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Resumo

Efeitos do parecoxibe subaracnoideo sobre a medula espinal e as meninges de
coelhos

Introducédo: O parecoxibe, um pro-farmaco hidrolisado a valdecoxibe, € um antagonista
da COX-2 com intensa atividade anti-inflamatoria e analgésica. Embora muitos estudos
tenham sido realizados indicando a eficacia dos antagonistas da COX em aliviar o
processo da dor, quase nada foi estudado sobre a toxicidade desses farmacos no
neuroeixo. Objetivos: O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos que diferentes
doses de parecoxibe, administrado pela via subaracnoidea, em punc¢do Unica,
determinariam sobre a medula espinal e as meninges de coelhos. Metodologia: Apos
aprovacao pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, 30 coelhos adultos jovens, da
raca grupo genético de Botucatu, com pesos entre 2510 g e 3560 g, fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu, foram randomizados em trés grupos:
grupo S — solucéao salina a 0,9%, grupo P4 — parecoxibe (dose: 4 mg) e grupo Ps —
parecoxibe (dose: 8 mg). Apds a anestesia intravenosa com xilazina e cetamina os
animais foram submetidos a puncdo subaracnoidea guiada por ultrassom, com agulha
de Quincke 25G, no espaco entre primeira e a segunda vértebras sacrais e realizada a
injecdo de uma das solucdes previamente sorteadas em volume de 0,4 mL (10 pL por
centimetro de medula espinal medida entre a base do cranio e o espaco lombossacral).
ApOs a recuperacdo da anestesia e por 21 dias, os animais foram avaliados quanto a
sensibilidade e a motricidade. Em seguida, foram sacrificados por decapitacdo e retiradas
as porcoes lombar e sacral da medula espinal e as raizes da cauda equina para exame
histolégico por microscopia optica. Resultados: Dois animais foram excluidos do
experimento por dificuldade na técnica de puncdo. No grupo S, nenhum coelho
apresentou alteracdes clinicas ou histolégicas no tecido nervoso, vasos sangiiineos ou
meninges. No P4, cinco coelhos apresentaram alteracdes histoldégicas dos tecidos do
neuroeixo, principalmente infiltrado inflamatoério perivascular nas meninges. No Ps, seis
animais apresentaram alteragdes histolégicas, em dois coelhos deste grupo observou-se
foco de necrose no tecido nervoso e areas de aderéncias entre a pia-mater e aracnoide,
com manifestacdo clinica de paralisia das patas posteriores e sensibilidade dolorosa
diminuida na mesma regido. Limitacao: O espaco subaracnoideo do coelho tem diminuta
quantidade de liquor, favorecendo a menor diluicdo do farmaco no mesmo e a maior
concentracdo da solugdo em contato com o tecido nervoso e meninges, 0 que poderia
exacerbar os efeitos deletérios da medicacdo. Concluséo: Neste modelo experimental
de coelhos, diferentes doses de parecoxibe, em injecdo Unica, administradas pela via
subaracnoidea, determinaram alteracfes histologicas sobre a medula espinal e as
meninges.

Palavras-chave: coelho; injecao subaracnoidea; parecoxibe; meninges; medula espinal,
neurotoxicidade; AINES.



