em: amarelo claro,
amarelo escuro, castanho e vermelho. A turbidez foi classificada em: limpido, turvo,
moderadamente turvo e intensamente turvo.

A determinacdo da viscosidade foi realizada no momento da transferéncia do LS da
seringa de colheita para os tubos de vacutainer, estimando-se o comprimento do filamento

formado pela gota antes de se desprender de seu bico.

3.5.1.2 Celularidade

Foram analisadas a presenga de células nucleadas (neutréfilos, linfécitos, monocitos,
macrofagos e sinovidcitos).

A contagem das células nucleadas totais foi realizada usando-se camara
hematocitométrica de Neubauer’, utilizando solugdo salina 0,9% como diluente. A analise
citolégica do liquido sinovial passou por um processo de centrifuga¢do (1500 rpm por cinco
minutos), ¢ o sedimento utilizado para confeccdo da lamina, que foi posteriormente corado
pelo método pandtico répidog, para contagem diferencial de células e morfologia
(MAHAFFEY, 1992; TROTTER & McILWRAITH, 1996).

Foram contadas 300 a 500 células nucleadas de cada lamina, sendo classificadas no

que se refere a sua morfologia e diferenciagao.

7 Camara Neubauer espelhada — LF equpipamentos, Sio Paulo, SP, Brasil.
¥ Corante panético rapido para citologia - LB — Laborclin Ltda, Sao Paulo, SP,Brasil.
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3.5.1.3 Aspectos bioquimicos

As amostras foram processadas e analisadas segundo técnicas descritas por
(MAHAFFEY, 1992), nas quais as proteinas (g/dl) e a densidade foram determinadas por

refratometria’. O pH e a glicose foram determinados por tiras reagentes'’.

3.5.1.4 Teste de qualidade de precipitacio da mucina (TQPM)

O teste da formagdo do coagulo de mucina procedeu-se pela da adicdo de 1ml do
liquido sinovial, tomando-se o cuidado de ndo encostar a amostra na parede do tubo de ensaio,
em solucdo contendo 0,Iml de acido acético 2,5%. Deixou-se repousar, a temperatura
ambiente por uma hora. A qualidade de precipitacdo da mucina (QPM) foi classificada, de
acordo com a formacao do coagulo, em mucina de qualidade Boa (4), Regular (3), Ruim (2) e

Péssima (1), (VAN PELT, 1974).

3.5.2 Hemograma

As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos de vacutainer contendo EDTA,

homogeneizadas e enviadas imediatamente para o laboratorio para exame hematoldgico. As

amostras foram colocadas em contador eletronico de células'' para andlise do eritrograma e

? Refratdbmetro de mio BRIX — LF Equipamentos, Sdo Paulo, SP, Brasil.
10 Urofita® 10 DL — Biobras Diagnostico, Belo Horizonte, MG, Brasil.
' Contador de células eletronico — abc VET — abx Diagnostics, Montpellier, France.
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leucograma. O sangue foi posteriormente acondicionado em microtubos (75mm) de vidro e

centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos para determinac¢ao do hematocrito (Ht).

3.6 Avaliacao clinica

Os parametros clinicos: temperatura corporea (T) e local (t), freqiiéncia cardiaca (FC)
e respiratoria (FR), tempo de preenchimento capilar (TPC), circunferéncia articular (CA)
foram realizados objetivamente, de modo que o grau de claudicagdo (Escala Visual Numérica
- EVN), a efusdo articular (EA), bem como o grau de movimentagao da articulagdo (normal
ou reduzida), motilidade intestinal (normal ou reduzida), coloracdo das mucosas, dor a flexdo
maxima e dor a palpagdo (Escala Descritiva - ED), foram subjetivamente.avaliados em todos
os momentos (M-360), (M0), (M30), (M90), (M150), (M210), (M360), (M720), (M1080) e

(M1440).

3.6.1 Circunferéncia articular (CA)

A circunferéncia articular foi mensurada com fita métrica milimetradalz, baseando-se

como ponto de referéncia anatdomico o carpo acessorio, 3,5 cm abaixo deste (RUMBAUGH et

al, 2004).

12 Scrotal Tape - Lane Mfg Inc, Denver, Colorado, USA.
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3.6.2 Temperatura local (t)

A temperatura local foi avaliada nos dois membros anteriores através da utilizagao de
termdmetro infravermelho a laser sob uma distancia padrdo de 10 cm (STASHAK, 1994)". O
membro anterior direito, serviu como controle nos momentos de avaliagdo da temperatura

local para comparagdo com o membro contralateral em estudo.

3.6.3 Efusio articular (EA)

A efusdao articular (0- normal; 1-leve; 2-moderado; 3-severo) foi subjetivamente
avaliada e correlacionada positivamente com a circunferéncia articular sempre por um nico

avaliador (RUMBAUGH et al, 2004).

