s

R

UNISUL

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
ROMILTON CROZETTA DA CUNHA

PRODUCAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE
IMPLANTES CONTENDO ANTI-INFLAMATORIO NAO ESTEROIDAL NA
OSTEOARTRITE INDUZIDA EM JOELHOS DE RATOS

Tubardo
2013



ROMILTON CROZETTA DA CUNHA

PRODUCAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE
IMPLANTES CONTENDO ANTI-INFLAMATORIO NAO ESTEROIDAL NA
OSTEOARTRITE INDUZIDA EM JOELHOS DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
em Ciéncias da Saude, da Universidade do Sul
de Santa Catarina, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Luiz Alberto Kanis, Dr.

Tubarédo
2013



C98

Cunha, Romilton Crozetta da, 1957-

Producdo e avaliagdo da atividade anti-inflamatéria de
implantes contendo anti-inflamatdrio ndo esteroidal na osteoartrite
induzida em joelhos de ratos / Romilton Crozetta da Cunha ;
orientador: Luiz Alberto Kanis.-- 2013.

74 f. :il. color. ; 30 cm

Dissertacao (mestrado)-Universidade do Sul de Santa
Catarina, Tubar&o, 2013

Inclui bibliografias

1. Osteoartrite. 2. Agentes anti-inflamatorios. 3. Joelhos.
4. Osteoartrite — Tratamento. |. Kanis, Luiz Alberto.

I1. Universidade do Sul de Santa Catarina - Mestrado em Ciéncias
da Saude. I11I. Titulo.

CDD (21. ed.) 616.7223

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria da Unisul




AGRADECIMENTOS

Aos académicos de Farméacia e Bioguimica Beatriz Rohden Carvalho e Diego
Moterle pelo auxilio prestado em todas as atividades nos laboratérios, pela boa vontade e
ajuda incondicional.

Aos académicos de medicina Fabricio Martinelli, Felipe Guadagnin e Marcelo
Baggio pelo auxilio nos testes com as animais utilizados no estudo, pelo companheirismo e
pelos estimulos quando as coisas ficavam dificeis.

Ao médico Antonio Castelan da Cunha, pela valiosa colaboracdo na dissecdo dos
animais e contagem das lesGes gastricas.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Luiz Alberto Kanis, pelos ensinamentos e por me
mostrar que sempre existe um caminho alternativo, e que a persisténcia € a chave para a

conquista do objetivo.



RESUMO

Entre as formas de tratar a osteoartrite (AO) esta o uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINESs), sempre com a recomendacdo para ser usado na menor dose efetiva e no menor
tempo possivel. Isso por que os efeitos adversos nos sistemas gastrointestinal,
cardiocirculatério e renal sdo bem conhecidos. O uso de sistemas diferenciados de liberacdo
de farmacos como os dispositivos implantaveis tem propiciado alternativas para reduzir a
concentracdo plasmatica circulante e direcionar o farmaco para o local de acdo, podendo
reduzir assim muitos dos efeitos colaterais dos farmacos. O objetivo deste estudo foi produzir,
caracterizar e avaliar a atividade anti-inflamatoria de dois sistemas poliméricos implantaveis
contendo diclofenaco de sddio em modelo de inflamacao aguda induzida por carragenina em
joelho de ratos. Foram produzidos dois dispositivos implantaveis contendo diclofenaco de
sodio, o primeiro incorporado em misturas de EUDRAGIT RS 100 e PEG400, chamado de
EUDPEG,; e outro contendo EUDRAGIT RS 100 e PCL-T, chamado de EUDPCL-T. Os
materiais foram caracterizados por microscopia Otica, analises termomecanicas e foi
determinada a velocidade de liberacio em meio de tampdo fosfato pH 7.4. Apds
caracterizacdo os dispositivos EUDPCL-T (3,0 mg de diclofenaco de sddio) e EUDPEG (3,6
mg de diclofenaco de sédio) foram implantados justa articular na regido posterior dos joelhos
e apos 4 dias foi induzido edema de joelho pela injecdo intra-articular de carragenina. Nos
tempos 6 horas e no 7° dia ap0ds a inducdo da artrite, 0s animais foram anestesiados e o edema
medido através da variacdo da circunferéncia do joelho, seguido de sacrificio para anélise de
mediadores inflamatdrios, mieloperoxidade (MPO) e Oxido nitrico presentes na articulacao.
Também foram avaliadas as lesbes gastricas. Os resultados foram comparados com
administracdo oral de 30 mg/Kg de diclofenaco de sddio. As microscopias demonstraram que
o filme EUDPEG ¢€ totalmente transparente devido a solubilidade do diclofenaco na matriz
polimérica e apresenta um comportamento mecanico plastico com menor capacidade de
deformacéo. Para o filme EUDPCL-T foi observado um filme totalmente opaco associado a
cristalizacdo do diclofenaco de sodio na matriz polimérica e variagdo de deformacdo em
funcdo da tensdo caracteristica de material elastomérico. Os estudos de liberacdo de
diclofenaco de sodio in vitro a partir dos filmes utilizados mostraram duas fases distintas de
liberacdo, uma fase de liberacéo acelerada, que durou em torno de 24 horas, onde EUDPEG
apresentou maior velocidade de liberagéo, e uma fase lenta onde ocorreu a inversdo das
velocidades de liberagdo, com filme EUDPCL-T, apresentando um aumento da quantidade

