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RESUMO

A osteoartrite (OA) e a artrite reativa (ReA) séo artropatias
que apresentam importante impacto social, médico e econdmico
mundial, devido a dor incapacitante que se desenvolve como
principal sintoma. Recentemente, devido ao grande nimero de
efeitos adversos observados com o uso de analgésicos e anti-
inflamatérios administrados para o tratamento das doencas
articulares, o tramadol foi proposto como analgésico de primeira
escolha em diferentes condicdes musculoesqueléticas por
fornecer analgesia multimodal e com melhor perfil de seguranca
gue opioides convencionais. A escolha de um analgésico com
minimos efeitos colaterais, aliada a administracdo pela via
intratecal, que permite a modulag&o da transmiss&o nociceptiva ao
nivel espinhal, pode ser um tratamento com significativas
vantagens. O presente estudo objetivou demonstrar o efeito
analgésico e antiedematogénico do tramadol administrado pela via
intratecal no modelo de OA induzida por iodoacetato monossodico
(MIA) e ReA induzida por carragenina/LPS. Os resultados
demonstraram que a administracéo intratecal de tramadol reduz a
incapacitagdo e o edema articular induzidos pelo MIA e LPS,
confirmando o efeito antinociceptivo do tramadol evidenciado em
outros modelos de dor e testes clinicos. Foi também proposto que
este analgésico pode inibir o processo inflamatorio, contudo, os
mecanismos exatos da ac¢do do tramadol na medula espinhal
ainda ndo estdo completamente elucidados. O tramadol foi capaz
de inibir a nocicepgdo e o edema articular nos modelos de OA e
ReA, sugerindo que este farmaco pode ser efetivo no tratamento
de artropatias como a OA e a ReA. Até onde é de nosso
conhecimento, este trabalho é o primeiro a relatar o efeito
simultdneo antinociceptivo e antiedematogénico do tramadol
intratecal em modelos de OA e ReA. Além disso, este estudo
demonstra que a administracdo do tramadol pela via intratecal
pode ser uma alternativa ao tratamento pela via oral nas
artropatias, proporcionando melhor eficacia e reducdo da
guantidade de farmaco necessaria para o efeito analgésico.

Palavras-chave: Artrite, edema, intratecal, tramadol.






ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) and reactive arthritis (ReA) are both
threatening kinds of arthropaties which bring significative social,
medical and economic burden, mainly due to the incapacitating
pain among a multitude of symptoms. Recently, tramadol has been
proposed as a first choice analgesic in several musculoskeletal
diseases for its analgesic features associated with a lower side-
effects profile than conventional analgesic and anti-inflammatory
drugs. In addition, the use of intrathecal route for drug
administration may even enhance the analgesic effects with further
protection against systemic side-effects. The aim of the present
study was to test the analgesic and anti-edematogenic effects of
tramadol given by the intrathecal route in the monosodic
iodoacetate (MIA) and carrageenan/LPS models of arthritis in rats,
as an approach of osteoarthritis and reactive arthritis, respectively.
Tramadol diminished both incapacitation and articular edema
produced by MIA and LPS confirming its analgesic effect and also
evidencing an anti-edematogenic property when given by
intrathecal route. Such effects were obtained with doses at least a
hundred times lower than systemic doses. In conclusion, tramadol
given by intrathecal route was suggested to produce a better
overall therapeutic effect than systemic administration, at least in
the present experimental arthritis models. The lower doses needed
to obtain such therapeutic effects also suggest the risk of systemic
side-effects is lesser than that expected with oral or intravenous
dosages.

Keywords: Arthritis, edema, intrathecal, tramadol.
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INTRODUCAO
1.1 DOENCAS ARTICULARES

As condicbes musculoesqueléticas compreendem
mais de 150 doencas e sindromes que séo frequentemente
progressivas e associadas a dor. Sao classificadas como
artropatias, incapacidade fisica, desordens espinhais e
condicdes resultantes de traumas. Dentre as alteragfes com
maior impacto na sociedade, incluem-se a osteoartrite, a
artrite reumatoide, as espondiloartropatias (artrite reativa), a
osteoporose, as desordens espinhais e o trauma em
membros (Who, 2003). A osteoartrite € a forma mais
prevalente, chegando a acometer 30% da populacéo adulta,
a artrite reumatoide cerca de 1% e as artrites reativas,
pertencentes ao grupo das espondiloartropatias, 0,5% da
populacdo mundial (Helmick et al., 2008; Tobon et al., 2010).

Essas condi¢Bes representam crescente impacto social,
médico e econbémico mundial, refletindo na causa mais
comum de dor e incapacidade fisica (Brooks, 2006).

1.1.1 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) é a forma mais comum de
doenca articular, caracterizada pela alteragéo funcional das
articulagbes sinoviais resultante de eventos mecéanicos e
biolégicos que interferem na homeostase das células da
matriz extracelular (MEC) da cartlagem e do o0sso
subcondral (Sharma et al., 2006).

Fatores de risco como género, idade, trauma,
genética e obesidade contribuem para iniciar o processo de
lesdo nos diferentes componentes da articulagcao
(Krasnokutsky et al., 2008). Clinicamente, a doenca é
caracterizada por dor crbnica articular associada a
crepitacao, rigidez e limitagdo de movimentos, com eventual
efus@o articular e graus varidveis de inflamacéo local
(Altman et al., 1986).
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Comumente considerada uma patologia
degenerativa caracteristica do envelhecimento, na era
gendbmica a OA pode ser classificada como doenca
inflamatdria, caracterizada pela liberacdo e ativacdo de
mediadores celulares téxicos que promovem lesao tecidual,
resultando em alguns sinais classicos da inflamag¢&o como
a perda da funcéao (Attur et al., 2002).

Embora a cartilagem articular tenha grande
importdncia no estudo da OA devido a significativa
destruicdo que ocorre no tecido cartilaginoso e a quantidade
de processos hiolédgicos nela ativados, a OA é considerada
uma patologia de toda a articulagéo, incluindo alteracdes no
0sso0 subcondral, ligamentos, capsula e membrana sinovial,
evoluindo para a incapacitacdo articular (Martel-Pelletier et
al., 2016).

A sinovite, caracterizada por hiperplasia da sinévia e
infiltrados de linfécitos T e B, € uma caracteristica comum
da OA e ocorre desde as fases iniciais da doenca; acredita-
se que secundaria a liberacdo de fragmentos da MEC da
cartilagem no liquido sinovial resultando na liberacdo de
mediadores inflamatérios e consequente degradacdo da
cartilagem articular, gerando um ciclo ininterrupto (Martel-
Pelletier, 2004). Condrécitos disfuncionais e danos na
cartilagem possuem papel fundamental no desenvolvimento
da inflamacéo sinovial (Martel-Pelletier et al., 2016). Os
condrécitos presentes na articulacdo com OA liberam
mediadores inflamatérios capazes de iniciar e perpetuar a
lesdo tecidual (Attur et al., 2002). Citocinas pro-
inflamatdrias, como a interleucina-13 (IL-1B), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e IL-6 podem ser detectadas no
liguido sinovial, na sindvia e na cartilagem de pacientes com
AO, enquanto estdo ausentes em articulacdes saudaveis
(Kapoor et al., 2011). As IL-1B e TNF-a s&do potentes
reguladores de processos catabdlicos nos condrocitos e
células sinoviais, estimulando enzimas proteoliticas como
as metaloproteinases (MMP), que tem como alvo o colageno
tipo I, entre outros substratos (Troeberg e Nagase, 2012;
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Moon e Beier, 2015). No entanto, o papel exato destas
citocinas na patogénese da AO ainda deve ser estabelecido
(Martel-Pelletier et al., 2016).

Mais recentemente, estudos mostraram outros
fatores implicados na patogénese da OA além do processo
proteolitico. A cartilagem é um tecido avascular e aneural, 0
que torna a regulacéo energética celular importante para a
sobrevivéncia do condrécito. O oxigénio esta disponivel
através de difusdo simples pelo liquido sinovial ou 0sso
subcondral, por conseguinte, existem condrocitos em
hipdxia que necessitam de um mecanismo especifico para
a sobrevivéncia nestas condi¢gbes. O fator de transcrigdo
induzivel por hipoéxia 2 a (HIF-2a) é um mediador implicado
na patogénese da OA, associado a destrui¢cao da cartilagem
através da inducdo de IL-6 e aumento da expressado de
enzimas proteoliticas (Schipani, 2005; Ryu et al., 2011). A
avascularidade da cartilagem também possui efeitos
profundos na disponibilidade de nutrientes para o0s
condrécitos. A autofagia € um mecanismo para a
sobrevivéncia dos condrécitos durante  demandas
metabolicas alteradas, também associada a patogenia da
OA (Caramés et al., 2010; Moon e Beier, 2015).

1.1.2 Artrite reativa

A artrite reativa (ReA) esta inserida no grupo das
espondiloartrites (EpA), que constituem nas doencas
musculoesqueléticas de origem imunolégica e que afetam
predominantemente o0 esqueleto axial, podendo também
acometer as articulacbes periféricas, tenddes e insercdes
ligamentares (enteses). O conjunto das EpA compreende a
ReA, a espondilite anquilosante, a artrite psoriasica, as
espondiloartrites indiferenciadas e as artrites associada as
doencas inflamatérias do intestino (Rudwaleit, 2010).

A prevaléncia das EpA varia de 1 a 1,4% da
populacdo mundial, dependendo da regido geogréfica
estudada (Ehrenfeld, 2010). De acordo com estudos
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populacionais, a incidéncia anual da ReA é de 0,6 a 27
casos em 100.000 adultos (Hannu, 2011) e alguns estudos
vem demonstrando que as EpA podem ser mais prevalentes
do que tem-se estimado, possuindo um claro impacto sdcio-
econdmico (Braun et al., 2002).

A ReA é caracterizada por um episédio artritico
agudo, periférico e asséptico, desenvolvendo-se de 1 a 4
semanas ap6s uma infeccdo primaria extraarticular. O termo
reativa, refere-se ao desenvolvimento da artrite apds
infecgcdo bacteriana, geralmente em trato gastrintestinal por
bactérias Gram negativas (Shigella, Salmonella, Yersinia ou
Campylobacter) ou no trato genitourinario por Clamydia
trachomatis, ndo havendo uma especificidade clara para o
fator desencadeante da doenca (Breban et al., 2000; Appel
et al., 2004). Foi demonstrado que antigenos bacterianos
difundem-se para a articulagéo, possivelmente dando inicio
a resposta local (Granfors et al., 1989).

De fato, as bactérias que causam ReA possuem em
sua membrana lipopolissacarideos (LPS), que foram
detectados em células do fluido sinovial de articulagcdes
afetadas por ReA (Granfors et al., 1990), sugerindo
importante papel na patogénese da doenca devido a
patogenicidade que confere a bactéria e sua modulagao no
sistema imune através da ativacdo policlonal de células
linfoides, ativacao de macréfagos, entre outras (Sieper et al.,
2000). Em modelos animais, a administra¢do de LPS intra-
articular representa um importante estimulador de
macroéfagos, levando a sintese e liberacao de citocinas pré-
inflamatorias (p. ex., TNFa, IL-1 e IL-6), resultando em um
processo artritico agudo de curta duragdo (Stimpson et al.,
1987). Sugere-se que um ambiente imunoldgico especifico
em pacientes com ReA, poderia dificultar a eliminagdo de
bactérias no foco primario de infec¢éo, aumentando assim a
possibilidade de migracdo dos componentes bacterianos
para as articulacdes (Appel et al., 2004).

Existe também importante associagdo das EpA com
um alelo do complexo de histocompatibilidade maior (MHC)
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classe-l, o antigeno leucocitario humano B27 (HLA-B27). A
positividade ao HLA-B27 é considerada um marcador de
risco para o desenvolvimento de artrite e também para o
envolvimento do esqueleto axial e maior agressividade da
doencga (Leirisalo-Repo, 2005; Hamdulay et al., 2006). No
entanto, existem outros fatores com impacto sobre o inicio
da doenca, como os fatores ambientais e outros fatores
genéticos, incluindo outros alelos do MHC (Wagener et al.,
1984; Brown et al., 1998; Londono et al., 2015). Novas
tecnologias estdo permitindo o diagnéstico precoce e exame
mais especifico de susceptibilidade a doenca, que ressaltam
a natureza poligénica das EpA (Cortes et al., 2013).