Effects of Subarachnoid Parecoxib on the Spinal Cord and Meninges of Rabbits

Abstract

Background: Parecoxib, a pro-drug that is hydrolyzed to valdecoxib, is a COX-2
antagonist with strong anti-inflammatory and analgesic activity. Although many studies
have demonstrated the efficacy of COX antagonists in relieving pain, almost nothing is
known about the toxicity of these drugs when administered into the neuraxis. Objectives:
The aim of this study was to evaluate the effects of a single injection of different doses of
parecoxib into the subarachnoid space on the spinal cord and meninges of rabbits.
Methods: After approval by the Ethics Committee on Animal Use, 30 young adult rabbits
of the Botucatu genetic group weighing 2,510 to 3,560 g, were randomized into three
groups: group S - 0.9% saline; group P4 — parecoxib (dose: 4 mg); group Ps — parecoxib
(dose: 8 mg). After intravenous anesthesia with xylazine and ketamine, the animals
underwent ultrasound-guided subarachnoid puncture with a Quincke 25G needle in the
space between the first and second sacral vertebrae and the injection of one of the
previously established solutions was performed in a volume of 0.4 mL (10 pL per cm of
spinal cord measured from the skull base to the lumbosacral space). After recovery from
anesthesia, the animals were evaluated regarding sensitivity and motor function for 21
days. After this period, the animals were sacrificed by decapitation and the lumbar and
sacral portions of the spinal cord and the roots of the cauda equina were removed for
histological examination by light microscopy. Results: In group S, none of the rabbits
exhibited clinical or histological alterations in nervous tissue, blood vessels or meninges.
In group Pa4, histological alterations were found in tissues of the neuraxis in five animals,
especially a perivascular inflammatory infiltrate in the meninges. In group Ps, histological
alterations were observed in six animals. In two rabbits of this group (Ps), we observed
necrotic foci in nervous tissue and areas of adhesions between the pia mater and
arachnoid, with clinical manifestations of hindlimb paralysis and reduced pain sensitivity
in the same region. Limitations: The fact that the arachnoid space of the rabbit contains
a small volume of cerebrospinal fluid may result in lower dilution of the drug and a higher
concentration of the solution in contact with nervous tissue and meninges, thus
exacerbating the deleterious effects of the drug. Conclusion: In this rabbit model, the
single injection of different doses of parecoxib into the subarachnoid space caused
histological alterations in the spinal cord and meninges.

Keywords: Parecoxib; rabbits; intraspinal injections; meninges; spinal cord; spinal

anesthesia; neurotoxicity syndromes; NSAIDs.
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Anti-inflamatérios néo esteroidais

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAL
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1 INTRODUCAO

As primeiras descricfes das caracteristicas clinicas da inflamacé&o séo observadas
em papiros egipcios datados de aproximadamente 3000 a.C., porém, foi no século | d.C.
gue o escritor romano Celso listou os quatro sinais cardinais da inflamacao (rubor, tumor,
calor e dor), sendo complementado por Virchow que adicionou um quinto sinal clinico, a
perda de funcéo (functio laesa)® 2.

A inflamacédo é reacdo complexa desencadeada por varios agentes nocivos e
consiste de respostas vasculares e celulares, podendo haver manifestacdes sistémicas.

A resposta inflamatéria estd4 intimamente relacionada ao processo de reparo
tecidual por meio da regeneracao de células do parénquima nativo ou pela cicatrizacao,
na qual o tecido danificado é preenchido por fibrose. Portanto, a inflamacéo é
fundamentalmente um mecanismo de defesa, cujo objetivo € a eliminacao da causa inicial
da lesdo celular®.

As reacdes vasculares e celulares decorrentes das inflamacfes aguda e crénica
sdo mediadas por fatores quimicos derivados de proteinas ou células plasmaéticas e, sdo
produzidas ou ativadas pelo estimulo inflamatério. Esses mediadores amplificam a
resposta inflamatdria e influenciam sua evolugéo. A inflamacao termina quando o agente
agressor € eliminado e os mediadores sao destruidos ou dispersos. Somam-se a estes
fatores mecanismos anti-inflamatérios ativos que visam controlar a resposta inflamatoria
e evitar que ela cause dano excessivo ao hospedeiro3.

A inflamacdo aguda é resposta rapida a agentes agressores como infeccdes
(bacterianas, virais ou parasitarias), toxinas microbianas, traumas, agentes fisicos e
quimicos (lesdo térmica, radiacdo, substancias quimicas), necrose tissular, corpos
estranhos e reacfes imunologicas. Os trés principais componentes caracteristicos da
inflamacéo aguda séao as alteragdes no calibre vascular (aumento de fluxo sanguineo),
as alteracOes estruturais na microcirculacao (aumento da permeabilidade vascular) e a
migracéo dos leucdcitos (acimulo e ativacdo das células de defesa)”.