liberada por tempo quando comparado com o EUDPEG. O dispositivo EUDPCL-T promoveu



reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) do edema e da concentragdo de MPO quando
comparado com o grupo controle 6 horas e 7 dias ap6s a inducdo do edema, enquanto o grupo
que recebeu tratamento por via oral mostrou diferenca significativa somente 7 dias apds a
inducdo da artrite. O dispositivo EUDPEG reduziu o edema significativamente (p<0,05)
somente 7 dias apos a inducgdo da artrite, mas néo foi eficaz para reduzir a concentragdo de
MPO. No doseamento de nitratos/nitritos 6 h apds a inducdo da artrite, somente 0s grupos
tratados com dispositivos implantdveis EUDPEG e EUDPCL-T mostraram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados com o grupo controle. Sete dias ap6s a
inducdo da artrite nenhum grupo que recebeu tratamento mostrou diferenca estatistica nos
niveis de nitratos/nitrito com o grupo controle. Os resultados demonstram que a colocacéo do
dispositivo EUDPCL-T para entrega do diclofenaco de sédio justa articular, promoveu a
mesma atividade na diminuicdo do edema e na diminuicdo dos marcadores inflamatorios

quando comparado com a administracdo por via oral, porém com doses inferiores.

Palavras chaves: Osteoartrite. Sistemas implantaveis. Inflamacéo.



ABSTRACT

Among the options to treat osteoarthritis there is the use of non-steroidal anti-inflammatory,
always with the recommendation of using the least effective dose in the shortest time
possible. It is suggested because the adverse effects in the gastrointestinal, cardio circulatory
and renal systems are well known. The use of different systems of drug releases like
implantable devices has propitiated alternatives to reduce the circulatory plasma
concentration, directing the drug to the action site than reducing many of the collateral effects.
The objective of this study was to characterize and evaluate the anti-inflammatory activity of
two polimeric implantable devices containing diclofenac sodium in a model of induced
osteoarthritis by carragenina in the knees of Wistar rats. It was produced two implantable
devices containing diclofenac sodium, the first one obtained by blending of EUDAGRIT RS
100 and PEG400, called EUDPEG, and the other one containing EUDRAGRIT RS 100 and
PCL-T, called EUDPCL-T. The materials were characterized by optic microscope and
thermodynamic analysis (DMA) and the release mechanism determined within a phosphate
buffer pH 7.4. After characterizing, the devices was implanted EUDPCL-T (3,0 mg of
Sodium diclofenaco) and EUDPEG (3,6 mg of sodium diclofenaco) in the articulation in the
posterior knee region and after 4 days it was induced the knee edema by the injection of
carragenina. In the 6th hour and 7 days after the inducing the animals received anesthesia and
the edema was measured by the variation of the knee circumference, followed by sacrifice for
the analysis of the inflammatory mediators, MPO and nitric oxide within the articulation, it
was also evaluated the number of gastric lesions. The optic microscopy showed that the
EUDPEG film is totally transparent due to the solubility of diclofenac in the polymeric matrix
and shows a mechanical plastic behavior with less capacity of deformation. For the EUDPCL-
T film it was observed a totally opaque film associated with diclofenac sodium crystallization
in the polymeric matrix and shows deformation variation due to tension characteristic of
elastomeric material. The in vitro studies of diclofenac sodium releases by the films showed
two distinct phases of release for both polymeric films, one fast release phase, which lasted 24
hours, where EUDPEG showed faster release , and one slow phase where the inversion of
release speed was observed. EUDPCL-T showed a tendency of increase in quantity released
by time when compared to EUDPEG. The EUDPCL-T device promoted statistically
significant reduction (p<0,05) of the edema and the MPO concentration when compared to the

group that didn’t received treatment, 6 hours 7 days after the edema induction while the group



that received oral treatment, showed significant difference only seven days after the
osteoarthritis induction. The EUDPEG device also reduced the edema only after seven days of
osteoarthritis induction but wasn’t able to reduce the MPO concentration. When the measures
of the knee circumference were taken in the 7th day after osteoarthritis induction, all the
treated groups showed edema reduction when compared to the group that only received
carragenina. The MPO activity was lesser in the EUDPCL-T group with a statistically
significant difference when compared to the CRGN group in the sixth hour seven days later of
osteoarthritis induction, while the DICL group showed difference only after seven days of
osteoarthritis induction. In the nitrates/nitrites research six hours after osteoarthritis induction
only the EUDPEG and EUDPCLT groups showed significant statistical difference when
compared to the CRGN group, seven days after osteoarthritis induction none group showed
statistical difference with the CRGN group. The results showed that the device implantation
delivers the diclofenac sodium at the joint, promoted the same activity in reducing edema and

inflamatory markers when compared to the oral administration, but with much inferior doses.