A sindrome clinica é caracterizada por artrite,
uretrite, conjuntivite e lesées mucocutaneas. E uma doenca
multissistémica desencadeada pela resposta imune do
hospedeiro apdés exposicdo a um antigeno. As
manifestagdes clinicas iniciais podem durar 5 meses e apés
este periodo, a ReA ter remissdo completa. No entanto, em
mais da metade dos pacientes acometidos os sintomas
musculoesqueléticos persistem por mais de um ano.

A doenca pode se manifestar de forma localizada e
leve ou de forma grave e multissistémica. O envolvimento
articular varia desde monoartrite transitoria até poliartrite
com acometimento axial. A manifestacdo clinica mais
comum € a presenca de oligoartrite aguda e assimétrica dos
membros inferiores, principalmente joelhos, calcanhares e
articulagbes metatarsofalangianas (Figura 1) (Hamdulay et
al., 2006).
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Figura 1: llustracdo comparativa das caracteristicas
anatomofisiolégicas de articulacdo saudavel, com
osteoartrite e artrite reativa. Na articulacdo saudavel,
observa-se 0s componentes articulares inalterados. Na
osteoartrite, ocorre principalmente a degeneracdo da
cartilagem, ocorrendo a reducé@o do espaco intra-articular.
Na artrite reativa, ocorre principalmente a inflamacao da
membrana sinovial e consequente edema articular.
Modificado de MedicinaNet, Inc.

1.1.3 Dor inflamatéria nas artropatias

A dor é a manifestagdo clinica mais importante e
incapacitante nas artropatias (Felson, 2005). Apesar da
cartilagem articular ndo ser inervada, foi demonstrada a
presenca de fibras nervosas aferentes na capsula articular,
sindvia, periésteo, osso subcondral, ligamentos e tenddes
préoximos a articulagdo, sugerindo que danos em qualquer
porcdo da estrutura articular podem estimular esses
aferentes nociceptivos, provocando dor (Schaible e Grubb,
1993) .

A articulacdo é inervada por quatro tipos diferentes
de fibras nervosas; fibras do tipo | e Il (AB) de maior
didmetro, fibras do tipo Ill, (Ad) pouco mielinizadas, e do tipo
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IV (fibras C), ndo-mielinizadas. As fibras AB sdo os
mecanoreceptores de baixo limiar e estdo associadas ao
movimento ndo-nocivo (Grubb, 2004). As fibras Ad e C, sdo
0S nociceptores primarios, ativados por movimentos nocivos
ou manipulacdo da articulacdo. Quando estimulados, os
neurdnios aferentes primérios articulares fazem sinapse
com neur6nios secundarios no corno dorsal da medula
espinhal através da liberacao de neurotransmissores, como
0 peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e a
substancia P (Felson, 2005), conduzindo a informacéo até o
sistema nervoso central (SNC) supraespinal, onde sera
interpretada no cortex como sensacéo de dor (Millan, 1999).
No entanto, na presenca de inflamacédo articular,
comum nas artropatias, ocorrem importantes alteracdes na
funcdo do sistema nervoso, denominadas de
neuroplasticidade. Este fenbmeno ocorre perifericamente
por reducdo do limiar de ativagdo dos nociceptores e
centralmente, pela responsividade aumentada da medula
espinhal aos estimulos sensoriais (Schaible, 2007). Como
consequéncia, ocorrem manifestacdes conscientes como
aumento da intensidade de resposta a estimulos nocivos
(hiperalgesia) ou aumento da sensibilidade a estimulos ndo-
nocivos (alodinia). Durante o0 desenvolvimento da
inflamacéo, as fibras AR respondem de forma aguda e
transitoria durante a manipulagdo articular, que cessam
dentro de poucas horas. Em contrapartida, as fibras Ad e C
podem demonstrar atividade espontanea na auséncia de
manipulacao articular e resposta exagerada a manipulacao,
como na extenséo e rotacao da articulagédo (Grubb, 2004).
A hiperalgesia inflamat6ria ocorre pela participacéo
dos mediadores inflamatorios liberados diretamente pelas
células danificadas pela les@o tecidual articular ou pelo
reconhecimento de um elemento estranho ao organismo
pelos macréfagos (Ferreira et al., 2009). Embora as células
do sistema imune sejam consideradas como fonte priméria
de citocinas, estas também sdo produzidas por outros tipos
celulares, como os condrdcitos e os sinovidcitos (Pelletier et
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al., 2001). Deste modo, na sindévia inflamada, mondcitos e
sinovidcitos tipo A (macréfagos) e tipo B (fibroblastos) tem
sido apontados como produtores de grandes quantidades
de citocinas, principalmente as pré-inflamatorias (TNFa e IL-
1B). Entretanto, o papel das células T (linfécitos T helper
CD4+; ThO, Thl e Th2) e suas citocinas na fisiopatologia de
diferentes artropatias, ainda ndo esta claro (Steiner et al.,
1999). Além disso, o padrdo de secrecao de citocinas pode
ser distinto nas diferentes artropatias. Na ReA ocorre a
expressao de citocinas tanto Thl (Interferon gama - INF-y)
guanto Th2, com altos niveis de IL-4 (Appel et al., 2004). Ja
em articulagbes osteoartriticas, demonstrou-se intensa
expressao de prostaglandinas, IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-8 em
condrécitos e na matriz da cartilagem (Pelletier et al., 2001).

As citocinas sdo0 o0s principais mediadores
inflamatérios que induzem e mantém o0s processos
patolégicos como a artrite e a OA. Ademais, desempenham
papel importante no sistema nociceptivo, sendo também
consideradas como mediadores da dor (Schaible, 2014).
Estudos em modelos experimentais (Boettger et al., 2008) e
em pacientes (Hess et al., 2011) demonstraram que a
neutralizacdo de citocinas em processos artriticos pode
reduzir a nocicepcao rapidamente, antes da atenuacgdo da
doenca ser documentada, sugerindo que algumas citocinas
tem papel direto na geragdo e manutengdo da dor. De fato,
as citocinas contribuem indiretamente para a nocicepgéo
através do estimulo inflamatério que provoca a liberacdo de
mediadores que atuam sobre os neurdnios, bem como
diretamente, atuando sobre os préprios neurdnios (Schaible,
2014).

Mediadores inflamatérios como a prostaglandina e
as aminas simpaticas (como por exemplo, a noradrenalina),
provocam modificacdes moleculares que sensibilizam os
nociceptores através da interacdo com receptores celulares
acoplados a proteina G na membrana neuronal,
estimulando vias de sinalizagdo intracelular (como a da
adenosina monofosfato ciclico — AMPc e das proteinas
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quinases A — PKA e C — PKC). A ativacao dessas proteinas
guinases altera o limiar de ativacao de canais ibnicos, como
os de sodio (Na*), de potassio (K*) e de célcio (Ca*?),
presentes na membrana. Tais modificagbes induzem
alteracdo nos potenciais de repouso e reducao do limiar de
ativacdo da membrana, facilitando a acdo de estimulos
anteriormente indcuos (Ferreira e Nakamura, 1979; Ferreira
et al., 2009).

Essas alteracbes nos nociceptores resultam no
desencadeamento de uma resposta tecidual com dor,
caracteristica da resposta inflamatéria aguda, como
observada na ReA e no inicio da patologia da OA.
Entretanto, a dor periférica que se cronifica devido a
persisténcia do processo patoldgico, pode ocasionar a
sensibilizacdo de neurbnios centrais da via nociceptiva e
mesmo de centros associados a percepcao da nocicepcao,
causando a amplificacdo do estimulo periférico e
consequente dificuldade na terapéutica da dor inflamatéria
cronica (Ferreira et al., 2009), como ocorre na OA. Neste
contexto, o estado de dor pode refletir ndo apenas o
processo da patologia na articulacdo, mas também o
impacto direto das citocinas no sistema nervoso, sugerindo
gue as citocinas podem induzir alteracdes nas fibras
nervosas a longo prazo (Deleo et al., 1996; Sommer et al.,
1998).

1.1.4 Tratamento das artropatias

As doencas articulares sdo responsaveis por
significativo nimero de consultas em unidades de salde e
principal indicacdo de prescricdo de medicamentos (White
et al., 2008). Os principais objetivos no tratamento séo
reduzir os sintomas, minimizar a incapacidade funcional e
limitar a progressao das alteracdes estruturais (Pelletier et
al., 1999).

Os tratamentos atuais visam aliviar os sintomas das
artropatias através de medidas ndo farmacolégicas (p. ex.
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exercicios e mudanca no estilo de vida); tratamento
farmacolégico (p. ex. analgésicos, anti-inflamatérios néo
esteroidais e farmacos modificadores da doenca) e
tratamento invasivo (p. ex. injecdes intra-articulares e
artroplastia) (Kiltz et al., 2009; Bruyére et al., 2016).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) orais
séo utilizados no controle da dor inflamatéria presente nas
artropatias, no entanto, sdo heterogéneos em termos de
perfl de seguranca gastrointestinal e cardiovascular
(Bruyeére et al., 2016). Com base nos eventos envolvidos na
sensibilizacdo dos nociceptores durante 0 processo
inflamatorio, os AINES séo classificados como farmacos
gue previnem esta sensibilizacdo através da inibicdo da
sintese de mediadores hiperalgésicos (Ferreira et al., 2009).
De modo geral, a acdo farmacoldgica deste grupo esta
relacionada a inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX),
principalmente em nivel periférico, bloqueando a cascata do
acido araquidbnico e, consequentemente, a producédo de
prostanoides e leucotrienos (Vanegas e Schaible, 2001).
Entretanto, o uso continuo destes farmacos causam graves
danos gastrintestinais, levando ao tratamento ineficiente por
desisténcia (Mckenna et al., 2001). A COX-1 é classificada
como constitutiva e desempenha importante papel
fisiolégico no controle da liberagdo de suco gastrico,
participando da protecdo da mucosa géstrica, funcdo renal
e funcdo plaquetaria. JA& a COX-2 € expressa
constitutivamente em diversos tecidos, incluindo SNC,
0SSO0S € rins e esta presente de forma indutiva apoés injUrias
teciduais, contribuindo para o processo inflamatério e
hiperalgesia (Vanegas e Schaible, 2001). Os AINES com
inibicdo seletiva da COX-2 tornaram-se uma alternativa
mais segura quanto aos efeitos colaterais gastricos, mas
ainda apresentam efeitos nocivos cardiovasculares (Ferreira
et al., 2009).

Os farmacos modificadores de doenca (DMARD)
séo indicados para o tratamento das artrites por reduzirem
0s sintomas e retardarem a progressao da doenca (Singh et
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al., 2016). Apesar de demonstrarem ser uma alternativa aos
AINES no tratamento da ReA, efeitos colaterais como
ulceracgdo oral, alteracdes gastrointestinais, hepatotoxidade
e anormalidades hematoldgicas podem ser observadas com
0 uso dos DMARD nao biolégicos como o metotrexato,
leflunomide e sulfassalazina (Alcorn et al., 2009).

Os DMARD biolégicos sdo uma classe de drogas
terapéuticas que tém como alvo diferentes mediadores
envolvidos na patogénese de doencas, dos quais, 0S
primeiros biossimilares foram aprovados pela EMA (Agéncia
Europeia de Medicamentos) em 2013 (Beck e Reichert,
2013) e mais recentemente pelo FDA (Food and Drug
Administration) (Traynor, 2016). Estes farmacos, como o
etanercept, infliximab e anakinra, bloqueiam seletivamente
as citocinas TNF-a e IL-1, importantes mediadores proé-
inflamatérios nas artrites, tornando a abordagem a essas
doencas inflamat6rias muito mais especifica (Suresh, 2010).
Estudos demonstraram a eficicia do tratamento de artrite
com DMARD sintéticos convencionais e hioldgicos
(Klarenbeek et al., 2011; Inui e Koike, 2016). No entanto, 0s
DMARD biolégicos possuem a desvantagem de aumentar o
risco de infecgbes, quando comparados aos DMARD
convencionais. Ademais, ainda apresentam alto custo de
aquisicdo e necessitam de mais estudos para estabelecer
riscos a longo prazo (Raffeiner et al., 2009).