Os fenbmenos vasculares desempenham papel importante na cascata da
inflamacé&o aguda, possibilitando que anticorpos e leucdcitos atinjam o local da agressao

tecidual. Variagbes no fluxo e calibre dos vasos se iniciam logo apos a leséo.
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A vasodilatacdo € uma das primeiras manifestacdes da inflamacdo aguda,
podendo ser precedida de vasoconstricdo transitoria de curta duracdo. A dilatacdo
vascular envolve primeiro as arteriolas, seguida de abertura de novos leitos capilares
levando a aumento do fluxo sanguineo local, causando, na maioria das vezes,
manifestacdes clinicas conhecidas como sinais cardinais da inflamacé&o (calor e rubor)®.

O aumento do calibre dos vasos sanguineos € induzido por mediadores que atuam
na musculatura lisa vascular, os principais sdo a histamina e o 6xido nitrico, sendo
seguido de rapido aumento na permeabilidade da microcirculacdo, com extravasamento
de fluido rico em proteinas para o tecido extravascular. A perda de liquido para o
intersticio resulta em estase devido a concentracdo de hemacias nos vasos de menor
calibre e aumento da viscosidade sanguinea. A estase facilita o acumulo, adesao e
migracéo de leucdcitos, principalmente neutréfilos, no intersticio?.

A perda de proteinas do plasma reduz a pressdo osmotica intravascular e aumenta
a pressao osmotica no fluido intersticial, que associado ao aumento da pressao
hidrostéatica decorrente de maior fluxo sanguineo local, culminam em extravasamento e
acumulo de fluido no intersticio, causando edema.

O aumento da permeabilidade vascular devido as alterac6es endoteliais ocorre em
fases distintas. A resposta imediata transitoria dura cerca de 30 minutos e é mediada pela
histamina e leucotrienos. Esta € sucedida pela resposta tardia que comeca cerca de 2
horas depois e tem duracédo aproximada de 8 horas, mediada principalmente por cininas
e produtos do complemento?.

O deslocamento de leucécitos a lesdo e sua posterior ativacao é funcao critica da
inflamacdo. A sequéncia de eventos leucocitarios segue etapas, sendo elas a
marginacdo, o rolamento e a adesdo ao endotélio, seguidas de transmigracdo ou
diapedese e, por fim, migracdo nos tecidos intersticiais em direcdo ao estimulo
quimiotatico® 7.

Quando ocorre ativacao celular pelo estimulo inflamatoério, ha remodelacéo lipidica
na membrana das células para gerar mediadores que funcionam como sinais
intracelulares ou extracelulares, esses mediadores lipidicos conhecidos como autacoides
(hormonios de curto alcance) sao formados rapidamente, se degradam espontaneamente

ou sdo destruidos por via enzimatica®.
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O acido araquidénico € encontrado na forma esterificada nos fosfolipideos da
membrana, sendo liberado por meio da acdo das fosfolipases celulares. Os metabdlitos
do acido araquiddénico conhecidos como eicosandides séo sintetizados por duas classes
principais de enzimas, as ciclooxigenases (prostaglandinas e tromboxanos) e as
lipoxigenases (leucotrienos e lipoxinas)®.

Sendo o sistema de defesa do hospedeiro tdo potente, € necesséario controle
estrito para minimizar o dano tecidual. Com a progressdo da resposta inflamatéria,
existem gatilhos celulares que resultam em mudanca no padrdo de secrecdo de
quimiocinas, por exemplo a secrecao de lipoxinas (LXA4), que inibem o recrutamento de
polimorfonucleares e a liberacdo de TGF-B e IL-10 (citocinas anti-inflamatérias)*©.

Tanto a inflamacdo quanto o reparo tecidual podem ser potencialmente
prejudiciais. Por essa razao existem mecanismos celulares e agentes exdgenos capazes
de regular o processo inflamatério*?.