Keywords: Osteoarthritis. Implantable device. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Osteoartrite (OA), também denominada osteoartrose, € uma doenca cronica. De
alta prevaléncia na populacédo idosa, sendo a forma mais comum de artrite em todo o mundo.
Sua causa é desconhecida, porém existem evidéncias de que é uma doenca multifatorial.
(BUSIJA et al., 2010; FELSON et al., 2000; HELMICK et al., 2008; MURPHY et al., 2008).

Os principais fatores de risco para a OA sdo a idade, o sexo feminino e a
obesidade. Alguns fatores geograficos e profissionais assim como grupos étnicos e o trauma
articular também estéo assosiados ao desenvolvimento da doenca. (AYALA; FERNANDEZ-
LOPEZ, 2007; DAS; FAROOQI, 2008; BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; ZHANG:;
JORDAN, 2010).

A prevaléncia da OA varia em funcédo da sua definicdo, da articulacdo em estudo e
das caracteristicas da populacdo estudada, tornando dificil conhecer a real prevaléncia da
doenca. Porém, as pesquisas realizadas concordam que a OA é uma doenca de alta incidéncia
gue estd aumentado com o envelhecimento da populacdo mundial, que sua etiologia é
multifatorial e que tem um grande impacto em todo o mundo, ainda que cada populacédo
estudada apresente uma combinaco diferente de fatores de risco. (AYALA; FERNANDEZ-
LOPEZ, 2007; BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; BUSIJA et al., 2010; DAS; FAROOQI,
2008; FRIAS et al., 2009; HELMICK et al., 2008; JORDAN, 2010; MURAKI et al., 2009;
POTTIE et al., 2010; ZHANG; JORDAN, 2010).

Do ponto de vista clinico observou-se que os pacientes com OA experimentam
episodios de dor recorrente ou de piora da dor no curso da enfermidade. Com frequéncia a dor
artritica piora com o uso das articulacGes afetadas e melhora com o repouso. A reducdo da dor
se associa & melhora da fungdo e diminuicdo de faltas ao trabalho. (EDMONDS, 2009;
SCHNITZER, 2002; ZHANG; JORDAN, 2010).

Ao longo dos anos uma série de diretrizes nacionais, regionais e internacionais,
foram desenvolvidas para ajudar os medicos e outros profissionais de salde, juntamente com
0 paciente na escolha de terapias universalmente aplicaveis para a gestdo da OA. De forma
convergente, as orientacdes dirigem o tratamento da OA para a reducdo da dor e da rigidez
articular, procurando reduzir a incapacidade fisica, melhorando a qualidade de vida, limitando
a progresséo das lesdes, educando os pacientes sobre a natureza da sua doenca e planejando
sua gestdo. (ZHANG; JORDAN, 2010; ZHANG et al., 2007).

Mais de 50 modalidades de tratamento estdo incluidos na literatura médica, que

evolui iniciando com medidas terapéuticas ndo farmacoldgicas para associacdo com



14

medicacdo e terminando em terapia cirlrgica para alguns casos. Em todas as diretrizes
estudadas foi constante a indica¢do do uso de anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES), no
tratamento da OA, com a recomendacdo de que estes farmacos devem ser usados na menor
dose efetiva e pelo menor tempo possivel, isso por que AINEs apresentam contra indicacdes
conhecidas no sistema gastrointestinal, cardiovascular e renal. (COIMBRA et al., 2002; DAS;
FAROOQI, 2008; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC
CONDITIONS, 2008; NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CLINICAL
EXCELLENCE, 2008; PATRONO; ROCCA, 2009; SCHNITZER, 2002; ZHANG;
JORDAN, 2010; ZHANG et al., 2007b; ZHANG et. al., 2010).

Apesar destas recomendacdes, os AINEs ainda sdo largamente prescritos,
provavelmente por causa do seu efeito analgésico e da dificuldade em manusear os pacientes
com OA com analgésicos simples. Outro problema é a automedicacdo com estes farmacos
que sdo amplamente popularizados. (WILLIAMS; SPECTOR, 2006).

O mecanismo de acdo dos AINESs, inibindo a producéo de prostaglandinas e com
isso diminuindo a resposta inflamatoria, é responsavel pelos efeitos colaterais destes
farmacos. Assim, novas pesquisas procurando diminuir os efeitos adversos tém sido
realizadas. (CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK, 2008; PATRONO; ROCCA, 2009).

Em 1990 a descoberta de uma segunda forma da enzima ciclooxigenase, a COX-
2, proporcionou o desenvolvimento de AINEs inibidores seletivos da COX-2 procurando
desta forma diminuir a toxicidade gastrica. Porém logo se descobriu que estes farmacos
podem afetar o equilibrio da cascata de coagulacdo, inclinando a balanca em favor da
atividade pro-trombotica aumentando assim o risco de eventos cardiovasculares.
(CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK, 2008; NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND
CLINICAL EXCELLENCE, 2008; WILLIAMS; SPECTOR, 2006).