Recentes orientagbes de sociedades médicas
profissionais para o tratamento da dor musculoesquelética
recomendam o uso de AINE apenas em circunstancias
rigorosamente definidas, na menor dose e tempo mais
reduzido possivel de tratamento. Essas diretrizes recentes,
elevam o foco para o uso de opioides, ainda subutilizados,
embora muito eficazes e de baixa toxicidade. O tramadol é
considerado como primeira escolha de analgésicos em
muitas artropatias por fornecer analgesia multimodal, eficaz
na dor nociceptiva e neuropética, e com melhor perfil de
seguranga que opioides convencionais (Schug, 2007).
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1.2 TRAMADOL

O tramadol é um analgésico que possui eficacia
significativa no alivio da dor e na melhora da funcéo articular
em condicdes musculoesqueléticas (Schug, 2007). E
amplamente usado como analgésico para dor aguda e
cronica (de moderada a intensa) (Who, 2015), dor poés-
operatoria, neuropatica e do cancer (Kimura et al., 2012).

O tramadol, de férmula quimica (%)-trans-2-
[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoxifenil) ciclohexanol, é
absorvido quase que completamente apds a administracédo
pela via oral (>90%) e possui biodisponibilidade média de
70%. O metabolismo do tramadol ocorre a nivel hepatico por
desmetilacéo, oxidacao e conjugacdo (Compendium, 2015).
Os metabdlitos  O-desmetiltramadol (M1) e N-
desmetiltramadol (M2) sdo formados pela enzima do
citocromo hepéatico P450 2D6 (CYP2D6) e citocromo P450
3A4 (CYP 3A4), respectivamente. A reacdo de O-
desmetilagcdo, que obtém o metabdlito ativo M1, depende da
atividade da enzima CYP 2D6, podendo afetar o efeito
analgésico do tramadol por medicamentos que inibem sua
atividade, como por exemplo, alguns antidepressivos
(Barkin, 2008).

O tempo de vida do tramadol racémico é de
aproximadamente 6 horas, independente da via de
administracdo e cerca de 8 horas para o metabdlito M1. Em
doses terapéuticas, o tramadol apresenta farmacocinética
linear., O efeito analgésico é dose-dependente e
concentragdes séricas de 0,1 a 0,3 mg/L séo consideradas
efetivas (Compendium, 2015).

O tramadol é considerado um analgésico
relativamente seguro, tendo como principais reacdes
adversas nausea, tontura e vomito, principalmente no inicio
da terapia. Ndo causa depresséao respiratoria clinicamente
relevante e possui baixo potencial de dependéncia (Who,
2015).
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Apesar de considerado um analgésico opioide fraco,
0 tramadol é classificado como analgésico de acgédo
multimodal por ndo possuir acdo restrita aos mecanismos
opioides. Foi demonstrado que a afinidade do tramadol para
0 receptor 4 opioide é aproximadamente 6000 vezes menor
do que a morfina e que apenas 40% de seu efeito
antinociceptivo é antagonizado pela naloxona, antagonista
nao-seletivo opioide, indicando que outro efeito ndo-opioide
pode contribuir para o efeito analgésico completo do
tramadol (Raffa et al., 1992).

Em adicdo a sua acéo opioide, o tramadol também
atua nas vias serotoninérgica e noradrenérgica, que parece
agir de forma sinérgica com os efeitos sobre os receptores
[l opioides. A explicagcdo para a coexisténcia de
componentes opioides e ndo opioides na antinocicepcao
induzida pelo tramadol parece estar relacionada a diferente
farmacologia de seus enantibmeros, apesar de
complementares e interativos. Na mistura racémica de
tramadol, existem dois enantibmeros [(+) e (-)] que
apresentam efeitos analgésicos distintos. O enantibmero
positivo possui acdo analgésica mais potente e afinidade
duas vezes mais elevada para o receptor opioide p do que
a forma negativa. O (+)-tramadol € um potente inibidor da
recaptacao de serotonina e o (-)-tramadol, da recaptacao de
noradrenalina (Raffa et al., 1993). Ainda, a afinidade do
metabdlito M1 para o receptor p opioide € duas vezes maior
do que a do enantiémero positivo (Frink et al., 1996).

1.2.1 Efeito analgésico multimodal

A nocicepcdo é um processo bidirecional com
trajetos ascendentes e descendentes no sistema nervoso.
Estimulos nociceptivos processados na periferia passam
pelo corno dorsal da medula espinhal em direcdo aos
centros superiores e, em resposta, projecdes partem de
regides cerebrais até a medula. O sistema de controle
descendente da dor consiste em areas do SNC interligadas
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com fibras que partem de diversas regides cerebrais,
inclusive hipotalamo, amigdala e coértex, em direcdo a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), rica em
encefalinas e receptores opioides e, a partir desta, seguem
para o tronco cerebral que por sua vez, envia fibras
serotoninérgicas e noradrenérgicas para o corno dorsal da
medula espinhal. O aumento da atividade serotonérgica,
noradrenérgica e opioidérgica iniciada por essa via
descendente sdo mecanismos importantes no controle da
dor, inibindo os neurdnios nociceptivos, interneurénios e 0s
tratos ascendentes no corno dorsal da medula espinhal
(D'mello e Dickenson, 2008) (Figura 2).
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Figura 2: llustracdo da via da dor. Fibras aferentes primarias
(fibras AB, Ad e C) transmitem impulsos da periferia, através
do ganglio da raiz dorsal (GRD), para o corno dorsal da
medula espinhal, onde entram em diferentes laminas e
comunicam-se com neurdnios secundarios. Os neurdnios
nociceptores especificos (NS), especializados em transmitir
informacfes de estimulos nocivos, sdo encontrados no
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corno dorsal superficial (laminas I-1l), enquanto os neurdnios
de ampla faixa dinamica (WDR), capazes de conduzir
informacdes de estimulos nocivos e ndo-nocivos, localizam-
se mais profundamente (lamina V). Os neurbnios de
projecdo da lamina | inervam areas como a area
parabraquial (PB) e a PAG, sendo afetadas pelas areas
limbicas. De nudcleos do tronco cerebral ativados, como a
medula rostral ventromedial (RVM), partem as vias
descendentes (setas amarelas) que modulam o
processamento espinhal. Os neurdnios da lamina V seguem
em direcdo ao trato espinotalamico e posteriormente, a
diversas regides corticais que formam o “centro da dor”.
Adaptado de D'mello e Dickenson, (2008).

Os receptores opioides (u, 0, K) estdo distribuidos
amplamente no SNC e também em termina¢gfes nervosas
periféricas livres e sua ativacdo resulta em analgesia via
inibicdo da transmissao nociceptiva ascendente excitatoria
e ativacdo de sistemas de inibicdo descendentes. Sao
pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina
Gi/Go, exercendo importante efeito sobre os canais ibnicos
presentes na membrana neuronal, através do acoplamento
direto da proteina G ao canal. De maneira geral, os opioides
inibem a abertura de canais de calcio controlados por
voltagem na fenda pré-sinptica, reduzindo o influxo de
Ca™?, impedindo a liberacdo de transmissores, como a
substancia P, nas fibras aferentes primarias do corno dorsal
da medula espinhal e consequentemente, inibindo a
transmisséo sinptica nociceptiva (Przewtocki e Przewtocka,
2001).

Promovem também, na fenda pds-sinaptica, a
abertura de canais de potassio especificos causando a
hiperpolarizagdo da membrana dos neurdnios de projecao
da medula espinhal e inibicdo da via nociceptiva
ascendente. Outro mecanismo conhecido, é ativacdo da via
antinociceptiva descendente supraespinhal na PAG, através
da ativacdo de canais de K* presentes nas terminacdes
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GABAérgicas que inibem a liberacéo do GABA para a fenda
singptica. Foi demonstrado que a ativacdo de receptores
opioides pode suprimir essa influéncia inibitéria e aumentar
a transmissdo descendente antinociceptiva (Przewiocki e
Przewitocka, 2001).

O efeito agonista direto do tramadol e seu principal
metabdlito ativo, M1, nos receptores opioides ndo esta
completamente elucidado (Minami et al., 2015). Em estudo
recente, Minami e colaboradores (2015) avaliaram o efeito
do tramadol e M1 sobre a fung¢éo do receptor 1 opioide no
sistema de ensaio de correntes de Cl- ativadas por Ca*? para
receptores acoplados a proteina Gi/Gog, em odécitos de
Xenopus. O tramadol e seu metabdlito evocaram correntes
de CI- nos odcitos expressando o receptor p opioide fundido
a proteina G (gs), demontrando o efeito direto sobre o
receptor | opioide. Contudo, foram necessarias
concentracdes mais elevadas de tramadol e M1 do que o
peptideo opioide analogo da encefalina (Ala(2)-MePhe(4)-
Gly(5)-encefalina), com elevada especificidade ao receptor
K opioide, concluindo que o efeito do tramadol e seu
metabolito sdo relativamente fracos e podem ter relevancia
clinica limitada.

Os transmissores  monoaminérgicos  estao
envolvidos nos efeitos antinociceptivos de vias
descendentes inibitérias ho SNC. O controle da dor esta
associado a modulacdo descendente de grupos celulares
presentes no tronco cerebral, como os nucleos locus
coeruleus e complexo da rafe, que contém noradrenalina e
serotonina (Millan, 2002). A noradrenalina ativa receptores
az-adrenérgicos e a serotonina, receptores 5HT1, presentes
na membrana da terminacdo central do aferente primario no
corno dorsal da medula espinhal. Ambos os receptores séo
pertencentes a familia de receptores acoplados & proteina
Gi, exercendo funcao inibitéria sobre a ciclase de adenil
solavel, abrindo canais de potassio e fechando canais de
célcio, reduzindo o influxo deste ion e resultando na
hiperpolarizacdo da célula neuronal. A liberacdo de
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neurotransmissores na fenda sinaptica é entdo diminuida,
reduzindo a neurotransmissdo medular com consequente
analgesia (Starke et al., 1989; Millan, 2002).

O tramadol inibe o transportador de serotonina
(SERT) e o transportador de noradrenalina (NET) na mesma
medida, evitando a recaptacdo dessas monoaminas e
contribuindo para o efeito analgésico multimodal (Minami et
al., 2015). Em experimentos in vitro de ligacédo de receptor e
recaptacdo sinaptossomal, o enantibmero positivo do
tramadol mostrou-se especifico para o SERT e o
enantibmero negativo, ter maior afinidade para o NET (Frink
et al., 1996). Observou-se que o efeito antinociceptivo do
tramadol foi significativamente reduzido em ratos apds lesédo
da via serotoninérgica e que a injecdo intratecal de
antagonistas do receptor de serotonina (5HT) bloquearam a
antinocicepgdo induzida pelo tramadol, indicando que as
vias serotoninérgicas descendentes e 0s receptores 5HT
espinhais desempenham papel fundamental nos efeitos
antinociceptivos do tramadol (Yanarates et al.,, 2010).
Estudos sugerem que o tramadol e o M1 inibem a atividade
do receptor 5HT,c através de um mecanismo inibitério que
pode envolver deslocamento competitivo de 5HT no
receptor 5HT,c (Ogata et al., 2004; Horishita et al., 2006).

De acordo com resultados obtidos em alguns
estudos, Li e colaboradores (2011) sugeriram o papel dos
adrenoceptores-a; nha modulacdo da antinocicepcdo do
tramadol a nivel espinhal. No entanto, o estudo demonstrou
fraca afinidade de ligacdo do tramadol aos receptores,
indicando que o tramadol pode néo ativar diretamente estes
receptores. Sabe-se que a noradrenalina produz seu efeito
antinociceptivo ativando os receptores az-adrenérgicos,
deduzindo que o tramadol intratecal pode produzir
nocicepgdo elevando o nivel de noradrenalina, ativando
assim, esses receptores na medula espinhal de forma
indireta (Jones, 1991). Halfpenny e colaboradores (1999)
relataram o efeito do tramadol na captagdo de noradrenalina
no locus coeruleus de ratos, concluindo que apenas o (-)-
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tramadol foi capaz de bloquear a recaptacdo desta
monoamina. Ainda, foi constatado o aumento dos niveis de
noradrenalina e serotonina na medula espinhal apds a
administracdo intratecal de tramadol em ratos, confirmando
que a inibicdo da recaptagdo dessas monoaminas na
medula é um importante mecanismo analgésico mediado
pelo tramadol (Kimura et al., 2012).