Os anti-inflamatérios, classe de farmacos que atua modulando a cascata
inflamatoria, sdo classificados, de acordo com seu mecanismo de acdo, em duas
categorias: os esteroidais, ou analogos do cortisol, que atuam sobre os leucotrienos, e
0s nao esteroidais atuando sobre as ciclooxigenases? 13,

As acdes terapéuticas e farmacoldgicas dos anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINEs) séo atribuidas, principalmente, a sua habilidade em inibir a ciclooxigenase
(COX), enzima responsavel por catalisar a conversdo do acido araquidénico a
prostaglandinas (PGs) e tromboxane Az (TXA2)12 14,

Oficialmente conhecida como prostaglandina-endoperoxido sintase (PTGS), a
COX pertence a uma uma familia de isoenzimas que é responsavel pela formacao de
prostandides, incluindo tromboxano e prostaglandinas, como a prostaciclina.

O termo "COX" é encontrado com mais freqiéncia do que "PTGS", porém em
genética, "PTGS" é oficialmente usado para esta familia de genes e proteinas, pois a
denominagéo "COX" pertencia a familia das enzimas citocromo C oxidase.

A diferengca mais significativa entre as isoenzimas (COX 1 e 2), que permite a
inibicdo seletiva, € a substituicdo da isoleucina na posi¢cdo 523 da COX-1 por valina na
COX-2. O menor tamanho da Vals2s na COX-2 permite o acesso a um sitio de ligacéo

hidrofébico na enzima. As moléculas de medicamentos, como 0s coxibes, com



15

capacidade de ligar-se a este sitio alternativo sdo consideradas inibidores seletivos de
COX-2.

Existem, pelo menos, duas isoformas de COX bem caracterizadas, a COX-1
constitutivamente expressa e a COX-2, altamente induzida na resposta ao estimulo
inflamatorio*®.

Embora esteja bem estabelecido que as isoformas contribuem para o
desenvolvimento da inflamacédo e da dor nos tecidos periféricos!®, os seus papeis
funcionais sdo complexos e ndo muito claros. Diferente dos tecidos periféricos nos quais
a COX-1 esta presente para prover a homeostasia tecidual, a COX-2 € induzida pela
inflamacédo!*. Contudo no sistema nervoso central (SNC) as duas isoformas estdo
constitutivamente presentes com atuacdes funcionais diferentes?’: 18,

A COX-2 €, geralmente, expressa em niveis baixos, seu aumento tanto no SNC
como no sistema nervoso periférico ocorre como reacdo a lesdo tecidual ou a
inflamac&o?®. A lesédo tecidual desencadeia trafico aferente persistente de impulso que
da inicio a sensibilizacdo central. As prostaglandinas possuem papel importante no
aparecimento de sinais e sintomas da inflamacdo?°. Elas sensibilizam os terminais
aferentes das fibras C e acentuam as respostas das fibras C ao estimulo algico que
resulta em hiperalgesia?® 2.

A inflamacdo neurogénica descreve, um fendbmeno de vasodilatagdo arteriolar
originado pelas fibras nervosas locais, com aumento do fluxo sanguineo e conseqiente
edema por extravasamento de plasma da vénula pés-capilar. Quando bem localizado, o
evento traduz-se na formacdo de uma papula com eritema. Essa reacao ocorre pela
presenca local de neuropeptideos, que sao liberados por duas subpopulacées de fibras
nervosas, assim chamadas peptidérgicas: as fibras do tipo C (aferentes ndo mielinizados
ou nociceptores polimodais C) e, em menor quantidade, as fibras A-delta (pequenas
fibras mielinizadas). Juntas, elas desempenham as fungbes autondmicas e de
nocicepcao e propiciam o inicio das reagdes imunes e pro-inflamatérias no sitio da leséo
20_

Os nociceptores interagem como o meio quando estdo excitados, produzindo e
liberando substancias algogénicas (pré-inflamatérias) especiais, como as taquicininas A,