Devido & associagdo com complicagfes cardiovasculares alguns farmacos
inibidores seletivos de COX-2 foram retirados do mercado, e os que ainda estdo disponiveis
estdo sujeitos a receituédrio controlado, e com contra indicagdo formal para pacientes com
risco tromboembdlico. Desta forma o manuseio da OA com AINESs permanece com restricdes
importantes e novos estudos sdo necessarios para contornar o problema. (NATIONAL
COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008).

Nas ultimas decadas, muitos estudos foram conduzidos no desenvolvimento de
novas formas de administracdo de farmacos com o objetivo de promover uma liberacdo
localizada e controlada do ativo, melhorar a eficacia e reduzir a toxicidade e efeitos colaterais.

Entre as novas formas farmacéuticas podemos destacar o uso de sistemas implantaveis para
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distribuicdo de farmacos, onde séo utilizados polimeros como os poliésteres alifaticos, 0s
copolimeros do acido metacrilico e dos ésteres acrilatos, além de diferentes polissacarideos.
(CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; STRUCTURE..., 2009; WILSON et al.,
2010; ZHANG et al., 2010).

Estes sistemas de distribuicio de farmacos sdo capazes de proteger 0s
medicamentos que sdo instaveis in vivo e também realiza uma liberacdo local do ativo
reduzindo desta forma a concentracdo plasmatica circulante e promovendo uma reducéo dos
efeitos colaterais oriundos do farmaco. Estudos preliminares com estes sistemas tém
demonstrado eficacia superior em relacdo aos métodos convencionais de administracdo de
farmacos. (FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; PARK et al., 2010;
VENKATARAMAN et al., 2011). Esta alternativa quando aplicada ao tratamento da OA
pode favorecer o paciente diminuindo a concentracdo plasmatica total de AINEs e reduzindo

0 risco de danos no sistema gastrico, cardiovascular e renal.
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2 JUSTIFICATIVA

A osteoartrite € uma doenca cronica, incapacitante e de alta prevaléncia na
populacéo, onde a prescricdo de AINESs esta indicada na literatura pesquisada, devido a sua
eficacia no tratamento da dor; sempre com a recomendacao de que deve ser utilizada a menor
dose efetiva e pelo menor tempo possivel, devido as possiveis complicagbes no sistema
gastrointestinal, cardiovascular e renal. (DAS; FAROOQI, 2008; PATRONO; ROCCA,
2009).

Estas recomendagdes limitam de forma indiscutivel o manuseio destes pacientes
com a utilizacdo de AINES, uma vez que existe alta prevaléncia da OA nas faixas etarias mais
altas da populacdo, onde as doencas gastrointestinais cardiovasculares e renais também sao
prevalentes, aumentando a chance de complicacGes adversas com uso dos AINEs. (BUSIJA et
al., 2010; GUILLEMIN et al., 2011; MURAKI et al., 2009; PATRONO; ROCCA, 2009;
ZHANG; JORDAN, 2010).

Uma nova forma de administracdo de AINE que possa proporcionar alta
concentracdo de farmaco no local de acdo, com baixa concentracdo plasmatica, diminuindo
desta forma efeitos colaterais e aumentando a eficacia terapéutica do medicamento, parece ser
hoje um objetivo factivel com o uso de sistemas implantaveis para distribuicdo de farmaco.
(DASH; CUDWORTH, 1998).

Esta nova tecnologia, j& demonstrou eficacia utilizando os mais variados sistemas
de entrega, em diferentes sistemas organicos, com uma grande diversidade de farmacos. No
entanto poucos produtos estdo disponiveis para utilizagdo clinica no momento, muitos
sistemas estdo em estagios iniciais de desenvolvimento e muitas perguntas ainda estdo por ser
respondidas (FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; PARK et al., 2010).

Desta forma o desenvolvimento de sistemas implantaveis para entrega de AINES
justa articular pode ser uma alternativa eficiente para o manuseio dos pacientes com OA pois
podem melhorar a eficacia dos farmacos e diminuir a toxicidade, além de ser uma forma de
tratamento cdmodo para pacientes que em muitas ocasifes ja fazem uso de varias medicagdes
por via oral. (CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; DASH; CUDWORTH,
1998).
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3 OBJETIVO GERAL

Produzir, caracterizar e avaliar a atividade anti-inflamatoria de dois sistemas
poliméricos implantaveis contendo diclofenaco de sédio em modelo de osteoartrite induzida

com carragenina no joelho de ratos Wistar.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir dispositivo polimérico implantavel de diclofenaco de sddio incorporado
em uma base de derivado de acrilato contendo polietileno glicol 400 ou policaprolactona triol.

Caracterizar as propriedades mecanicas, Oticas e de liberacdo do diclofenaco de
sodio nos dispositivos produzidos.

Verificar a atividade anti-inflamatdria dos sistemas implantaveis contendo
diclofenaco sddico quando implantado extra articular e justa capsular no joelho de rato Wistar
com artrite induzida por carragenina.