3.6.4 Escala Descritiva (ED) / Dor a flexio maxima / Movimenta¢ao da

articulacao

A escala descritiva de dor (ED)" foi avaliada através da palpagdo e elevacdo da
articulagio radio-carpica. A medida que o animal reagisse ao estimulo realizado eram
anotados os escores, para tanto a ED foi classificada em: 0-sem dor; 1-leve; 2-moderada; 3-

severa, segundo Rumbaugh et al,2004.

13 Termémetro Infravermelho TI-870 (-50°C a 1000°C) — LF Equipamentos, Sdo Paulo, SP, Brasil.
4 ED - Representa a sigla em inglés SDS (Single Descriptive Scale).
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A dor a flexdo maxima e a movimentacdo da articulagdo foram subjetivamente
avaliadas a medida que se flexionava a ariculagcdo radio-carpica ao maximo até a reagao de
dor por parte do animal, esta confirmada quando o animal colocava seu peso sobre os
membros posteriores. A dor a flexdo maxima e a movimentagao da articulacdo radio-carpica
foram determinadas de acordo com a reacao do animal e foram classificadas, respectivamente

em: presente/ausente e normal/reduzida.

3.6.7 Escala Visual Numérica (EVN)

O grau de claudicacio aqui denominado como Escala Visual Numérica (EVN)" foi
realizado em superficie plana e dura variando de 0 (claudicagdo inexistente) a 5 (claudicagao
obvia e sem o apoio do membro), seguindo uma escala ja existente (AAEP, 1991). Os animais
foram filmados ao trote, avaliando-se o grau de claudicacdo durante os momentos em estudo.
As imagens foram arquivadas para posterior avaliagdo e confirmacdo dos escores

determinados previamente no momento do exame.

3.7 Analise Estatistica

A andlise do liquido sinovial, bem como, do exame clinico foram realizados sem
conhecimento a que grupo de tratamento os animais pertenciam, ou seja, o estudo foi

considerado simples cego.

'S EVA - Representa a sigla em inglés NRS (Numerical Rating Scale).
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Os dados sdo dispostos como média + erro padrdao da média (EPM) e foram analisados
utilizando-se analise de varidncia (ANOVA) com medidas repetidas no tempo, em um
delineamento completamente casualizado, com seis repeti¢des. As comparagdes de médias

foram efetuadas com teste de Tukey adotando-se um nivel de significancia de 5%.
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4 - RESULTADOS

O apetite e o consumo de dgua ndo foram afetados pela sinovite induzida através da

administracdo intra-articular de LPS na dosagem utilizada.

4.1. Sinais Clinicos e hematologicos

A coloragdo das membranas mucosas, tempo de preenchimento capilar, motilidade
intestinal mantiveram-se clinicamente dentro da normalidade durante o periodo de avaliagdo,
porém a temperatura geral diferiu estatistica, porém nao clinicamente em todos os momentos
em relacao ao basal (-360) e no M210 no G-ROPI (38,2°C) quando comparado aos demais
grupos (Fig.2).

Os valores de eritrocitos e leucocitos sangiiineos, hematocrito, hemoglobina,
fibrinogénio e proteinas plasmaticas totais ndo diferenciaram estatisticamente entre os tempos
e nem entre os grupos em nenhum dos tempos (Tab. 2).

A freqiiéncia cardiaca (FC) (Fig. 3) e respiratéria (FR) diferiram estatistica (exceto no
M1080 para FC e no M720 e M1080 para FR), porém nao clinicamente (valores dentro da
normalidade para a espécie eqiliina) em todos os momentos em relagao ao basal. Houve uma
diferenca estatistica, porém nao clinica na FC entre o grupo G-ROPI quando comparados a G-
SAL e a G-RM em M0. Nao houve diferenca estatistica nos valores da FR entre os grupos em

nenhum dos momentos (Fig. 4).
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Temperatura corporea
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Figura 2 - Variacdo média da temperatura corpérea (°C) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com solucdo salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combinagdo de ambas as
drogas (G-RM). * Significativamente diferente dos demais grupos (Tukey’s test

[p<0,05]).
Frequéncia Cardiaca
bpm
50 + # # # o# #
* # #
40 1 e - —e— ropi
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Figura 3 — Variagdo média da freqiiéncia cardiaca (bpm) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com solucdo salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combinagdo de ambas as
drogas (G-RM). *Significativamente diferente dos demais grupos; # Todos os
grupos sao significativamente de MO (Tukey’s test [p<0,05]).
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Tabela 2 - Média + erro padrdo da média das células sangiineas: eritrocitos (x106 céls/ul), leucdcitos
(x102 céls/ul), neutréfilos segmentados (x102 céls/pul), linfécitos (x10° céls/ul) de cavalos
submetidos a sinovite experimental induzida através da aplicagdo intra-carpal esquerda
de LPS E. coli (0,5 ng/articulagdo) + solugdo salina constituindo o grupo (SAL);
LPS+ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina
associado a morfina (grupo ROPI+MOREF).