Estudos ainda sugerem o envolvimento de
receptores muscarinicos M; e M3z ho mecanismo de acéo do
tramadol (Minami et al., 2004). O tramadol inibiu
competitivamente as correntes induzidas pela acetilcolina
(ACh) em odcitos de Xenopus que expressam 0s receptores
M e M3 (Nakamura et al., 2005). Efeito inibitorio do tramadol
sobre as funcdes da ACh nicotinica também foi sugerido
como mecanismo antinociceptivo. O tramadol foi capaz de
suprimir a secre¢do de catecolamina induzida por carbacol
em células cromafins de adrenal bovina e inibir as correntes
nicotinicas realizadas pelos receptores a7 expressos em
odcitos de Xenopus (Shiraishi et al.,, 2002). Mais
recentemente, estudos mostraram o envolvimento de
receptores de adenosina Al na antinocicep¢ao do tramadol
no modelo de formalina em camundongos (Sawynok et al.,
2013) (Figura 3).
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Figura 3: Resumo do efeito do tramadol sobre os receptores
acoplados a proteina G, transportadores de aminas e canais
ibnicos. SERT: transportador de 5HT, NET: transportador de
norepinefrina, nAChR(a7): receptor nicotinico da acetilcolina
a7, M1/M3: receptores muscarinicos tipo 1 e 3, 5HTxcR:
receptor 5HT,c, HOPR: receptor y opioide. Adaptado de
(Minami et al., 2007).

Embora seja um analgésico utilizado mundialmente
para o tratamento da dor, os mecanismos de acdo do
tramadol ndo foram totalmente elucidados (Minami et al.,
2015), necessitando  de mais  estudos para
compreendermos por completo o potencial analgésico deste
farmaco.
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1.3 APLICAGAO INTRATECAL DE ANALGESICOS

Embora a maioria dos analgésicos possa ser
administrado pela via oral, a necessidade de doses elevadas
e a ocorréncia de efeitos adversos sao frequentes, tornando
a analgesia ndo satisfatéria. Métodos que modulam a
transmisséo da dor em nivel espinhal, como a aplicacdo de
analgésicos pela via intratecal, sd@o alternativas ao
tratamento pela via oral, com vantagens significativas
(Dougherty e Staats, 1999). A infusdo de farmacos no
espaco intratecal permite o acesso direto dos farmacos
analgésicos aos receptores da medula espinhal e canais
idnicos, proporcionando melhor eficacia e reducdo da
guantidade de farmaco necessaria. (Hayek et al., 2011).

Muitos medicamentos podem ser administrados no
espaco subaracnéideo espinal ou epidural para o tratamento
da dor. Embora analgésicos aprovados para administragdo
pela via intratecal sejam limitados a morfina e mais
recentemente a ziconotida, muitos outros analgésicos,
aplicados isoladamente ou em combinacdo, sdo usados
(Smyth et al., 2015). Os mais utilizados clinicamente s&o os
opioides, principalmente morfina, fentanil, sufentanil,
meperidina e buprenorfina; os anestésicos locais lidocaina,
bupivacaina e ropivacaina; os agonistas adrenérgicos-a.
clonidina e tizanidina; os glicocorticoides metilpredinisolona
e triancinolona; os agonistas do acido gama aminobutirico
(GABA) midazolan e baclofeno e anestésicos gerais
derivados da fenciclidina (Bennett et al., 2000).

Tanto a terapia crdnica intratecal como a terapia
opiacea sistémica possuem riscos inerentes e precisam ser
comparadas no contexto das caracteristicas individuais de
cada paciente (Pope et al., 2016). O uso de opioides orais
em altas doses a longo prazo estd associado a riscos
importantes, como overdose, dependéncia, sedacdo e
blogueios intestinais (Baldini et al., 2012). A terapia
intratecal proporciona um método vidvel para reduzir ou
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eliminar opioides e outros analgésicos e anti-inflamatdrios
orais, evitando assim os conhecidos efeitos colaterais
sistémicos (Pope et al., 2016). Ainda, a administracdo de
analgésicos pela via intratecal através de uma bomba de
infusdo pode beneficiar pacientes com dor que néo
respondem ao tratamento convencional (Smyth et al., 2015).
Por tanto, a escolha de um analgésico com minimos
efeitos colaterais, aliada a administracdo pela via intratecal,
gue permite a modulagcdo da transmissdo nociceptiva em
nivel espinhal, pode tornar-se um tratamento
potencialmente eficaz para as artropatias a longo prazo. A
terapia avancada intratecal tem demonstrado eficacia no
alivio de dor cronica (Hayek et al., 2011) e bons resultados
com o uso do tramadol intratecal para o controle da dor
clinica (Alhashemi e Kaki, 2003; Demiraran et al., 2005;
Subedi et al., 2013). No entanto, a eficacia do tratamento
intratecal em modelos animais de dor articular e em
pacientes com artropatias ainda ndo foi comprovada.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito antinociceptivo e antiedematogénico
do tramadol nos modelos de osteoatrite induzida por MIA e
artrite reativa induzida por LPS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do tramadol administrado pela via
intratecal na incapacitacdo e edema articular
induzidos por MIA aplicado no joelho de ratos;

e Comparar o efeito do tramadol administrado pela via
intratecal e pela via oral na incapacitacdo e edema
articular induzidos por MIA aplicado no joelho de
ratos;

e Avaliar o efeito do tramadol administrado pela via
intratecal na incapacitacdo e edema articular
induzidos por LPS aplicado no joelho de ratos;

e Comparar o efeito do tramadol administrado pela via
intratecal e pela via oral na incapacitacdo e edema
articular induzidos por LPS aplicado no joelho de
ratos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados com ratos
machos Wistar, da espécie Rattus norvegicus, com peso
entre 250 e 350 gramas, provenientes do Biotério do Centro
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (CCB, UFSC). Os ratos foram agrupados em
caixas contendo 5 animais e mantidos sob temperatura
controlada (21 + 2°C), ciclo claro/escuro (12 horas de claro
e 12 horas de escuro) com agua e racdo ad libitum. Ao
completarem 75 dias de idade, foram desvermifugados com
ivermectina dissolvida em agua (5 mg/ml; total de 500 ml/5
ratos), durante 5 dias consecutivos, permanecendo no
biotério do Laboratério de Neurobiologia da Nocicepgéo
(LANEN) durante 14 dias antes do inicio dos experimentos.
N&o foram observadas alteragdes nos experimentos devido
ao tratamento prévio. Todos o0s experimentos foram
realizados seguindo os preceitos éticos definidos pela
Associacao Internacional para Estudo da Dor e aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
UFSC, sob o protocolo PP00723.

3.2 DROGAS E REAGENTES

e lodoacetato monossoédico (MIA; Sigma-Aldrich.®)

e Carragenina (kappa/lambda, BDH Chemicals Ltd.,
UK)

e LPS (lipopolissacarideo de E. coli, 055:B5, Difco,
USA)

e Cloridrato de tramadol (Tramadon®, Cristélia, S&o
Paulo, BR)
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3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE
INDUZIDA POR MIA

O modelo de osteoartrite induzida por iodoacetato
monossaédico (MIA) é utilizado pela caracterizacdo da dor
associada a osteoartrite, além do estudo da fisiopatologia e
progressdo das lesbes articulares (Rahman et al., 2009;
Vonsy et al., 2009; Im et al., 2010). A injecdo intra-articular
de MIA interrompe o metabolismo dos condrdcitos pela agdo
inibitéria da glicolise, através da inibicdo da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Assim, o
namero de condrocitos reduz progressivamente e,
subsequentemente, a sintese de componentes da MEC,
incluindo os proteoglicanos (Kalbhen, 1987; Dunham et al.,
1992). Ocorre a degeneracdo da cartilagem articular
semelhante a observada na patologia humana (Rahman et
al., 2009; Im et al., 2010). Ademais, a dor articular associada
a exposicao do osso subcondral e alteracéo da sindvia em
humanos pode ser observada nas fases posteriores das
lesbes articulares no modelo de osteoartrite induzida por
MIA (Beyreuther et al., 2007).

Para a inducdo da osteoartrite, foram administradas
duas inje¢Bes intra-articulares de MIA (2 mg) através do
ligamento infrapatelar no joelho direito de cada animal
(Figura 4), com o intervalo de 96 horas entre as aplicacdes.
O MIA foi diluido em 0,9% de solucdo salina estéril e
administrado num volume de 50 pl. Imediatamente antes
das inje¢des, os animais foram gentilmente contidos em um
cone de borracha macio e a articulagéo fémuro-tibio-patelar
direita tricotomizada.
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Figurra 4: Foto ilustrativa da injecdo intra-articular na
articulagédo fémuro-tibio-patelar. O diagrama mostra o local
da insercdo da agulha através do ligamento infrapatelar.

3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE REATIVA
INDUZIDA POR CARRAGENINA E LPS

O modelo experimental de artrite induzida por
carragenina e LPS é baseado em sintomas caracteristicos
da ReA, induzindo uma artrite inflamatéria na articulagcéo
fémuro-tibio-patelar de ratos, semelhante a que ocorre em
humanos (Bressan et al., 2006; Bressan et al., 2010). A ReA
manifesta-se como sequela de uma infec¢ao remota no trato
gastrointestinal ou urogenital. (Hannu, 2011). Embora seja
definida como uma inflamacdo articular estéril,
componentes bacterianos como o LPS foram detectados
nos tecidos articulares de pacientes com ReA (Granfors et
al., 1990). Tal fato sugere a importancia do LPS bacteriano
na inducdo e manutencéo da resposta inflamatoria nestes
pacientes (Sieper et al., 2000). Outro fato importante neste
modelo de dor articular, € a sensibilizacdo previa da
articulacdo do joelho com carragenina com o intuito de
mimetizar um trauma inespecifico. Um trauma prévio na
articulacdo foi descrito como um fator que predispbe o
desenvolvimento da ReA (Alcalay et al, 1989). A
carragenina € um mucopolissacarideo extraido da alga
marinha Chondrus  crispus, que ao ser injetada na
articulagdo induz sensibilizacdo articular (Santer et al.,
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1983) e incapacitacdo (Tonussi e Ferreira, 1992),
prolongando a dor inflamatéria.

Para a inducdo do modelo de artrite, foram injetadas
duas substancias no joelho direito dos animais. O primeiro
composto administrado foi a carragenina, diluida em 0,9%
de solucgéo salina (300 ug/20 ul/articulagédo). Apds 72 h, os
animais receberam o LPS na mesma articulacédo (30 ng/50
pl/articulagdo). Os animais foram contidos com cone de
borracha macio e a articulagdo tricotomizada antes da
aplicacéo intra-articular.

35 TESTE _ ALGESIMETRICO - MEDIDA DE
INCAPACITACAO ARTICULAR

O estado funcional e nocicepcao da articulagdo do
joelho foram avaliados através do teste de incapacitacdo
articular descrito por Tonussi e Ferreira (1992). O teste
consiste em um cilindro giratorio revestido por malha em aco
inox, onde os animais sdo submetidos a deambulacdo
durante um minuto com sapatilhas metéalicas em ambos os
pés. Para o registro da incapacitacao articular, as sapatilhas
do membro pélvico direito sdo conectadas ao computador
através de um fio condutor, que registra o tempo de
elevacéo de pata (TEP; segundos) (Figura 5). O tempo que
o animal fica sem tocar o cilindro com a pata direita, durante
um minuto, é registrado como TEP (Tonussi e Ferreira,
1992).