Comparar a atividade anti-inflamatoria do sistema implantavel contendo baixas
doses de diclofenaco de sddio com o mesmo farmaco administrada por via oral

Quantificar o nimero de lesbes gastricas das duas formas de administracdo do

farmaco.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 OSTEOARTRITE (OA)

A OA pode ser dividida de forma ampla em OA primaria, ou idiopética, e a OA
secundaria a outra condicdo patolégica. A OA priméria pode ser localizada em uma
articulacdo ou na sua forma generalizada, em varias articulac@es, quando geralmente incluem
a participacdo conjunta de pequenas articulagdes das mdos e uma ou mais articulacdo de
grande porte. (ASPDEN, 2008; FELSON et al., 2000; SWALES; ATHANASOU, 2010).

A doenca se apresenta como o resultado de processos mecéanicos e bioldgicos que
alteram a relacdo normal de degeneracdo e regeneracdo da articulacdo e podem ser
desencadeadas por alteragdes metabolicas, geneéticas, e traumaticas. Quando manifestacdes
clinicas estdo presentes a doenga € caracterizada por dor articular, limitacdo de movimento,
crepitacdo e graus variaveis de inflamacdo. Os locais mais frequentemente afetados sdo as
méaos, os joelhos, os quadris e coluna vertebral. (BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009;
CREAMER; HOCHBERG, 1997; DAS; FAROOQI, 2008; EDMONDS, 2009; FELSON et
al., 2000; McGONAGLE, 2008).

4.2 ETIOPATOGENESE

Pode ser que a OA seja o resultado da falha da reparacdo, como comentou Joseph
Trueta em 1953. O processo osteoartritico parece ser uma tentativa de transformar uma
articulacdo deteriorada em uma articulagdo jovem. (HARRISON; SCHAJOWICZ; TRUETA,
1953).

Mais recentemente, foi sugerido que o fator comum da OA primaria seria o
aumento patoldgico no estresse intra-articular causado por carga anormal, levado a micro-
lesGes na cartilagem e no osso subcondral que em algum momento excederiam a capacidade
de regeneracdo tecidual; isso poderia explicar por que as pessoas com excesso de peso sdo
mais suscetiveis para desenvolver OA. (BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009).

Outros autores defendem que a OA é uma doenca musculo-esquelética sistémica,
caracterizado por excessivo e mal regulado crescimento de tecidos musculo-esqueléticos;
possivelmente como resultante de células com um fendtipo para desenvolvimento da doenga.
(EDMONDS, 2009; POTTIE et al., 2010).
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Embora a maioria dos pesquisadores se concentre na cartilagem, h& outros que
propdem que o 0sso deve ser o principal tecido de interesse. Foi relatado a mais de uma
década, que uma propor¢do significativa dos osteoblastos no osso afetado por OA sao
fenotipicamente diferentes. (CREAMER; HOCHBERG, 1997).

Estudos de ligacdo genética identificaram um pequeno numero de genes que
parecem conferir susceptibilidade a OA, mas ainda h4 pouca compreensdo da conexao entre
gendtipo e fendtipo. Além disso, uma série de estudos mostram diferencas na natureza da
susceptibilidade genética para a OA em diferentes articulagdes. (BRANDT; DIEPPE;
RADIN, 2009; CREAMER; HOCHBERG, 1997; EDMONDS, 2009).

Uma revisdo recente sugere haver um papel importante para os ligamentos
articulares no desenvolvimento da OA onde desempenhariam um papel central na sua génese
(McGONAGLE, 2008). Ndo ha duvida de que a etiopatogenia da OA é complexa, mas €é
possivel dizer que ocorre quando o equilibrio dindmico entre a degradagdo e reparacdo dos
tecidos articulares é perdido. Este “fracasso articular” muitas vezes resulta em dor e
incapacidade, mas algumas pessoas com alteracbes estruturais consistentes sdo
assintomaticas. (EDMONDS, 2009).

Em ultima andlise, a doenca OA é manifesta por alteragdes moleculares,
bioguimicas, morfoldgicas e biomecanicas do tecido celular e sua matriz que levam a um
amolecimento, fibrilagdo, ulceracdo, perda da cartilagem articular, esclerose subcondral,
eburniacdo do osso subcondral, osteofitos e cistos subcondrais. A perda da cartilagem
articular se manifesta como um estreitamento do espaco articular que pode ser visto em um
Raio-X simples da articulagdo acometida. (BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; WILLIAMS;
SPECTOR, 2006).

4.3 INCIDENCIA E PREVALENCIA

As estimativas de incidéncia e prevaléncia de osteoartrite apresentam uma ampla
variabilidade nos estudos realizados, ela depende da idade e do sexo da populacéo estudada,
do método de identificacdo de casos utilizados e das articulagdes incluidas no estudo. Nao
existe até 0 momento um “padrdo ouro” para a identificacdo dos casos de OA em estudos
epidemioldgicos. (CUNNINGHAM; KELSEY, 1984; KOPEC et al., 2008; ZHANG,;
JORDAN, 2010).