Células sanguineas Grupo Tempo (minutos)
-360t o** 1440

Eritrocitos SAL 7,35%0,32 7,72+0,4 7,74+0,57
(x106 céls/ul) ROPI 7,30+0,61 7,47+0,51 7,17+0,38
MORF 7,6610,43 7,8+0,38 7,3910,25

ROPI+MORF 7,20+0,47 7,16+0,32 6,90+0,36

Leucécitos

(x10° céls/pl) SAL 12,00+1,58 13,83%1,05 13,93+1,47
ROPI 10,73+0,92 13,23%1,00 12,1+0,65
MORF 11,53+1,14 12,76+1,11 11,68+1,06

ROPI+MORF 9,65+0,53 9,65+0,7 9,98+0,38

Neutréfilos SAL 6,82+1,06 7,61+0,77 7,7410,84
(x10° céls/pl) ROPI 5,98+0,59 6,05+1,06 6,80+0,68
MORF 6,26+0,84 7,78+0,91 7,2510,81

ROPI+MORF 5,88+0,72 6,03+0,81 6,22+0,5

Linfécitos SAL 3,94+0,68 3,305+0,69 3,67+0,93
(x10° céls/pl) ROPI 3,67+0,55 3,31+0,66 3,9110,76
MORF 4,49+40,62 3,92+0,27 3,8110,38

ROPI+MORF 2,93+0,47 2,81+0,65 3,15+0,63

T Momento da indugéo da sinovite; **Momento no qual instituiu-se os tratamentos descritos.

A circunferéncia articular (CA) (Fig.5) e a efusdo articular (EA) (Tab.3) alteraram
significativamente em relagao ao basal em todos os momentos, porém nao houve diferenga
estatistica entre os grupos. Os sinais de efusdo comecaram a desaparecer e foram

completamente resolvidos apos 48h da indugao da sinovite.
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Figura 4 — Variacao média da freqii€ncia respiratoria (mrm) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com solucdo salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). # Todos os grupos sdo significativamente de MO (Tukey’s test
[p<0,05]).
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Figura 5 — Variagdo média da circunferéncia articular (cm) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com solucdo salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). # Todos os grupos sdo significativamente diferente de MO
(Tukey’s test [p<0,05]).
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Tabela 3 - Média + erro padrdo da média do grau de efusdo de equinos submetidos a sinovite
experimental induzida através da aplicagcdo intra-carpal esquerda de LPS E. coli (0,5
ng/articulacdo) + solugdo salina constituindo o grupo (SAL); LPS+ ropivacaina (grupo
ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina (grupo

ROPI+MOREF).

oh' 30° 90’ 150° 210° 360’ 720’ 1080° 1440°
G-Sal 1,16+0,16 1,66+0,20#  1,83+0,00# 2,00+0,00# 2,00+£0,00# 2,00+£0,00# 2,00+0,00# 2,16+0,16# 2,00+0,00#
G-Ropi

1,66+0,22 1,83+0,25#  2,00+0,16%# 2,16+0,16%# 2,16+0,16# 2,16+£0,16# 2,16+0,16# 2,33+0,20# 2,33+0,20#
G-Morf

1,33+0,18 1,83+0,18%#  1,83+0,18%  2,00+0,00# 2,00+0,00# 2,00+£0,00# 2,16+0,00# 2,16+0,00# 2,16+0,00#
G-R+M

1,66+0,33 1,66+0,20# 1,66+0,20# 2,00+0,25# 2,00£0,16# 2,16+0,16# 2,16+0,16# 2,16+0,16# 2,33+0,20#

Valores Médios = EPM; GE (0-normal 1-leve 2- moderado 3-severo); # Significativamente diferente de MO.;
T 6 h apos aplicagdo do LPS.

A escala visual numérica de dor (EVN'®), avaliada através do grau de claudicacio
variou de 0 a 3 (claudicacdo apenas avaliada ao trote) em todos os momentos,

independentemente do grupo a que pertenciam (Fig. 6).

Escala Visual Numérica

4
35
3 i @ G-SAL
z * | m G-ROPI
oo 0 G-MORF
] 0 G-RM
05 - TEE
o ML CHT Gt
O O S D S O
NI @,\@ & &F @/\‘L&Q‘b O

Tempo (minutos)

Figura 6 — Variagcdo média da escala visual numérica (EVN) de equinos submetidos a sinovite
experimental induzida através da aplicagdo intra-carpal esquerda de LPS E. coli (0,5
ng/articulagdo) + solugdo salina constituindo o grupo (SAL); ropivacaina (grupo ROPI);
morfina (grupo MORF) e ropivacaina associado a morfina (grupo RM).

' Sigla em inglés: NRS - Numerical Rating Scale - AAEP
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As variaveis EVN e ED foram analisadas e comparadas ao MO e entre os grupos. No
G-RM todas as avaliagdes diferiram significativamente de M0, no G-MORF apenas em M30
nao houve diferenca estatistica significativa em ralacdo a M0. No G-ROPI nao diferiram do
MO os momentos M720, M1080 e M1440. No G-SAL os escores de claudica¢ao nao
deferiram do MO. Quando comparado entre os grupos, o escore de claudicagdo mostrou
diferencas estatisticas importantes. Houve diferenga entre G-ROPI e G-RM quando
comparados aos grupos G-SAL e G-MORF em M30. Nos quatro momentos subseqlientes
(M90, M150, M210 e M360) houve diminui¢do significativa do EVN entre G-ROPI, G-RM,
G-MORF quando comparados ao G-SAL; e a partir de M720 G-MORF e G-RM diferiram
significativamente dos demais grupos.