B e a substancia P, um polipeptideo relacionado como o gene da calcitonina e a
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somatostatina. Essas substéncias liberadas no intersticio se difundem e agem a
distancia, reduzindo os limiares dos nociceptores. Agem também em células vizinhas,
fazendo-as degranular e liberar substancias pré-inflamatorias e algogénicas. A fungéo
secretora dos nociceptores é prova da acéo inflamatéria neurogénica 2% 2%,

Na auséncia de lesdo tecidual ou apGs seu reparo e cicatrizacdo, o estado de
alerta, de limiar diminuido a dor, e de inflamacéo, retorna, gradativamente, ao seu estado
inicial. A cascata pode retornar a um estado de superalerta em condi¢cdes nas quais o
risco de lesdo se torna elevado, como a deteccdo de novos estimulos nociceptivos
intensos, repetidos e persistentes 22,

Tal sensibilizacdo é expressdo da plasticidade sinaptica que ocorre no SNC
deflagrada por estimulos nociceptivos persistentes. Na cronicidade pode haver um
estado persistente de facilitacdo, potenciacdo, aumento ou amplificacdo da resposta
nociceptiva. Pode ocorrer reducéo de influéncias inibitérias nos neurdnios sensitivos do
corno dorsal da substancia cinzenta medular e alteracdes sinpticas e intracelulares que
culminam na producéo permanente de sinalizacdo da presenca de estimulos dolorosos,
mesmo ha auséncia de verdadeira estimulacao periférica.

As prostaglandinas ativam fibras aferentes sensitivas e promovem a nocicepgao
na medula espinhal pela despolarizacdo dos neurdnios do tipo WDR e bloqueiam a
inibicdo neuronal feita pela glicina. As expressdes da COX-2 e da PGE2 aumentam
drasticamente ap6s lesédo nervosa, tanto no local da lesdo quanto na medula espinhal %2,

Os anti-inflamatérios nédo esteroidais, sédo utilizados como adjuvantes aos opidides,
no tratamento da dor pos operatéria, com o objetivo de diminuir as doses e os efeitos
colaterais desses ultimos. O parecoxibe, inibidor seletivo da COX-2, bloqueia a sintese
de prostaglandinas, associadas a dor e inflamacéo, sem os efeitos colaterais de blogueio
da COX-1 e esta envolvido com a modulagéo do estimulo néxico e com ativacao neuronal
no cértex somatosensorial?3.

Os efeitos analgésico e anti-inflamatorio dos AINES parecem estar relacionados a
sua capacidade de inibir a COX e a sintese de PG, blogueando assim, a sensibilidade
excessiva a dor induzida pela ativacdo do glutamato e dos receptores de substancia P.
Como os AINES atuam por meio de sistema enzimatico e ndo por acao em receptores, €

pouco provavel que ocorram efeitos colaterais como depressao respiratoria, retencao
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urindria e tolerdncia medicamentosa, comumentemente observados quando se
administram opidides no espaco peridural®.

Estudos sobre sensibilizacdo central apds a administracao de farmacos no espaco
subaracnoideo mostraram que a hiperalgesia resultava, em parte, da ativacdo de cascata
complexa iniciada pela liberacdo de neurocinina-1 (NK-1) e ativacdo de receptores do N-
metil-D-aspartato (NMDA) secundarios a liberac@o de substancia P e de glutamato. Essa
cascata ativa as fosfolipases espinais e gera prostanéides pela acdo de COX espinal®®
resultando em liberagéo desses prostandides?® 2.

Foi observado que os efeitos hiperalgésicos?® 2° e a liberacdo espinal de
prostaglandinas® diminuiram apés a administracdo de inibidores da COX pela via
subaracnoidea em doses dos farmacos que nao foram suficientes para desencadear
efeitos sistémicos, como dispepsia, hemorragia do trato gastrointestinal e lesdo renal
aguda. Tal fato veio demonstrar que os AINEs, de alguma forma, apresentam acao
central.