Apesar da falta de padronizacdo, é consistente em estudos de base populacional

que a prevaléncia da OA € positivamente associada com o aumento da idade, este fato
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proporciona um continuo aumento da incidéncia dado que a populagdo mundial em geral esta
envelhecendo. (BUSIJA et al., 2010; DAS; FAROOQI, 2008; GUILLEMIN et al., 2011,
HELMICK et al., 2008; MURAKI et al., 2009; PATRONO; ROCCA, 2009; ZHANG;
JORDAN, 2010).

A prevaléncia de OA radiogréfica do joelho em adultos com 45 anos ou mais foi
de 19,2% entre os participantes do Framingham Study e 27,8% no Condado de Johnston
Osteoartrite Project, na 3% National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I11),
aproximadamente 37% dos participantes com mais de 60 anos apresentaram OA radiografica
do joelho (HELMICK et al., 2008; ZHANG; JORDAN, 2010).

A prevaléncia de OA sintomatico do joelho foi de 4,9%, em Framingham, em
individuos de 26 anos ou mais; ja no Johnston County Osteoarthritis Project, a prevaléncia de
OA sintomatica de joelho foi de 16,7% entre individuos com 45 anos ou mais; muito maior do
que a relatada no estudo de Framingham, indicativo de que a idade é um fator determinante
na prevaléncia desta doenca. (AYALA; FERNANDEZ-LOPEZ, 2007; KOPEC et al., 2008;
ZHANG; JORDAN, 2010).

4.4 FATORES DE RISCO

A etiologia da OA é um processo complexo e ainda estd sob investigacéo.
Existem fortes evidéncias de que a doenca é multifatorial e pode ser considerado o produto da
interacdo de fatores de risco sistémicos e locais (BUSIJA et al., 2010; FELSON et al., 2000;
ZHANG; JORDAN, 2010).

Entre os fatores de risco sistémicos, a idade esta fartamente documentada como
risco para a OA em todas as articulacGes e provavelmente esta relacionada ao acimulo de
riscos biologicos a alteracBes que ocorrem com o envelhecimento, tornando a articulacéo
menos capaz de responder de forma satisfatoria ao desgaste articular. (AYALA,
FERNANDEZ-LOPEZ, 2007; BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; BUSIJA et al., 2010;
DAS; FAROOQI, 2008; FELSON et al., 2000; HELMICK et al., 2008; JUHAKOSKI et al.,
2009; MURPHY et al., 2008; ZHANG; JORDAN, 2010).

O fator hormonal, ligado ao sexo mostra que as mulheres ndo sO estdo mais
propensas a doenca como também apresentam a forma mais grave de OA quando comparada
com os homens. O aumento bem estabelecido da OA em mulheres na menopausa levantou a
hipotese de que o estrogénio estivesse envolvido no desenvolvimento da OA, no entanto

estudos observacionais sobre o efeito do estrogénio na OA tém sido conflitantes. (AYALA,
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FERNANDEZ-LOPEZ, 2007; BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; BUSIJA et al., 2010;
DAS; FAROOQI, 2008; JUHAKOSKI et al., 2009; ZHANG; JORDAN, 2010).

Entre os fatores de risco local, isto é na articulacdo, a obesidade é reconhecida por
sua associacdo positiva com a OA. O uso repetitivo das articulagbes e alguns fatores
mecanicos como a atrofia muscular, discrepancia dos membros inferiores, frouxiddo
ligamentar e mau alinhamento dos membros inferiores séo comumente associados com OA do
joelho. (AYALA; FERNANDEZ-LOPEZ, 2007; BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009;
BUSIJA et al., 2010; DAS; FAROOQI, 2008; FELSON et al., 2000; JUHAKOSKI et al.,
2009; POTTIE et al., 2010; ZHANG; JORDAN, 2010).

4.5 TRATAMENTO

Mais de cinquenta modalidades de tratamento para a OA estdo descritos na
literatura, e estdo divididos entre tratamento ndo medicamentoso, medicamentoso, cirirgicos e
suas associacdes. (WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG et al., 2007a; ZHANG et al.,
2007b).

Tentando melhorar a qualidade do atendimento aos pacientes com OA entidades
como o American College of Rheumatology (ACR), a European League Against Rheumatism
(EULAR), o comité The Osteoarthritis Research Society International (OARSI) e o estudo
National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE), desenvolveram recomendagfes
para aperfeicoar o tratamento da OA baseado em uma combinacdo de consenso entre oS
especialistas e a Revisdo Sistematica de Pesquisas Baseadas em Evidéncias. (NATIONAL
COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; ZHANG et al.,
2007a).

Estudos OARSI 11l publicado em 2010 apresentam recentes recomendagfes do
manuseio da AO. Sdo baseados em busca sistematica da literatura de ensaios clinicos
randomizados, estudos observacionais e estudos de avaliagdes econémicas publicados em
qualquer idioma entre janeiro de 2006 e janeiro de 2009. (NATIONAL COLLABORATING
CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; ZHANG et al., 2007a; ZHANG et al.,
2010).