Os valores referentes a dor a palpacao (variarando de 0-s/dor a 3-dor severa) ou escala
descritiva de dor (ED'”) nos grupos G-RM e G-MOREF diferiram significativamente em todos

os momentos em relacao ao MO (Tab.4).

Tabela 4 — Média + erro padrdo da média da escala descritiva de dor (ED) de eqlinos submetidos &
sinovite experimental induzida através da aplicagao intra-carpal esquerda de LPS E. coli
(0,5 ng/articulagéo) + solugdo salina constituindo o grupo (SAL); LPS+ ropivacaina (grupo
ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina (grupo
ROPI+MORF).

Grupo  Oh' 30’ 90’ 150° 210° 360’ 720° 1080°  1440°

G-Sal 1,50+0,22  1,83+0,18 2,000 2,16+0,18 2,16+0,18 2,16+0,18  2,33+0,22#  2,00+0,33  2,00+0,33
G-Ropi 1,83£0,16  0,00£0*#  0,00£0*#  0,16=0*#  0,50+0,33*#  1,16+0,3# 1,83£0,16 1,83+0,16  1,83+0,16
G-Morf 1,66+£0,2  1,00+0,36# 0,66+0,2# 0,33+£0,2*# 0,16+0,16%#  0,00+0%# 0,00+0*# 0,00+0*# 0,00+0*#
G-R+tM 1,66£0,33  0,00£0*#  0,00£0*#  0,00£0*#  0,50+0,31*# 0,50+0,31*# 0,83+£0,3*# 0,83+0,3*# 0,86+0,4*#

Valores Médios = EPM; ED (0-s/dor 1-leve 2- moderada 3-severa) ; * Significativamente diferente dos outros
grupos; # Significativamente diferente de MO; T 6 h apds aplicagdo do LPS.

' Sigla em inglés: SDS - Single Descriptive Scale — AAEP/IVAPM



41

No G-ROPI nao houve diminui¢do significativa do escore em ralagdo a MO nos
momentos M720, M1080 e M1440. No G-SAL o escore em M720 aumentou
significativamente em relacdo a MO.

Quando comparados em M30 e M90, G-RM e G-ROPI diferiram estatisticamente dos
demais grupos. Em M150 e M210 os grupos G-ROPI, G-MORF, G-RM obtiveram uma
diminuig¢ao significativa do escore em relagdo ao grupo placebo.

Nos momentos M360, M720, M1080 e M1440, os grupos G-MORF e G-RM
mostraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao grupo G-SAL e G-ROPI.

A temperatura local aumentou significativamente 6 horas ap6s a aplicagao do LPS e se
manteve alta em GSAL e GROPI até o final das avaliagdoes (Tab. 5). Houve diminuig¢ao
significativa da temperatura local entre os grupos GMORF e GRM em relacao aos demais 18

horas apo6s a administracao dos tratamentos.

Tabela 5 - Média + erro padrdo da média da temperatura local (°C) de equinos submetidos a
sinovite experimental induzida através da aplicagao intra-carpal esquerda de LPS E.
coli (0,5 ng/articulagéo) + solugao salina (grupo SAL); LPS+ ropivacaina (grupo ROPI);
LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina (grupo

ROPI+MORF).
Membro Grupo Tempo(minutos)

Basal 0t 780 1080

(07:00) (13:00) (01:00) (07:00)
CD SAL 22.91+1,51 26,33+2,44 25,83+1,99  23,5+2,42
CE 23,16+1,43 34,08+0,45 34,7+0,76 33,58+0,72

# 0,25 7,754 8,874 10,08#
CD ROPI 22,25+1,50 25,00+2,15 23,33+1,76 23,91+2,29
CE 23,00+1,41 32,91+1,05 34,00+0,68 34,08+0,49

# 0,75 7,91# 10,67# 10,17#
CD MORF 22,25+1,33 26,44+2,18 26,66+2,38 25,16+1,96
CE 22,91+1,48 33,83+0,82 33,58+0,55 31,41+0,93

# 0,66 7,39# 6,92#* 6,254%
CD ROPI+MORF 22,91+1,89 25,66£2,68 25,76£2,24 25,83+2,01
CE 23,00£1,66 32,91+1,23 32,75+0,23 32,08+0,45

# 0,09 7,254 6,99#* 6,254%

# Significativamente diferente do Basal

* Significativamente diferente dos outros grupos

T Momento da administragdo dos tratamentos ou 6h apés a injegdo do LPS
CD = carpo direito (controle) CE = carpo esquerdo
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Em G-SAL todos os animais demonstraram dor a flexdo maxima (DFM) da
articulagdo antebraquio-carpica 6h apos a aplicagdo do LPS. Em G-ROPI um animal (16%)
demonstrou DFM 210 minutos ap6s o tratamento (MO0); 3 animais (50%) sentiram dor em
M360, e 83% dos animais sentiram dor nos momentos finais (M720; M1080 e M1440). No
G-MORF nenhum animal apresentou DFM nos momentos apos a administracdo da droga
teste, ao passo que em G-RM apenas um animal apresentou DFM a partir do M210; e um
animal apresentou DFM apenas em M1440.