Estes estudos enfatizaram que as prostaglandinas sdo liberadas no espaco
extracelular extra-vascular de sitios espinais e supra-espinais secundaria a atividade
neuronal. A ativacéo repetitiva dos neurdnios espinais ou a excitagcao dos receptores da
substancia P ou glutaminérgicos do corno dorsal evocariam estado de facilitacdo do
processo de hiperalgesia e a liberacdo de PGs. A administracdo de prostandides na
medula espinal levaria a hiperalgesia®®.

Embora muitos estudos tenham sido realizados indicando a eficacia dos
antagonistas da COX em aliviar o processo da dor, quase nada foi estudado sobre a
toxicidade desses farmacos administrados no neuroeixo.

O Unico estudo publicado na literatura do meu conhecimento é o de Kim et al.3!
gue pesquisaram os efeitos do parecoxibe administrado no espaco peridural de ratos.
N&o foi constatada toxicidade nervosa e ndo foram pesquisados os efeitos do farmaco
sobre as meninges. Outros autores®?, considerando que a COX-2 aplicada no corno
dorsal da medula modularia o processo nociceptivo3® 34 e a auséncia de neurotoxicidade
apos injecdo peridural em ratos®!' adicionaram o antagonista da COX-2 (parecoxibe) ao
anestésico local (ropivacaina) constatando aumento na duracdo do bloqueio de nervo

periférico em seres humanos, além do alivio da dor pés-operatéria. Sugeriram que o
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antagonista da COX-2 aplicado diretamente no nervo periférico ou central poderia ter
efeitos analgésicos melhores do que quando ele era administrado pela via intravenosa.

Tal sugestdo é um tanto quanto alarmante porque o farmaco nao foi sintetizado
para ser empregado por estas vias e, ndo existem pesquisas suficientes que atestem a
auséncia de toxicidade quando administrado no sistema nervoso central e periférico.

Todas as vezes que um novo agente analgésico é introduzido para utilizacdo
clinica, mesmo que seja considerado seguro para uso intravenoso, ele nao €
obrigatoriamente seguro quando administrado no espac¢o subaracnoideo ou peridural®
36, Para assegurar a auséncia de toxicidade, este novo agente deve ser testado em
grande numero de animais, de diferentes espécies, antes que seja administrado no
homem?’.

Diferentemente dos inibidores seletivos da COX-2 de primeira geracdo que
apresentam pequena solubilidade aquosa o que restringe a opc¢do de doses, 0 pro-
farmaco designado parecoxibe sédico®® inibidor da COX-2 de segunda geracdo é
altamente soltvel em agua e rapidamente convertido em valdecoxibe e acido propiénico
in vivo com meia-vida plasméatica de aproximadamente 22 minutos, apresentando intensa
atividade analgésica e anti-inflamatéria®®. A eliminacéo do valdecoxibe é extensivamente
por metabolizacdo hepatica envolvendo vias mdltiplas, incluindo citocromo P-4s0 (CYP-
isoenzimas 3A4 e CYP2Co) e glicuronidacéo do radical sulfonamida (cerca de 20%).

Foi descrito que o parecoxibe possui atividade analgésica quando administrado
pela via subaracnoidea de ratos*® o que sugere que o pro-farmaco pode ser hidrolisado
na medula espinal. E descrito que a atividade da enzima ciclooxigenase esta presente
nos neurbnios e nas células gliais da medula espinal de diversas espécies de
mamiferos*!: 2. Em modelo experimental de ratos com osteoartrite, a injecdo intra-
articular de parecoxibe foi eficaz em promover analgesia, mostrando que o figado néo é

0 Unico local onde ocorre a hidrélise enziméatica do parecoxibe para o valdecoxibe*3.
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7 CONCLUSAO

Neste modelo experimental de coelhos, diferentes doses de parecoxibe, em
injecdo Unica, administradas pela via subaracnoidea, determinaram alteracdes

histoldgicas sobre a medula espinal e as meninges.
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