A estratégia atual de tratamento com medidas ndo farmacologicas associadas a
terapias medicamentosa visam a reducdo da dor e a rigidez articular, manter e melhorar a
mobilidade, reduzir a deficiéncia fisica, melhorar a qualidade de vida, limitar a progressao das

lesGes articulares e educar os pacientes sobre a natureza da doenca e sua gestdo. (NATIONAL
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COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; WILLIAMS;
SPECTOR, 2006; ZHANG; JORDAN, 2010; ZHANG et al., 2007a; ZHANG et al., 2007b;
ZHANG et al., 2010).

Alguns tratamentos tentam limitar a deterioracdo estrutural nas articulacdes
afetadas, além disso, terapias cirdrgicas estdo disponiveis para 0s pacientes que nao
respondem ao tratamento conservador. (COIMBRA et al., 2002; EDMONDS, 2009; ZHANG
etal., 2007b).

4.5.1 Tratamento ndo-farmacologico

Autogestdo, educacédo e informacgdes sobre OA e seu tratamento sdo amplamente
recomendados para o tratamento da OA nas diretrizes estudadas. Os pacientes com OA
podem ser instruidos sobre a préatica de exercicios apropriados, estimulados a perder peso e a
utilizar muletas ou andadores visando a reducdo da dor e melhorar a capacidade funcional.
(DAS; FAROOQI, 2008; EDMONDS, 2009; NATIONAL COLLABORATING CENTRE
FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG et al.,
2007b; ZHANG et al., 2010).

O tratamento com acupuntura tem alguma eficacia para o alivio da dor. Estudos
comparando acupuntura, eletro-acupuntura e acupuntura sham (placebo); demonstraram
superioridade da acupuntura em relacdo ao placebo. (EDMONDS, 2009; NATIONAL
COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; ZHANG et. al.,
2010).

Existe recomendacdo para o uso de estimulacdo elétrica nervosa transcutanea
(TENS) como adjuvante ao tratamento para o alivio da dor. (NATIONAL INSTITUTE FOR
HEALTH AND CLINICAL EXCELLENCE, 2008; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG
et. al., 2010).

4.5.2 Tratamento farmacoldgico

4.5.2.1 Acetaminofen (Paracetamol)

Acetaminofen é um AINE que na pratica clinica e em modelos animais apresenta
pouca atividade anti-inflamatdria, entretanto € um dos analgésicos e antitérmicos mais

populares no mundo. Porém apesar de ser amplamente prescrito e por um periodo de tempo
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bastante longo, seu mecanismo de acdo ainda é incerto. (CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK,
2008; VANE, 1996;).

Em 1996 foi descrito uma nova isoenzima COX, derivada da COX-1 que
apresenta algumas diferencas estruturais e foi denomidada COX-3. Quando comparada as
atividades entre os trés tipos de COX, ficou demonstrado que a COX-3 é inibida
seletivamente por farmacos analgésicos e antitérmicos como o paracetamol e dipirona. Desta
forma a inibicdo da COX-3 poderia representar 0 mecanismo pelo qual essas farmacos
diminuem a dor e possivelmente a febre. (BOTTING, 2010; CHAHADE; GIORGI;
SZAJUBOK, 2008).

Acetaminofen em doses de até 4 g/dia, deve ser o analgésico oral de primeira
escolha para dor leve e moderada devido a sua relativa seguranca e eficicia e, se bem
sucedida, deve ser usado em longo prazo como o analgésico oral de preferéncia. (COIMBRA
et al., 2002; DAS; FAROOQI, 2008; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR
CHRONIC CONDITIONS, 2008; SCHNITZER, 2002; STRUCTURE..., 2009; WILLIAMS;
SPECTOR, 2006; ZHANG et. al., 2010).

Evidéncias acumuladas em estudos de base populacional sugerem que o
acetaminofem pode ter efeito colateral no sistema gastrointestinal superior e na funcéo renal
com doses acima de 3 g/dia. Mesmo assim existe recomendacdo para 0 uso de paracetamol
em doses de até 4 g/ dia nas recomendacfes OARS I. Tal recomendacéo foi mantida apesar
das incertezas sobre seguranca do farmaco no momento da publicacdo. (ZHANG et al.,
2007b; ZHANG et. al., 2010).

Por causa de preocupacOes adicionais sobre a estreita margem terapéutica para
hepatotoxicidade, um comité consultivo da Food and Drug Administration recomendou
recentemente que a dose didria maxima de paracetamol deve ser inferior a 4 g/dia e que o
contetido das apresentaces comerciais de acetaminofen em doses Unicas deve ser limitado a
650mg. (NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008;
ZHANG et. al., 2010).

4.5.2.2 Anti-inflamatérios nédo esteroidais (AINES)
AINEs podem ser definidos como uma classe heterogénea de farmacos com

estrutura quimica semelhante com 0 mesmo mecanismo de acéo e que apresentam atividades

antitérmicas, analgésicas e anti-inflamatorias, e também os mesmos efeitos colaterais de
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danos & mucosa gastrica, toxicidade para os rins e inibicdo da agregacdo plaquetéria.
(BOTTING, 2010; FEUCHT; PATEL, 2010; PATRONO; ROCCA, 2009).