Todos os animais continuaram a apoiar o peso no membro acometido no chdo durante
as 24 horas de avaliagdo, recebendo escore zero antes da realizacdo da artrocentese e este

valor retornou a nulidade ap6s 48h da indugdo da sinovite.

4.2.Liquido sinovial

O liquido sinovial apresentou padrdo inflamatorio que persistiu durante todo o periodo
de observagdo. A sua turbidez e coloragdo mudaram ao longo do estudo, independentemente
dos tratamentos. A turbidez variou de um liquido limpido e translicido a um liquido
intensamente turvo. A coloragdo variou de amarelo claro a uma coloragdo vermelha e/ou
acastanhada.

Houve um aumento significativo nos valores da densidade (Tab.7) e das proteinas
(Fig.7) totais nos momentos de coleta em todos os grupos, quando comparados a M0. Nao

houve diferenca entre os tratamentos em nenhum dos tempos estudados.
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Figura 7 — Variagdo média da proteina total (g/dl) em eqiiinos submetidos a sinovite
experimentalmente induzida por LPS e tratados com solucdo salina (G-SAL),
ropivacaina (G-ROPI), ou morfina (G-MORF), ou a combina¢do de ambas as
drogas (G-RM). # Todos os grupos sdo significativamente diferente de MO
(Tukey’s test [p<0,05]).

A qualidade de precipitacao da mucina diminuiu significativamente nos momentos de
avaliacdo do liquido sinovial em relagdo a MO e variaram de coagulo bom a coagulo péssimo

(Tab.7). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 6 -Média + erro padrédo do teste de qualidade de precipitacdo da mucina (TQPM) de equinos
submetidos a sinovite experimental induzida através da aplicacao intra-carpal esquerda de
LPS E. coli (0,5 ng/articulagéo) + solugcao salina (grupo SAL); LPS+ ropivacaina (grupo
ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina associado a morfina (grupo

ROPI+MORF).
Grupo Tempo (horas)
-360+ 0* 1440
TQPM SAL 4,00+0,0 2,66+0,33* 2,00+0,2*
ROPI 4,00+0,0 3,16£0,3* 3,00+0,51*
MORF 4,00+0,0 2,51+0,22* 2,33+0,49*
ROPI+MORF 4,00+0,0 2,33+0,2* 2,33+0,42*

* Significativamente diferente de M0O; T Momento da indugéo da sinovite; **Momento no qual instituiu-se os

tratamentos descritos; Tukey test (p<0,05). TQPM - Em ordem crescente de qualidade, onde: 4-Bom; 3-Regular; 2- Ruim;
1- Péssimo

O pH do liquido sinovial diminuiu significativamente em todos os momentos quando
comparado a M0, e houve diferenca estatistica significativa entre G-ROPI e os demais grupos
em M6 (Tab. 7).

Tabela 7 — Dados de avaliagdo da densidade e do pH do liquido sinovial seguidas da administragcéao
do LPS nos diferentes grupos.

Dose LPS Grupo Tempo Densidade pH
(ng/artic.) (minutos)
0,5 Salina -360 1,014+ 0,001 8,00 £0,00
0 1,032 £ 0,002 * 7,66 +0,10*
1440 1,036 + 0,001* 7,58 £0,15%
o 360 1,0150,001 8,000,00
Ropivacaina 0 1,035 + 0,002* 7,08 £ 0,08*#
1440 1,037 +0,001* 7,41 £0,08*
360 1,01620,002 7,91+0,08
Morfina 0 1,034 + 0,002* 7,50 = 0,18*
1440 1,037 +0,001* 7,66+ 0,16%
360 1,013+0,0008 8,08+0,08
Ropi+Morf 0 1,029 + 0,003* 7,66 +0,16*
1440 1,036 +0,001* 7,66+ 0,10%

LPS = lipopolissacarideo E.coli; CNT = Células nucleadas totais; pH = potencial de hidrogénio.

#Significativamente diferente dos demais grupos. * Significativamente diferente de MO.
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Um aumento significativo ocorreu nas células nucleadas totais do liquido sinovial 6h
ap6s a administragdo intra-articular do LPS em ralagdo a MO (Tab. 8). Houve diferenca em
M1440 entre os grupos G-ROPI, GMORF ¢ GRM em relagdo a GSAL. As células nucleadas

em sua maioria eram compostas por neutrofilos e células mononucleares.