No modelo de osteoartrite induzida por MIA, o TEP
basal foi registrado um dia antes da primeira aplicacéo do
MIA no joelho direito e avaliado 24 h apés a segunda
administracdo do MIA (basal MIA), realizada no quarto dia
apoés a primeira aplicagdo. Os resultados do TEP
representam a média das horas avaliadas apds a
administracdo do tramadol (0,5; 1; 2 e 3 horas), que
demonstraram efeitos constantes do tramadol na
incapacitagdo e edema articular em avaliag@o prévia neste
modelo (Figura 6).
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No modelo de carragenina e LPS, o TEP foi avaliado
imediatamente antes da aplicacdo do LPS intra-articular
(basal) e a partir da segunda hora apés a injegdo intra-
articular de LPS, seguindo até a quinta hora. Neste modelo,
os resultados representam a média das horas avaliadas 2,
3, 4 e 5 horas ap6s a injegdo intra-articular de LPS, que
demonstraram  pronunciado  efeito  nociceptivo e
edematogénico do LPS, além do efeito constante do
tramadol na incapacitagdo e edema articular (Figura 7).

No dia anterior a cada experimento, 0s animais
foram ambientados e treinados no sistema de registro de
incapacitacao articular para melhor adaptacéo.

Figura 5: A: Foto ilustrativa do cilindro usado para o registro
da incapacitacdo articular. B: Foto ilustrativa da sapatilha
metalica encaixada no membro.
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Figura 6: Protocolo experimental do modelo de
osteoartrite. (1) Foram avaliados o TEP e o DA basal (B) e
em seguida, os animais receberam a primeira injecao intra-
articular de MIA. A segunda injecdo de MIA foi realizada 4
dias apo6s a primeira (2). O TEP e o DA foram medidos 24
horas ap6s a segunda injecdo de MIA e o tratamento com o
tramadol, realizado pelas vias intratecal e oral na sequéncia
(3). Meia hora apds o tramadol, iniciou-se as medidas do
TEP e do DA até a terceira hora (4).

20 min

~ 79| 1ep + DA (B) (horas)
SN Tramadol 2 3 4 5
! I | ] ] | |
1 é 1 | I | |

+
300 pg LPS30ng TEP + DA
3 dias

Figura 7: Protocolo experimental do modelo de ReA. (1)
Animais receberam uma injecdo intra-articular de
carragenina e 3 dias ap6s, foram avaliados o TEP e o DA
basal (B) antes do tratamento (2). O tratamento com o
tramadol foi realizado pelas vias intratecal e oral 20 minutos
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(2) antes da injecdo intra-articular de LPS (3). Duas horas
apos o LPS, iniciou-se as medidas do TEP e do DA até a
quinta hora (4).

3.6 MENSURAGCAO DO EDEMA ARTICULAR

O edema articular induzido pelo MIA e
carragenina/LPS foi quantificado através da medida do
didmetro da articulacdo do joelho (eixo médio-lateral), com
auxilio de um paquimetro (Figura 8). Os valores do DA foram
expressos como a diferenca entre o diametro articular
mensurado antes da primeira injecao intra-articular de MIA
ou a injecdo de LPS e as quatro medidas subsequentes. As
medidas do edema articular (DA) foram realizadas
imediatamente apds cada registro de TEP, conforme
descrito anteriormente.

Figura 8: Foto ilustrativa da medida do diametro articular
(DA) com paquimetro.

3.7 INJECAO INTRATECAL

Ainjecdo de f&rmacos pela via intratecal foi realizada
segundo o método descrito por Mestre et al., (1994). Neste
procedimento, os animais foram previamente anestesiados
com isofluorano (2% em oxigénio hospitalar) e posicionados
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em decubito esternal com os membros pélvicos e a cauda
estendidos caudalmente. Em seguida, foi realizada a
tricotomia da regido dorsal lombar e cuidadosamente
inserida uma agulha 29 gauge, de 12,7 mm de comprimento
(Seringa BD Ultra Fine) perpendicularmente entre as
vértebras L5 e L6 até atingir o espac¢o subaracnoideo (Figura
9). Um leve bater de cauda, denominado flick, foi observado
guando a agulha entrou no espaco subaracnoideo indicando
gue o canal vertebral foi atingido corretamente.

O tramadol foi administrado nas doses de 0,1; 1; 10
e 100 pg. No modelo de MIA, foi administrado 24 horas apos
a segunda aplicacdo de MIA, imediatamente apds os
registros de TEP e DA e no modelo carragenina-LPS, foi
administrado 20 min apés a injecdo de LPS. O volume
injetado no espaco intratecal foi de 20 pl.

Figura 9: Foto ilustrativa da injecéo intratecal. O diagrama
mostra o local da insercdo da agulha no espago
subaracnéide entre as vértebras L5 e L6.

3.8 ADMINISTRACAO POR GAVAGEM

O tramadol foi administrado por via oral nas doses
de 0,5, 5 e 50 mg/kg com o auxilio de uma agulha de
gavagem. No modelo de MIA, o tramadol foi administrado 24
h ap6s a segunda aplicacéo de MIA, imediatamente apds o0s
registros de TEP e DA. No modelo carragenina-LPS, foi
administrado 20 min apos a injecao de LPS. Os animais
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foram gentilmente contidos com o auxilio de uma flanela
para a administracdo do farmaco.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica deste estudo foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0®. Aplicou-se ANOVA de duas
vias, para a analise das curvas de incapacitacao e edema
articular do efeito antinociceptivo do MIA e para avaliagédo
comparativa do efeito do tramadol nos dois modelos
estudados, com teste de post-hoc Bonferroni quando a
diferenca de p < 0,05 foi observada.

Os resultados do efeito do tramadol em ambos os
modelos foram expressos como médias + erro padrao da
média e ilustrados como barras. As diferencas estatisticas
entre 0s grupos, exceto o efeito do tramadol aplicado pela
via subcuténea, foram avaliadas com ANOVA de uma via. O
teste post-hoc de Dunnett foi aplicado sempre que a
diferenca de p < 0,05 foi detectada. A diferencga estatistica
entre os dois grupos experimentais do efeito do tramadol
aplicado pela via subcutanea foi detectada pelo teste t ndo
pareado e o resultado considerado estatistico quando um
nivel de significancia de pelo menos p < 0,05 foi observado.
Os grupos experimentais foram compostos de 6 a 8 animais.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO MIA NA INCAPACITACAO E EDEMA
ARTICULAR

Primeiramente, foi realizada uma curva de MIA com
doses frequentemente empregadas na literatura, afim de
estabelecer a dose submaxima de MIA que demonstrasse a
incapacitacdo e aumento do edema articular para a
padronizagdo do modelo em ratos Wistar machos. Foram
empregadas as concentracfes de 2 e 3 mg de MIA, num
volume total de 50 pl por articulagdo. Os grupos foram
divididos em uma ou duas inje¢des de MIA (segunda inje¢édo
quatro dias apds a primeira), baseado em estudos prévios
do grupo, que mostraram melhor resposta na incapacitacdo
articular com injecOes repetidas de MIA (Mascarin, 2015).
Os animais controle receberam somente solucéo salina (50
ul).

ApGs o registro do tempo de elevacao de pata (TEP,
s) e diametro articular (DA, cm) basal, o MIA foi injetado no
joelho direito dos animais, uma ou duas vezes, e reavaliados
o0 TEP e o DA diariamente, durante 14 dias ap0s a primeira
injecdo. As avaliagdes foram repetidas no 21° dia.

A dose de 2 mg de MIA, aplicada duas vezes, foi
capaz de promover aumento significativo da incapacitagédo
articular (p < 0,05). A dose de 2 mg de MIA, reaplicada no
quarto dia ap6s a primeira injecao, atingiu resposta maxima
entre o 5° e 8° dia, persistindo até o 11° dia apds a primeira
injecdo. Na avaliacdo do edema articular, duas inje¢bes da
dose de 2mg de MIA demonstraram resposta semelhante a
avaliacdo da incapacitacdo articular. No entanto, as demais
concentracdes de MIA, incluindo uma ou duas aplicacdes,
demonstraram aumento do DA em algum momento da
avaliagcdo, mas em menor escala do que a dose de 2 mg
aplicada duas vezes (p < 0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Incapacitacdo e edema articular induzidos
por MIA (2 e 3 mg). As medidas do tempo de elevacao de
pata (A) e do diametro articular (B) foram realizadas durante
14 dias apés a primeira injecdo de MIA e a avaliacdo do
tempo de elevacao de pata, repetida no 21 ° dia. A segunda
injecdo de MIA foi realizada no 4° dia ap6s a primeira (linha
tracejada). Nos graficos estédo representados os resultados
dos grupos salina; 2 e 3 mg de MIA aplicados intra-articular
uma ou duas vezes. Os dados representam a média *
E.P.M. (n = 8). * representa a diferenca estatistica em
relagdo ao grupo salina com p < 0,05 da dose de 2 mg (2
inj.); # p < 0,05 da dose 3 mg (2 inj.); + p < 0,05 da dose de
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2mg (1inj.) e @ p < 0,05 da dose de 3 mg (1 inj.) (ANOVA
de duas vias seguida do pds teste de Bonferroni).

4.1.1 Baixa concentracao de MIA

Ao demonstrar-se 0 aumento significativo da
incapacitacdo e edema articular com a dose de 2 mg, foi
avaliado o efeito da dose de 1 mg de MIA, aplicada duas
vezes, e comparadas as doses ao grupo controle salina. O
TEP e o DA foram avaliados imediatamente antes das
injecBes e no 5°, 6°, 7° e 8° dias apds a primeira injecao de
MIA, periodo de resposta méxima na incapacitagdo articular.
A segunda injecdo de MIA foi realizada no quarto dia,
conforme realizado no experimento anterior.

A dose de 2 mg, com duas inje¢cdes, novamente
mostrou significativo efeito nociceptivo na incapacitacao
articular no 5°, 6° e 7° dia de avaliacdo (p < 0,05), enquanto
a dose de 1 mg de MIA, a partir do 6° dia, apresentou
reducdo no efeito nociceptivo neste teste. Na avaliacdo do
edema  articular, ambas as doses elevaram
significativamente a medida de diametro articular (p < 0,05),
guando comparadas ao controle salina (Figura 11).

Sendo assim, a dose escolhida para dar
continuidade ao estudo foi a de 2 mg de MIA, sendo a
segunda injecao intra-articular reaplicada no 4° dia apés a
primeira.
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Figura 11: Incapacitacdo e edema articular induzidos
por MIA (1 e 2 mg). As medidas do tempo de elevacao de
pata (A) e do didmetro articular (B) foram realizadas do
quinto ao oitavo dia ap6s a primeira injecdo de MIA. A
segunda injecdo de MIA foi realizada no 4° dia apos a
primeira (linha tracejada). Nos graficos estdo representados
os resultados dos grupos salina; 1 e 2 mg de MIA aplicados
intra-articular uma ou duas vezes. Os dados representam a
média £ E.P.M. (n = 8). * representa a diferenca estatistica
em relacdo ao grupo salina com p < 0,05 da dose de 2 mg
(2inj.) e #p < 0,05 da dose de 1 mg (2 inj.) (ANOVA de duas
vias seguida do pds teste de Bonferroni).
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4.2 EFEITO DO TRAMADOL INTRATECAL NO MODELO
DE OSTEOARTRITE INDUZIDA POR MIA

O efeito do tramadol na incapacitagdo e edema
articular, administrado pela via intratecal, foi avaliado em
animais submetidos a duas injecdes de 2 mg de MIA. Apds
a avaliacdo do TEP e DA basal e apés 24h da segunda
injecdo de MIA (tempo zero — basal do MIA), o tramadol foi
injetado no espacgo subaracnoideo nas doses de 0,1;1; 10e
100 pg, imediatamente apés a mensuracéo do TEP e DA no
tempo zero. As avaliagdes foram registradas 30 min, 1 h, 2
h, e 3 h ap6s a administracdo do tramadol e demonstradas
como média dos quatro tempos estudados.

No teste de incapacitacdo articular, a dose de 10 ug
(p < 0,01) de tramadol foi capaz de reduzir
significativamente o TEP aumentado pelo MIA, mostrando o
efeito analgésico quando comparado ao grupo salina. Na
avaliacdo do edema articular, todas as concentracdes de
tramadol foram capazes de reduzir o DA (p < 0,01), exceto
a dose de 100 pg (Figura 12).