Tabela 8 - Média + erro padrédo da média de eritrécitos(x106 céluas/pl) células nucleadas totais(x10?
céls/ul) (CNT), neutrdfilos (x10° céls/ul) e mononucleares (céls/ul) existentes no liquido
sinovial de cavalos submetidos a sinovite experimental induzida através da aplicagcao
intra-carpal esquerda de LPS E. coli (0,5 ng/articulagdo) + solugédo salina (grupo SAL);
LPS+ropivacaina (grupo ROPI); LPS + morfina (grupo MORF) e LPS + ropivacaina
associado a morfina (grupo ROPI+MOREF).

Células Grupo Tempo (minutos)
-360+ 0** 1440
Eritrocitos SAL 0,29+0,24 72+31,65* 764+253,27*#
(x106 céls/pl) ROPI 0,137+0,07 103+44,52* 277+134,37*
MORF 0,036+0,005 126+53,14* 144+72,79*
ROPI+MORF 0,23+0,09 4101224,78*# 381+£111,39*
CNT SAL 0,13+0,03 129,54+11,59* 109,04+25,45"#
(x102 céls/ul) ROPI 0,19+0,11 128,16+22,36* 91,60+21,43*
MORF 0,11+0,03 110,50+22,53* 64,85+25,22*
ROPI+MORF 0,07+0,008 130,45+33,85* 57,14+15,82*
Mononucleares SAL 108,77+24,41 7947124 ,4* 5963+21,1*
(céls/ul) ROPI 98,65+23,73 5445+21,33* 7099+33,34*
MORF 109,27+35,72 4966+24,45* 7287+23,44*
ROPI+MORF 67,14+10,9 7494+23,33* 5919+21,22*
Neutrdfilos SAL 0,023+0,01 121,5949,75* 103,07+£23,7*#
(x103 céls/ul) ROPI 0,083+0,05 122,71+21,11* 84,50+£21,6*
MORF 0,003+0,004 105,53+21,03* 57,56+£23,57*
ROPI+MORF 0,007+0,003 122,32+32,48* 51,22+13,77*

# Significativamente diferente dos outros grupos. * Significativamente diferente de TO; T Momento da indugédo
da sinovite; **Momento no qual instituiu-se os tratamentos descritos; Tukey test (p<0,05).

Os neutrofilos e as células mononucleares aumentaram significativamente apds a
inducdo, nos tempos MO e M1440, diferenciando-se estatisticamente dos valores basais.
Houve diferenca estatistica nos valores de neutrofilos no M1440 entre os grupos GROPI,
GMORF, GRM em relagdo a GSAL.

Houve aumento significativo de eritrocitos no liquido sinovial nos momentos de

analise em todos os grupos, e as médias diferiram estatisticamente do basal (MO).
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5 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os sinais clinicos de sinovite observados neste estudo reproduziram aqueles descritos
por Palmer e Bertone (1994a), que ao utilizarem o mesmo modelo de indugdo de sinovite,
obtiveram sinais clinicos semelhantes a sinovite aguda ocorrida naturalmente. Este ¢ o
principal motivo pelo qual este modelo foi utilizado, possibilitando-se avaliar desta forma os
efeitos de farmacos analgésicos como o cloridrato de ropivacaina e o sulfato de morfina no
controle da dor advinda da inflamag@o experimentalmente induzida.

Modelos que simulem doencas articulares em eqiiinos sao necessarios para se
responderem a questdes com relagdo a patofisiologia da dor articular. O uso intra-articular do
LPS dentro da articulagdo carpica em poneis e cavalos foi relatado anteriormente usando
dosagens iguais (PALMER & BERTONE, 1994a; TODHUNTER et al, 1998) ou muito
maiores do que as utilizadas neste estudo (FIRTH et al, 1987; HAWKINS et al, 1993;
EASTER et al, 2000).

Os achados deste presente estudo estdo de acordo com Palmer e Bertone (1994a), onde
se descreveu que doses de até 0,5 ng/articulacdo de LPS injetados dentro da articulagao
antebraquio-carpica foram capazes de induzir sinovite clinicamente similar a sinovite aguda,
com aumento da contagem total de células nucleadas e da proteina no liquido sinovial, e

principalmente pela presenga de dor com o apoio do membro afetado no chao. Por haverem
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similaridades entre os dois estudos, a administracdo de LPS de E.coli permite o estudo de
possiveis agentes terapéuticos no controle da dor advinda de patologias articulares.

Virios foram os achados deste estudo: a sinovite induzida ndo mostrou evidencias de
endotoxemia corroborando com Palmer e Bertone (1994ab) que utilizaram doses equivalentes.
Entretanto a analise mostra aumento significativo das células nucleadas totais do liquido
sinovial em todos os grupos 6 horas apds a aplicacao do LPS, porém esse aumento manteve-
se significativo apenas no grupo controle (placebo). Nos demais grupos houve diminuigao
significativa das células inflamatdrias ao final das andlises.

Os animais apresentaram aumento da freqiiéncia cardiaca e respiratdria quando
comparados aos valores basais, porém encontrava-se dentro dos valores normais para espécie
eqiiina obedecendo-se seu ciclo circadiano que variou de acordo com a alteracao (25 a 30°C)
da temperatura ambiente.

A auséncia de aumento da temperatura corporea apesar do aumento da temperatura local
e da contagem de células nucleadas totais do liquido sinovial (130,45x10%/mm?*- GRM) foram
similares as observadas por Palmer e Bertone (1994a) (122x10°/1) e por Campebell et al
(2004) (118,5x10*/mm?). Isto demonstra que a dose utilizada neste estudo foi efetiva para
induzir resposta inflamatéria local leve a moderada sem, no entanto causar efeitos adversos
observaveis nos exames laboratoriais.

As alteragdes bioquimicas e celulares do liquido sinovial foram observadas em todos os
grupos, e provavelmente estejam relacionadas a seguidas artrocenteses, apesar de Coppo et al.
(1988) mostrar que a repeticdo da colheita sinovial ndo altera a celularidade do liquido
sinovial, Hussni et al (1996) descrevem uma alteracdo significativa na bioquimica e

celularidade do liquido sinovial devido a seguidas artrocenteses.
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As alteragdes encontradas na coloragdo, turbidez e densidade do liquido sinovial
provavelmente ocorreram pela reagdo inflamatéria ocorrida como descrito por Tulamo et al
(1996).

O uso do membro contralateral como controle na avaliacao da temperatura local, como
descrito por Hawkins et al. (1993) mostra que houve uma progressao e, por conseguinte um
aumento significativo da temperatura ao longo do tempo.

A dose de LPS utilizada neste presente estudo causou claudicagdo leve a moderada (2-
3), 6h apos a indugdo da inflamagdo (M0). Em média houve uma variacao de 2,33 a 3 no G-
SAL, de 0 a 1,83 no G-ROPI, de 0 a 2 no G-MORF ¢ de 0 a 0,5 no G-RM durante todo o
periodo de avaliagdo. Todos os animais continuaram a apoiar 0 membro anterior esquerdo no
chao, diferentemente do que Firth et al (1987) descreveu quando utilizaram dosagens bem
superiores as descritas neste estudo. A diminui¢do significativa na média dos escores em
GROPI até¢ M360 foi considerado levando-se em conta a analise estatistica empregada, porém
clinicamente esta diminuic¢ao foi significativa apenas at¢ M 150 onde o EVN ndo ultrapassou a
escala 1. Nao houve diminuicdo na média dos escores em M30 em GMOREF pois o periodo
de laténcia da droga por esta via ¢ de até uma hora segundo Keates et al (1999).

O aumento da circunferéncia articular foi similar (até 1,7 cm em relagdo ao basal) aos
valores descritos por Palmer e Bertone (1994a) (até 1,5 cm de diferenga em relagdo ao basal)
e por Campebell et al (2004) (até¢ 1,7 cm de diferenca em relacdo ao basal) usando doses de
0,5 e 1,5 ng/articulagdo, respectivamente.

O aumento da contagem de eritrocitos que ocorreu no liquido sinovial em todos os
grupos demonstra as alteracdes causadas pelas seguidas pungdes articulares, onde a
hemorragia intra-sinovial ¢ facilmente produzida por traumas causados a membrana sinovial
inflamada (TODHUNTER & LUST, 1990). Este aumento significativo dos eritrocitos no

liquido sinovial em todos os grupos (mais pronunciado em GSAL em M1440) ao longo do



49

tempo de estudo, sugere que o efeito local do LPS fez aumentar a permeabilidade vascular
(efusdo articular) da membrana sinovial observados aqui neste estudo 6h apos a administragao
do LPS como descritos por Firth et al (1987).

O aumento da permeabilidade vascular fez com que houvesse aumento da circunferéncia
articular devido a extensa efusdo. Este aumento da circunferéncia se deve a resposta
inflamatéria mediada localmente por neutrofilos e que pode ser confirmada neste estudo pelo
aumento significativo dos neutréfilos no liquido sinovial em todos os grupos. Estes resultados
sdao similares aos encontrados por Hawkins et al (1993); resultados estes caracterizados por
aumento na contagem de neutréfilos no liquido articular, tipico de uma resposta inflamatoria
aguda.

O aumento encontrado nos valores de proteinas totais do liquido sinovial (5,30 g/dl no
G-ROPI em M30) foram observados 30h apds (M1440) a administracdo da endotoxina.
Dados semelhantes foram descritos por Palmer e Bertone (1994a) em que os valores de
proteinas totais no liquido sinovial chegaram a 5,93g/dl 12h ap6s a administragao do LPS.

A dosagem de LPS utilizada neste estudo ndo provocou mudangas clinicas significativas
nos sinais vitais e ndo foi suficiente para causar mudancas na linhagem vermelha e branca do
sangue periférico, nem nos parametros hematologicos, corroborando com o estudo realizado
por Palmer e Bertone (1994a) que utilizaram doses de até 0,5ng de LPS dentro da articulacao
carpica.