Nenhum efeito adverso como efeitos motores,
agitacdo ou sedacéo, foi observado durante todo o estudo.
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Figura 12: Efeito do tramadol intratecal sobre a
incapacitacdo e o edema articular em ratos com
osteoartrite induzida por MIA. O tramadol (0,1, 1, 10 e 100
pg) foi administrado pela via intratecal 24 horas apés a
segunda injecdo de MIA (2 mg, i. art.). O grupo controle
recebeu solugdo de NaCl 0,9% (salina/10 pl). As medidas
do tempo de elevagdo de pata (A) e diametro articular (B)
foram realizadas meia hora até 3 horas apos o tramadol. Os
dados representam a média £ E.P.M. (n = 6). * representa a
diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina com p <
0,01 (ANOVA de uma via seguida do pés teste de Dunnett).

4.2.1 Efeito do tramadol aplicado pela via subcutanea

Ap6s observar a importante reducdo da
incapacitagdo articular no modelo de MIA com a
concentracdo de 10 pg de tramadol intratecal, essa mesma
dose foi aplicada pela via subcutanea (100 pl) para avaliar o
efeito sistémico, sugerindo que, nesta concentracdo, 0
tramadol ndo é capaz de reduzir o TEP quando administrado
pela via subcutanea, reforcando o efeito analgésico
intramedular. Os registros de TEP foram realizados nos
tempos descritos anteriormente, ndo sendo observada
diferenca significativa na incapacitacdo articular quando
comparada a injecdo de solucdo salina na via subcutédnea
(Figura 13).
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Figura 13: Efeito da dose de 10 pug de tramadol aplicada
pela via subcuténea sobre a incapacitacdo articular em
ratos com osteoartrite induzida por MIA. O tramadol foi
administrado pela via subcutanea 24 horas apés a segunda
injecdo de MIA (2 mg, i. art.). O grupo controle recebeu
solucéo de NaCl 0,9% (salina/100 pl). As medidas do tempo
de elevacao de pata foram realizadas meia hora até 3 horas
apos o tramadol. Os dados representam a média £ E.P.M.
(n =6). Nao houve diferenca estatistica em relacao ao grupo
controle (Teste t ndo pareado).

4.3 EFEITO DO TRAMADOL VIA ORAL NO MODELO DE
OSTEOARTRITE INDUZIDA POR MIA

Para comparacdo do efeito do tramadol
administrado pela via intratecal, foi também administrado
pela via oral e avaliado o efeito antinociceptivo e
antiedematogénico na incapacitacdo e edema articular no
modelo de OA. Foram registrados o TEP e DA basal (B) e
apos 24 h da segunda inje¢éo de MIA, no quinto dia (tempo
zero — basal do MIA). O tramadol foi administrado por
gavagem nas doses de 0,5, 5 e 50 mg/kg imediatamente
apos a mensuragdo do TEP e DA no tempo zero. As
avaliagbes foram registradas 30 min, 1 h, 2 h, e 3 h ap6s a
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administracdo do tramadol e demonstradas como média
destes quatro tempos.

As doses de 5 mg/kg (p < 0,001) e 50 mg/kg (p <
0,05) de tramadol via oral foram capazes de reduzir a
incapacitagdo e somente a dose de 5 mg/kg (p < 0,01), o
edema articular (Figura 14).
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Figura 14: Efeito do tramadol via oral sobre a
incapacitagdo e o edema articular em ratos com
osteoartrite induzida por MIA. O tramadol (0,5, 5 e 50
mg/kg) foi administrado pela via oral 24 horas apds a
segunda injecdo de MIA (2 mg, i. art.). O grupo controle
recebeu solucdo de NaCl 0,9% (salina). As medidas do
tempo de elevacao de pata (A) e diametro articular (B) foram
realizadas meia hora até 3 horas apds o tramadol. Os dados
representam a média £ E.P.M. (n = 7). * representa a
diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina com p <
0,05, *p < 0,01 e ** p < 0,001 (ANOVA de uma via seguida
do pés teste de Dunnett).

4.4 EFEITO DO TRAMADOL INTRATECAL NO MODELO
DE ARTRITE INDUZIDA POR CARRAGENINA E LPS

Para induzir a monoatrtrite caracteristica do modelo
de ReA, foram administrados 30 ng de LPS na articulagédo
do joelho direito dos animais, 72 h apds a aplicagéo intra-
articular de carragenina (300 pg). O tramadol foi
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administrado pela via intratecal nas doses de 0,1; 1; 10 e
100 pg, 20 min antes do LPS. A incapacitacdo e edema
articular foram registrados imediatamente antes da injecao
de LPS (basal) e ap6s 2 h, 3 h, 4 he5 h, quando o efeito da
incapacitacdo e edema articular induzidos pelo LPS é mais
significativo. O resultado foi representado como média dos
quatro tempos avaliados.

Todas as doses de tramadol, exceto a de 100 ug,
foram capazes de reduzir significativamente o TEP na
avaliacdo da incapacitacdo articular (p < 0,001). Ja na
avaliagdo do edema articular, apenas a dose de 10 pug
mostrou-se eficaz na reducéo do DA (p < 0,01) (Figura 15).

Diante deste resultado, o efeito do tramadol
intratecal na dose de 0,01 pg foi também avaliado, também
mostrando-se eficaz na reducdo da incapacitacéo articular
(p < 0,05), entretanto, este efeito ndo foi observado na
reducdo do edema articular (Figura 16).
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Figura 15: Efeito do tramadol intratecal sobre a
incapacitacdo e o edema articular em ratos com artrite
induzida por carragenina e LPS. O tramadol (0,1, 1, 10 e
100 ug) foi administrado pela via intratecal 20 minutos antes
do LPS (30 ng, i. art.). O grupo controle recebeu solucéo de
NaCl 0,9% (salina/10 ul). As medidas do tempo de elevagao
de pata (A) e didmetro articular (B) foram realizadas de 2 até
5 horas apdés o LPS. Os dados representam a média *
E.P.M. (n=7). * e ** representam a diferenca estatistica em
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relacdo ao grupo salina com p < 0,01 e p < 00,1,
respectivamente (ANOVA de uma via seguida do pés teste
de Dunnett).
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Figura 16: Efeito do tramadol intratecal sobre a
incapacitacdo e o edema articular em ratos com artrite
induzida por carragenina e LPS (0,01 pg). O tramadol
(0,01 e 0,1 pg) foi administrado pela via intratecal 20 minutos
antes do LPS (30 ng, i. art.). O grupo controle recebeu
solucdo de NaCl 0,9% (salina/10 ul). As medidas do tempo
de elevacdo de pata (A) e diametro articular (B) foram
realizadas de 2 até 5 horas ap6s o LPS. Os dados
representam a média £ E.P.M. (n = 7). * representa a
diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina com p <
0,05 (ANOVA de uma via seguida do pés teste de Dunnett).

4.5 EFEITO DO TRAMADOL VIA ORAL NO MODELO DE
ARTRITE INDUZIDA POR CARRAGENINA E LPS

Da mesma forma que no modelo de OA, o efeito do
tramadol administrado pela via oral foi avaliado para
posteriormente compara-lo a administracdo diretamente no
espaco subaracnoideo. Todas as doses de tramadol oral
foram capazes de reduzir o TEP na incapacitagéo articular
(0,5mg/kg, p > 0,001; 50 mg/kg, p > 0,001 e 5 mg/kg, p >
0,05), no entanto, nenhuma dose de tramadol oral reduziu
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significativamente o edema articular no modelo de LPS
(Figura 17).

A dose de 0,05 mg/kg de tramadol via oral foi
avaliada em seguida, mostrando-se eficaz na redugéo da
incapacitacao articular, assim como a dose de 0,5 mg/kg (p
> 0,01). Em nova avaliacdo do DA, a dose de 0,05 mg/kg
ndo foi capaz reduzir o edema induzido pelo LPS,
confirmando a resposta anteriormente observada com as
demais doses (Figura 18).
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Figura 17: Efeito do tramadol via oral sobre a
incapacitacdo e o edema articular em ratos com artrite
induzida por carragenina e LPS. O tramadol (0,5, 5 e 50
mg/kg) foi administrado pela via intratecal 20 minutos antes
do LPS (30 ng, i. art.). O grupo controle recebeu solucéo de
NaCl 0,9% (salina). As medidas do tempo de elevagéo de
pata (A) e didmetro articular (B) foram realizadas de 2 até 5
horas apds o LPS. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=7). * e ** representam a diferenca estatistica em relacéo
ao grupo salina com p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente
(ANOVA de uma via seguida do pés teste de Dunnett).
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Figura 18: Efeito do tramadol via oral sobre a
incapacitagdo e o edema articular em ratos com artrite
induzida por carragenina e LPS (0,05 mg/kg). O tramadol
(0,05 e 0,5 mg/kg) foi administrado pela via intratecal 20
minutos antes do LPS (30 ng, i. art.). O grupo controle
recebeu solucdo de NaCl 0,9% (salina). As medidas do
tempo de elevacao de pata (A) e diametro articular (B) foram
realizadas de 2 até 5 horas apés o LPS. Os dados
representam a média £ E.P.M. (n = 7). * representa a
diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina com p <
0,01 (ANOVA de uma via seguida do pés teste de Dunnett).

46 COMPARACAO DO EFEITO DO TRAMADOL
INTRATECAL NOS MODELOS DE OSTEOARTRITE E
ARTRITE REATIVA

Para a avaliacdo comparativa do efeito do tramadol
intratecal em ambos os modelos estudados, os dados TEP
e DA, foram transformados em porcentagem e desta forma,
cada dose de tramadol p6de ser comparada entre o modelo
de OA e de ReA. A porcentagem média do efeito do
tramadol foi calculada com base nos dados do controle
salina (efeito de 100%) de cada modelo.

Quanto ao efeito do tramadol intratecal na
incapacitacdo articular, as doses de 1 e 0,1 pg mostraram-
se distintas entre os dois modelos. A porcentagem de
reducdo do efeito nociceptivo foi mais significativa no
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modelo de LPS do que no modelo de OA nas doses de 1 ug
(p >0,001) e 0,1 pg (p > 0,5) de tramadol.

Quanto ao efeito sobre o edema articular, as doses
de 10 e 1 pg de tramadol induziram significativa reducéo do
efeito edematogénico induzido pelo LPS, quando
comparadas as mesmas doses no modelo de OA (10 pg p >
0,001 e 1 pug p > 0,05) (Figura 19).
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Figura 19: Comparacao do efeito do tramadol intratecal
nos modelos de osteoartrite induzida por MIA e artrite
induzida por LPS sobre a incapacitacdo e o edema
articular. Os dados foram transformados em porcentagem
para a comparacdo do efeito do tramadol em ambos os
modelos. Foram comparadas as doses de 100, 10,1 e 0,1
png administradas pela via intratecal. A porcentagem média
do efeito do tramadol foi calculada com base no controle
salina (efeito de 100%) de cada modelo. (A) Representa a
porcentagem média do efeito do tramadol intratecal na
incapacitacdo articular e (B) no edema articular. Os dados
representam a média = E.P.M. (n = 7). * e ** representam a
diferenca estatistica em relagdo ao modelo de OA (MIA) com
p <0,05e p <0,001, respectivamente (ANOVA de duas vias
seguida do pés teste de Bonferroni).
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4.7 COMPARAGAO DO EFEITO DO TRAMADOL ORAL
NOS MODELOS DE OSTEOARTRITE E ARTRITE
REATIVA

Quando foi comparado o efeito do tramadol
administrado pela via oral nos dois modelos de artropatias,
também com os dados transformados em porcentagem com
base no efeito de 100 % do grupo controle salina, observou-
se significativa reducdo do efeito nociceptivo induzido pelo
LPS, quando comparado ao induzido pelo MIA, nas doses
de 50 (p < 0,001) e 0,5 mg/kg (p < 0,001) de tramadol.