Os achados aqui estudados indicam que a administragdo intra-articular de cloridrato de
ropicavaina promoveu um alivio rapido (30 minutos) da dor gerada pela sinovite aguda,
enquanto a administracdo de sulfato de morfina, apesar de um inicio de acdo mais lento
(periodo de laténcia de 30’ a 60°) que a ropivacaina, possuiu um prolongamento dos efeitos
analgésicos por até 24h. Entretanto a combinacdo do anestésico local ropivacaina com a

morfina significativamente promoveu uma melhor analgesia, pois promoveu uma analgesia
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durante todo o periodo de avaliagdo da sinovite. Em trabalhos em humanos, Franceschi et al
(2001) relatam que a ropivacaina quando administrada pela via intra-articular apds
artroscopias da articulacdo fémoro-tibio-patelar, mostrou um inicio de agdo mais rapido do
que a morfina, corroborando o presente estudo, porém, quando comparado & morfina a mesma
duracgdo de analgesia, provocando uma analgesia que abrangeu todo o periodo pos-operatorio.
Talvez isso se deva ao fato da articulagdo em estudo nao estivesse passando por um processo
inflamatério agudo. Sabe-se que os anestésicos locais perdem sua capacidade de agao em
tecidos onde o pH difere do fisioldgico (KEATES et al, 1999). Resultados semelhantes foram
descritos por Rasmussen et al (2004), quando cita que houve diminuicao significativa da dor
articular em pessoas encaminhadas a cirurgias artroscopicas e tratados com ropivacaina e
morfina continuamente.

A presenca de receptores opidides em tecidos periféricos tem sido um tema controverso
tanto em relatos de ciéncias basicas como em relatos de literatura, entretanto sabe-se que ha
um envolvimento direto de receptores p na analgesia periférica (LEVINE & TAIWO, 1989).
Os achados mais recentes apontam a evidencia imunocitoquimica de que os receptores
opioides periféricos ndo so estdo presentes anatomicamente (STEIN et al, 1991), mas também
sao ativados em tecidos inflamados (STEIN et al, 1996, KEATES et al, 1999,
ANTONIJEVIC et al, 1995) e que medeiam os estimulos nociceptivos da inflamagao
(PARSONS et al, 1990).

No presente estudo, a ropivacaina e a morfina foram administrados seis horas apds a
inje¢do do LPS, mostrando que houve uma inibi¢do da atividade antiinflamatéria (CNT e
neutrofilos), detectada 24h apods a administragdo dos tratamentos em GMORF e GRM.

Através de experimentos piloto aguardou-se o periodo de tempo 6 horas para a aplicacio
dos tratamentos, pois esse tempo fora suficiente para criar uma inflamacao associada a dor

articular.
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Os resultados expostos podem demonstrar que a ropivacaina (MARTINSSON et al,
1997) e a morfina (KEATES et al, 1999) administradas pela via intra-articular, nas dosagens
aqui relatadas, produziram diminui¢do da atividade inflamatoria. Nenhum dos pacientes
desenvolveu reagoes sistémicas de intoxicacao ou efeitos colaterais devido a administragcao
das drogas aqui estudadas, informagdo esta que corrobora com Doss et al (2001). A
administracao intra-articular de 0,5 ng de LPS neste modelo experimental de inflamagdo
articular criou uma transitoria inflama¢do com aumento das células nucleadas totais no
liquido sinovial, bem como na concentracdo da proteina total associados com alteracdes
fisicas e bioquimicas, e efeitos clinicos suficientes para se testar os farmacos aqui testados. A
aplica¢do clinica de cloridrato de ropivacaina 1%, um novo anestésico local, promoveu
analgesia rapidamente com efeitos que perduraram em média até 150 minutos em tecidos
inflamados. A morfina apesar de um inicio de acdo mais lento mostrou um prolongamento
dos efeitos analgésicos quando comparado a ropivacaina. Quando em combinagdo com a
ropivacaina promoveu uma analgesia intra-articular com répido inicio de ac¢do e analgesia de
até 24h em cavalos submetidos a sinovite experimental.

Apesar do seu custo ser mais elevado que o da morfina, a ropivacaina mostrou ser um
anestésico seguro, com rapido inicio de a¢do, porém com curto efeito analgésico em tecidos
inflamados. A administragdo concomitante da ropivacaina e da morfina pela via intra-
articular ¢ uma op¢ao complementar de tratamento analgésico, e representam uma op¢ao
viavel no alivio da dor proveniente das sinovites agudas. A auséncia de efeitos colaterais por
esta via sugere que os opidides, como a morfina, podem ser uma nova e promissora classe de
agentes aplicados pela via intra-articular em doengas articulares e que podem nos levar ao
desenvolvimento de uma nova geragdo de drogas analgésicas e com possivelmente grande
potencial antiinflamatério. Porém, sdo necessarios mais estudos clinicos destas duas classes

de drogas pela via intra-articular na espécie eqiiina, verificando a a¢do da ropivacaina e da
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morfina em tecidos ndo inflamados; e em particular a administragdo continua de morfina pela
via 1.a necessita ser mais bem investigada em casos de processos dolorosos articulares

cronicos.
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