Quanto ao efeito sobre o edema articular, apenas a
dose de 50 mg/kg de tramadol apresentou diferente efeito
entre os dois modelos (p < 0,01) (Figura 20).
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Figura 20: Comparacao do efeito do tramadol oral nos
modelos de osteoartrite induzida por MIA e artrite
induzida por LPS sobre a incapacitacdo e o edema
articular. Os dados foram transformados em porcentagem
para a comparacao do efeito do tramadol em ambos os
modelos. Foram comparadas as doses de 50, 5 e 0,5 mg/kg
administradas pela via oral. A porcentagem média do efeito
do tramadol foi calculada com base no controle salina (efeito
de 100%) de cada modelo. (A) Representa a porcentagem
média do efeito do tramadol intratecal na incapacitacdo
articular e (B) no edema articular. Os dados representam a
média £+ E.P.M. (n = 7). * e ** representam a diferenca
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estatistica em relagdo ao modelo de ReA (LPS) com p < 0,01
e ao modelo de OA (MIA) com p < 0,001, respectivamente
(ANOVA de duas vias seguida do pés teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que
a administragdo intratecal de tramadol reduz a
incapacitacdo e o edema articular induzidos pelo MIA e LPS.
O tramadol foi capaz de inibir a nocicep¢do e o edema
articular nos modelos de OA e ReA, sugerindo que este
farmaco pode ser efetivo no tratamento de artropatias.

O tramadol administrado pela via intratecal em ratos
foi avaliado em outros modelos de dor, diferentes dos
apresentados neste estudo (Dhasmana et al., 1989; Kimura
et al., 2012; Li et al., 2012). Portanto, até onde € de nosso
conhecimento, este trabalho é o primeiro a relatar o efeito
simultdneo antinociceptivo e antiedematogénico do
tramadol intratecal em modelos de OA e ReA. Além disso,
este estudo demonstra que a administracdo do tramadol
pela via intratecal pode ser uma alternativa ao tratamento
pela via oral em artropatias, proporcionando melhor eficicia
e reducdo da quantidade de farmaco necessaria para o
efeito analgésico.

A OA e ReA sao condi¢des musculoesqueléticas
que apresentam importante impacto na sociedade devido a
dor incapacitante que se desenvolve como principal
sintomatologia clinica. Deste modo, o alivio da dor e
consequente melhoria na qualidade de vida destes
pacientes, associado a um medicamento com minimos
efeitos nocivos, sdo os objetivos do tratamento para estas
artropatias.

Em virtude dos efeitos adversos observados com o
uso de medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios
comumente administrados no tratamento das artropatias, o
tramadol foi proposto como analgésico em diferentes
condicdes musculoesqueléticas por fornecer analgesia
multimodal e com melhor perfil de seguranca que opioides
convencionais (Schug, 2007). A escolha de um analgésico
com minimos efeitos colaterais, associada a administracéo
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pela via intratecal, aqui proposta, que permite a modulagéo
da transmissao nociceptiva ao nivel espinhal, torna-se um
tratamento potencialmente eficaz.

O tramadol possui agdo antinociceptiva atribuida
principalmente ao efeito agonista | opioide e ao efeito
modulador das vias centrais monoaminérgicas, inibindo a
recaptacdo de noradrenalina e serotonina (Raffa et al.,
1992). Além da via intravenosa e oral, o tramadol tem sido
usado para o alivio da dor clinica pela via intratecal
(Alhashemi e Kaki, 2003; Demiraran et al., 2005; Afolayan et
al., 2014). Contudo, os mecanismos exatos da acado deste
analgésico na medula espinhal ainda n&do estédo
completamente elucidados (Li et al.,, 2012). O presente
estudo objetivou demonstrar o efeito analgésico e
antiedematogénico do tramadol administrado pela via
intratecal em diferentes modelos de artropatias.

Sabe-se que a dor é o principal sintoma nas
artropatias e sua quantificagéo pode contribuir para elucidar
0s mecanismos das doencas articulares e avaliar os efeitos
de medicagbes analgésicas. A vista disso, muitos métodos
empregando modelos animais, que permitem explorar a dor
artritica, tem sido desenvolvidos (Min et al., 2001). A
exemplo, o modelo de incapacitagdo articular em ratos,
desenvolvido por Tonussi e Ferreira (1992). O teste de
incapacitacao articular foi adotado neste estudo por permitir
a quantificacdo da dor artritica no momento da
deambulacgéo, proporcionando uma avaliacdo que reflete o
principal sintoma das artropatias, a dor evocada ao
movimento. O teste representa a avaliacéo direta e objetiva
da funcionalidade articular, além de ser sensivel a todas as
classes de analgésicos e independer do observador
(Tonussi e Ferreira, 1992; Bressan et al., 2006).

A medida do diametro articular, realizada em
conjunto com o teste de incapacitacdo articular, € uma
ferramenta uatil para quantificar o edema inflamatdrio
articular e também a acdo antiinflamatéria de diversos
farmacos (Bressan et al., 2003). Desta forma, os modelos
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de artropatias usados neste estudo permitem a andlise
simultdnea da nocicepcdo e do edema articular, 0o que
geralmente ndo é realizado em outros estudos, que avaliam
somente parametros inflamatérios ou nociceptivos
separadamente.

O modelo experimental de incapacitacdo articular
induzida pelo MIA foi padronizado em nosso laboratério em
ratos Wistar fémeas (Mascarin, 2015). Em ratos Wistar
machos, foi demonstrado neste estudo que duas injecdes de
2 mg de MIA na articulacdo do joelho causa importante
incapacitacédo e edema articular, que se mantém durante 11
dias, possibilitando o estudo do efeito algico por um periodo
prolongado. O modelo de OA induzido por MIA tem sido
proposto para induzir processos nociceptivos crénicos,
devido ao longo processo degenerativo que ocorre na
articulgdo e ativacao das fibras sensoriais periféricas tipo C
e Ad (Kelly et al., 2012). Numerosos estudos demonstraram
que o MIA em roedores produz alteragfes comportamentais
importantes que podem representar a experiéncia dolorosa
de pacientes com OA, nos testes de distribuicdo de peso
(weight bearing), hiperalgesia e dor referida (Combe et al.,
2004; Ivanavicius et al., 2007; Okun et al., 2012). Os
resultados deste estudo mostraram que a administragéo de
MIA intra-articular foi capaz de causar incapacitacdo e
edema articular consistentes e duradouros, possibilitando
evidenciar o efeito antinociceptivo e antiedematogénico do
tramadol intratecal e oral, o que torna este modelo uma
importante ferramenta para a avaliacdo de mecanismos e
farmacos relacionados a OA. Combe e colaboradores
(2004), ao avaliarem o efeito do MIA intra-articular no teste
de distribuicéo de peso, obtiveram efeito nociceptivo de até
70 dias, na mesma dose usada neste estudo, com apenas
uma aplicacdo. Tal resultado diverge do presente estudo
possivelmente pelas distintas formas de avaliacdo
realizadas, pois diferentes modelos animais de nocicepgao
podem exercer efeitos aversivos distintos sobre o individuo.
Foi demonstrado que a ansiedade ou o0 medo podem alterar
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a resposta nociceptiva em animais. Em modelos animais em
gue a nocicepcao € a principal fonte de ansiedade ou medo,
como por exemplo, em modelos ndo escapaveis com
contencdo constante, ocorre 0 aumento da nocicepcgao,
enquanto modelos em que a aten¢éo nao é focada somente
na nocicepgdo, esse aumento da nocicepcdo ndo é
observado (Martins et al., 2010). O teste de distribuicdo de
peso avalia a incapacidade medindo alteracbes na
distribuicdo de peso dos membros pélvicos, apoiados sobre
uma placa de forgca com o animal imobilizado. No teste de
incapacitacdo articular, a avaliacéo é realizada com o animal
deambulando sobre o cilindro, dividindo assim a atencdo do
animal com a tarefa que lhe é designada e este ndo sofre o
estresse da imobilizacdo durante a avaliagdo. Além disso, a
incapacitagdo articular medida durante a deambulagéo
representa de forma mais semelhante a dor e incapacitacao
gue ocorrem no paciente com OA (Felson, 2005).

O modelo de ReA induzida por carragenina e LPS
tem sido uma ferramenta Gtil para avaliar a nocicepgéo e
edema articular em um modelo de monoartrite aguda em
ratos, por apresentar sintomas caracteristicos comuns a
diversos tipos de artrites em humanos, além da ReA. A
incapacitagcdo articular induzida por carragenina e LPS é
sensivel aos farmacos analgésicos classicos e tem
permitido detectar a importancia de outros farmacos e
mediadores inflamatérios envolvidos no processo artritico
(De-Melo et al., 1998; Bressan et al., 2003; Motta et al.,
2003; Bressan et al., 2010). Neste estudo, a incapacitacao
articular induzida por carragenina e LPS mostrou-se
sensivel ao tramadol intratecal e oral, analgésico até entédo
néo estudado neste modelo.

No modelo de OA induzido por MIA, a dose de 10 ug
de tramadol intratecal foi eficiente em reduzir a
incapacitacdo articular, resultado semelhante ao obtido em
estudos com o modelo de elevagdo de pata induzido por
formalina, que mostraram antinocicep¢éo significativa com
esta dose intratecal em ratos (Granados-Soto e Arguelles,
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2005; Li et al., 2012). Com a finalidade de demonstrar que o
efeito antinociceptivo do tramadol observado neste estudo
foi restrito a medula espinhal, esta mesma dose (10 ug) foi
administrada pela via subcutanea, ndo apresentando
alteragcdo na incapacitagcdo articular. A administracdo
sistémica do tramadol ndo foi capaz de induzir o efeito
antinociceptivo observado na administracdo intratecal,
confirmando que o efeito do tramadol observado no
experimento  anterior ocorreu a nivel espinhal,
possivelmente pela ligacdo do tramadol e seu metabdlito O-
desmetiltramadol com receptores | opioides e inibicdo de
transportadores de noradrenalina e serotonina.

Em comparacéo a administragdo do tramadol pela
via intratecal neste mesmo modelo, a menor dose
administrada pela via oral que promoveu analgesia, foi 150
vezes maior do que a intratecal. Essa diferenca entre as
doses aplicadas pelas diferentes vias foi ainda mais
importante no modelo de LPS, onde a dose via oral eficaz
em reduzir a incapacitacado articular foi 1.500 vezes superior
a intratecal, corroborando com a proposta deste estudo em
abordar o tratamento das artropatias pela via intratecal como
alternativa a via oral. A via intratecal pode proporcionar
analgesia com doses muito menores e reduzir a incidéncia
de toxicidade relacionada a produtos de degradacao, ja que
o farmaco é administrado proximo ao seu local de agdo no
SNC, evitando o metabolismo de primeira passagem e a
barreira hematocefalica (Yaksh e Rudy, 1976), no entanto,
mais estudos devem ser realizados para a avaliacdo do
tratamento a longo prazo.

Quando comparamos o efeito antinociceptivo do
tramadol intratecal e via oral nos dois modelos estudados,
podemos perceber que doses mais baixas de tramadol
reduzem a incapacita¢do articular no modelo de artrite,
enquanto ndo sao efetivas no modelo de OA. As doses de 1
e 0,1 ug de tramadol intratecal foram capazes de reduzir o
efeito da incapacitagéo articular induzida pelo LPS em 38,3
e 37%, respectivamente; enquanto as mesmas doses, no
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modelo de OA, apenas 8,4 e 15,1%. Resultado semelhante
foi observado quando comparadas as doses do tramadol
administrado pela via oral entre os dois modelos; as doses
de 50 e 0,5 mg/kg de tramadol oral reduziram o efeito
antinociceptivo no modelo de artrite em 36,8 e 32 %,
respectivamente, enquanto no modelo de OA, a dose de 50
mg/kg de tramadol oral foi capaz de reduzir o efeito
nociceptivo em apenas 15,6 % e a dose mais baixa, de 0,5
mg/kg, ndo mostrou efeito na incapacitagdo articular.

Tratando-se de dois modelos distintos, que
objetivam representar artropatias com diferentes conceitos
de dor, a menor sensibilidade do modelo de OA ao tramadol
pode ser explicada pela complexa etiologia e dificil
terapéutica da dor crdnica que ocorre nesta patologia. Assim
como os sintomas referidos nos pacientes com OA, o
modelo de OA induzido por MIA possui caracteristicas
semelhantes de dor cronica (Combe et al., 2004; Kelly et al.,
2012). Diferente das caracteristicas da dor aguda
observadas na ReA, a dor crbnica osteoarticular esti
associada a lesao ou disfuncéo no SNC ou periférico e sua
fisiopatologia é multifatorial e ndo estd completamente
elucidada (Ferreira et al., 2014).

Na dor aguda, o estimulo doloroso sensibiliza
nociceptores periféricos, ativando fiboras AS e C que
conduzem a informacgéo nociceptiva até o corno dorsal da
medula, ocorrendo a modulacdo. Apds, a informacao é
conduzida até centros supraespinhais, sendo processada
no cértex somatossensitivo e interpretada como dor. J4 na
dor crbnica, ocorrem alteracbes de excitabilidade neuronal
nas vias periféricas e centrais decorrentes de sua lesdo ou
disfungéo por trauma, inflamacéo, entre outras. A complexa
etiologia da dor crbnica osteoarticular pode estar
relacionada a acéo de mediadores quimicos da nocicepcao,
tanto de ativadores quanto da serotonina, bradicinina,
histamina, ATP, adenosina, ions de calcio, hidrogénio e
sensibilizadores, como prostaglandinas, leucotrienos,
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substancia P, noradrenalina, NO e CGRP (Ximenes et al.,
2009), tornando o controle da dor muito mais dificil. Apesar
do mecanismo de a¢do multimodal do tramadol, doses mais
baixas que induziram resposta antinociceptiva no modelo de
dor aguda induzido pelo LPS, talvez ndo tenham sido
suficientes para reduzir a transmissao nociceptiva nas vias
de sinalizagao, conducédo, modulacao e percepc¢ao da dor no
modelo de OA.

Em ambos os modelos estudados, além da redugéo
na incapacitagcdo, o tramadol intratecal foi capaz de reduzir
0 edema articular. No modelo de OA, apds a administracéo
intra-articular de MIA, inicia-se uma resposta inflamatoria,
caracterizada histologicamente pela expansdo da
membrana sinovial por liquido de edema proteinaceo e
fibrina com macro6fagos, neutréfilos, células plasmaticas e
linfocitos, até aproximadamente sete dias apds a injecao
(Bove et al., 2003), justificando o aumento do DA que
ocorreu apés as duas injecBes de MIA. O edema é um sinal
caracteristico da inflamagéo aguda e sua formagéo também
estd bem relatada no modelo de ReA induzida por LPS,
onde foram observados aumentos significativos de células
mononucleares e leucdcitos totais no liquido sinovial, além
do aumento do DA (Bressan, 2005).

Embora o efeito antiedematogénico do tramadol
intratecal tenha sido observado em ambos os modelos de
artropatias, quando comparamos este efeito entre os dois
modelos, observamos clara reducdo do edema no modelo
de artrite quando comparado ao de OA, principalmente com
a dose de 10 pg. A resposta edematogénica articular no
modelo de ReA é superior ao modelo de OA, em que a
degradacao da cartilagem sobressai ao edema articular, da
mesma forma em que ocorre nos pacientes com essas
artropatias. Este fato pode explicar a reducdo do edema
mais significativa no modelo de ReA quando comparada ao
modelo de OA, que apresenta edema menos evidente. A
dose de 10 pg de tramadol intratecal foi capaz de reduzir em
78,6% o efeito edematogénico induzido pelo LPS, sugerindo
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importante acdo antiedematogénica do tramadol
administrado pela via intratecal no modelo de artrite. O efeito
antinociceptivo do tramadol estd bem relatado na literatura,
entretanto, sdo escassos 0s estudos que o relacionam a
inflamacdo. O efeito antiedematogénico do tramadol
aplicado pela via intratecal, até o presente momento, nao foi
relatado.

Foi observada também a reducéo do edema articular
com o tramadol administrado pela via oral, na dose de 5
mg/kg no modelo de OA. No entanto, a dose referida foi
15.000 vezes superior a administrada pela via intratecal
capaz de reduzir o edema articular, sugerindo a
necessidade de doses sistémicas muito superiores. No
modelo de ReA, o tramadol administrado pela via oral ndo
foi capaz de reduzir o edema articular. Ademais, quando
comparado o efeito antiedematogénico do tramadol oral nos
dois modelos, com nenhuma dose obteve-se importante
efeito na reducdo do edema articular.

O efeito antiedematogénico do tramadol pode ser
sugerido por sua agéo opioidérgica. Agonistas de receptores
| opioides, além de produzirem potente analgesia, também
sdo capazes de reduzir manifestacdes da inflamag&o, como
o edema. A morfina, importante analgésico opioide,
administrada pela via intratecal em modelo de carragenina
na pata foi capaz de reduzir o edema (Brock e Tonussi,
2008), efeito este nao observado com a administracéo local
do opioide (Whiteside et al., 2005). Estudos demonstraram
gue a administracéo sistémica de morfina também foi capaz
de reduzir o edema articular (Sacerdote et al., 1996;
Whiteside et al., 2005). A via do efeito antiedematogénico da
morfina ainda é inconclusiva, mas foi demonstrado o
envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc (Brock e Tonussi,
2008) e de canais de potassio medular (Foletto et al., 2013).

Outro aspecto importante para justificar o efeito
antiedematogénico do tramadol, sdo as evidéncias
demonstradas por Sacerdote e colaboradores (1997), de
gue farmacos com acdo inibitéria da recaptacdo de
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serotonina e noradrenalina, como a clomipramina, sao
capazes de diminuir a migracdo espontanea e estimulada de
macrofagos de ratos, uma vez que o0 recrutamento de
macrofagos e mondcitos para os locais de inflamacéo é
fundamental no desenvolvimento e manutencdo do
processo inflamatorio. De fato, essas evidéncias associadas
a importante acdo analgésica do tramadol em diversas
condi¢cdes clinicas de dor inflamatéria, impulsionaram
pesquisadores a estudar a possibilidade de este analgésico
reduzir a inflamag&do. Foi observado que o tramadol
administrado pela via intraperitoneal reduziu
significativamente o edema e a hiperalgesia induzida por
injecdo de levedura na pata de ratos e também a quantidade
de exsudato, bem como a atividade da prostaglandina no
exsudato. No entanto, a quantidade de leucotrienos no
exsudato nao foi alterada, nem a capacidade dos
macrofagos migrarem para o peptideo quimiotatico formil-
metionil-leucil-fenilalanina  (FMLP), sugerindo que o
tramadol é capaz de inibir diferentes tipos de inflamacéo no
rato sem afetar os mecanismos imunoldgicos (Bianchi et al.,
1999).

Embora 0s mecanismos do efeito
antiedematogénico dos opioides ndo estejam claramente
compreendidos, hipGteses sugerem a ativacdo de
receptores neuronais presentes no SNC e periférico. A
morfina e outros opioides com atividade central reduzem o
tbnus muscular em conjunto com a sedacéo, podendo ter
efeito sobre o fluxo sanguineo local nos tecidos periféricos.
Alternativamente, os opioides podem reduzir o edema
através da interacdo com células do sistema imune como
leucocitos e macrofagos circulantes ou no local da
inflamacao (Whiteside et al., 2005).

Outra hipétese a ser considerada neste contexto, é
a manipulacdo espinhal de alguns neurotransmissores, que
pode modular a despolarizagéo das fibras aferentes e como
consequéncia, modificar a inflamac&o periférica (Rees et al.,
1994). A medula espinhal ndo somente participa do controle
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da nocicepcao, como também, pode modular a inflamacéo
periférica. De maneira geral, as fibras aferentes primarias
transmitem a informacdo sensorial da periferia para a
medula espinhal de forma ortodrémica. Entretanto, sob
algumas circunstancias patolégicas, esta atividade pode ser
detectada emergindo da medula espinhal, através das fibras
sensoriais primarias de forma antidrémica (Willis, 1999),
modulando a inflamacdo ao estimular a liberacdo de
peptideos vasoativos (Averbeck et al., 2001) dos
nociceptores nos tecidos periféricos, contribuindo para o
processo inflamatoério. Este processo é denominado de
reflexo da raiz dorsal (RRD) e ocorre apds estimulos algicos
sustentados, que podem causar sensibilizagcdo medular,
resultando na despolarizacdo de terminais centrais dos
nociceptores e a consequente deflagracédo de potenciais de
acado anterogrados (Willis, 1999).

Para que ocorra a deflagracdo do RRD, deve haver
uma despolarizacéo das fibras aferentes primarias (PAD) na
medula espinhal. A PAD ocorre quando o impulso
ortodrémico em uma fibra aferente primaria despolariza o
terminal central de outra fibra aferente, através de um
interneurbnio GABAérgico com ligacdo axo-axOnica pré-
sinaptica (Willis, 1999). Essa despolarizagdo do terminal
central pelo neurotransmissor GABA ocorre através da
ligagcdo com o receptor GABAa, que induz a saida de ions
de cloreto através da abertura do canal idnico associado e
consequente despolarizacdo da membrana do aferente
primario. Esse efluxo é resultante de um padrdo de
expressao de transportadores de ClI° nos aferentes
primarios, diferente dos demais neurénios centrais.

No corno dorsal da medula espinhal, os aferentes
primarios expressam de forma mais significativa o
cotransportador de Na*, K* e CI (NKCC1), que carreia dois
fons de CI, um de K* e um de Na* através da membrana
celular para dentro do citoplasma, do que o de K* e CI-
(KCC2), que cotransporta Cl- e K* para fora do citoplasma
(Blaesse et al., 2009). Como consequéncia, a concentracao
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de CI intracelular em neurdnios sensoriais primarios
permanece acima do equilibrio eletroquimico (Scherrer et
al.,, 2009). Desta forma, quando o GABA ativa seus
receptores, ocorre o efluxo de cloreto ao invés do influxo,
despolarizando a membrana do aferente primario (Willis,
1999).

Em condi¢Bes normais, a PAD, mesmo causando
despolarizacdo, €é um evento inibitério, pois a
despolarizacdo ocorre somente no terminal central do
aferente primério. Como consequéncia, ocorre a reducao da
amplitude dos potenciais de acdo que invadem os terminais
pré-sinapticos por encontrarem canais de Na* e de Ca*? ja
inativados. A reducdo do potencial de acdo pré-singptico
resulta em menor influxo de Ca*? para dentro do terminal
pré-sinaptico, diminuindo a quantidade de neurotransmissor
a ser liberado na sinapse entre o terminal aferente primério
e o neurbnio de segunda ordem, caracterizando a inibicdo
pré-sinaptica (Willis, 1999; 2006) Entretanto, sob condicdes
patologicas, a despolarizagdo excessiva das fibras
sensoriais aumenta a magnitude da PAD, superando a
inibicdo pré-sinaptica e deflagrando o RRD.

Os neurdnios aferentes primarios contém diversos
receptores em toda sua extensdo, porém, o papel destes
receptores na despolarizacéo dos aferentes primarios ou na
inibicdo pré-sinptica ainda é incerto. Foi sugerido que os
opioides ao agirem em seus receptores localizados nos
terminais aferentes, tornam estes neurbnios mais
susceptiveis a inibicAdo  pré-sinaptica, além de
hiperpolarizarem os terminais aferentes (Willis, 1999).

Diante do exposto, a modulacdo da transmissao
medular pode ser um potencial mecanismo para o
tratamento das artropatias, em que a inflamacéo é um fator
importante e frequentemente presente, reforgando nossa
proposta de terapéutica pela via intratecal.
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6 CONCLUSAO

o O modelo de osteoartrite induzida por MIA foi
eficiente em demonstrar a incapacitacao e edema articular em
ratos Wistar machos, possibilitando a avaliagdo do efeito
analgésico e antiedematogénico do tramadol;

. O tramadol administrado pela via intratecal reduziu
a incapacitacdo e o edema articular nos modelos de OA
induzida por MIA e artrite induzida por LPS, com resultados
mais significativos no modelo de ReA,;

o A administracdo do tramadol pela via intratecal
possui grande potencial antinociceptivo e antiedematogénico
como tratamento para OA e ReA, apresentando vantagens
significativas quando comparado a via oral.
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