O processo inflamatério é desencadeado pela via do acido araquidénico,
essencialmente ocorre a adicdo de moléculas de oxigénio no acido araquidonico, catalisado
pela enzima ciclooxigenase, que irdo gerar prostandides que sdo as prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos. Outras enzimas também podem oxidar o acido araquiddnico,
como as lipoxigenases (LOX) para produzir leucotrienos e ainda o citocromo P-450.
(BERGSTROM et al., 1964; BUNIMOV; LANEUVILLE, 2008, CHAHADE; GIORGI;
SZAJUBOK, 2008; FEUCHT; PATEL, 2010; VANE, 1971).

As prostaglandinas quando liberadas dentro do espago intracelular podem
produzir febre, inflamacéo e dor. Os tromboxanos sdo liberados em resposta a lesdo tecidual e
sdo responsaveis pela producdo e agregacdo das plaquetas, formacdo de coagulos e para
regular o tdnus vascular. A prostaciclina € um vasodilatador e inibidor da agregacdo
plaquetaria. (CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK, 2008; VANE, 1996; VANE, 1971).

O mecanismo de acdo dos AINEs pode ser explicado pela inibicdo da acdo da
enzima ciclooxigenase, inibindo a via do acido araquiddnico e a consequente formacdo dos
prostanoides; alterando desta forma as reacdes mediadas por estes horménios. (FEUCHT,;
PATEL, 2010; VANE, 1996).

O papel dos AINEs em complicacbes gastrointestinais, sua morbidade e
mortalidade subsequente esta bem estabelecida e a incidéncia destes efeitos muitas vezes é
motivo de descontinuidade do tratamento. A toxicidade geralmente é dose-dependente e
associada ao uso cronico. Os efeitos colaterais gastrointestinais dos AINEs podem variar de
lesdo da mucosa assintomatica, dispepsia, erosdes gastricas, a complicagdes mais graves,
como Ulceras pépticas, hemorragia, perfuracdo e obstrucdo intestinal. (LEE; CRYER, 2011,
MURPHY et al., 2008).

Em 1991 foi publicada a descoberta de uma nova ciclooxigenase, a enzima foi
chamada de ciclooxigenase 2, (COX-2) que € induzivel, em oposi¢cdo a ciclooxigenase
1(COX-1) que é constitutiva. (BOTTING, 2010; VANE; BOTTING, 1997).

A Cox-1 é expressa na maioria dos tecidos normais, € a forma predominante
dentro de celulas epiteliais gastricas protegendo a mucosa gastrointestinal da acidez, enquanto
a Cox-2 ¢ expressa em resposta ao dano tecidual e sua liberacdo € induzida em resposta aos
estimulos inflamatorios. (BOTTING, 2010; FEUCHT; PATEL, 2010; GALVAN-
VILLEGAS; NAVARRETE, 2006; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR
CHRONIC CONDITIONS, 2008; VANE; BOTTING, 1997; XIE et al., 1991).
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Embora os AINEs tradicionais e os inibidores especificos da COX-2 , chamados
de coxibes sejam considerados como uma unica classe de farmacos, “anti-inflamatérios"”, os
dois termos sdo utilizados devido as diferencas no perfil de efeitos colaterais. (BUNIMOV;
LANEUVILLE, 2008; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC
CONDITIONS, 2008).

Baseado em diferencas estruturais entre as COX 1 e 2 foi possivel sintetizar
farmacos inibidores seletivos da COX-2, como o celecoxibe, lumiracoxibe, etoricoxibe entre
outros. Estes farmacos foram desenvolvidos para apresentar efeitos terapéuticos anti-
inflamatorio sem que os efeitos colaterais gastricos e anti adesivo plaquetério estivessem
presentes. (BOTTING, 2010).

Por ndo inibir a enzima COX-1, que é responsavel pela producdo de
prostaglandinas na mucosa gastrointestinal, os coxibes deveriam apresentar menos risco de
efeitos colaterais gastricos. Porém o beneficio de inibidores COX-2 seletivos em relagdo a
menor toxicidade gastrointestinal permanece controverso. (FEUCHT; PATEL, 2010;
GALVAN-VILLEGAS; NAVARRETE, 2006; LEE; CRYER, 2011).

O efeito colateral gastrointestinal pode estar relacionado a inibicdo da producéo de
prostaglandinas, uma vez que estas regulam o fluxo sanguineo na mucosa gastrointestinal e
interferem na producdo de muco, do bicarbonato e na producdo de &cidos. Além disso,
estudos recentes sugerem que a irritacdo local da mucosa gastrica causada pelo comprimido
contendo AINESs pode ter um papel maior do que se acreditava anteriormente. Lee e Cryer
(2011) sugerem que a irritacdo local é provavelmente o principal mecanismo responsavel por
hemorragias agudas e erosdes observadas ap6s uso de AINEs. (FEUCHT; PATEL, 2010;
LEE; CRYER, 2011).

Para pacientes com fator de risco aumentado para complicagdes gastrointestinais
com uso de AINEs, a utilizacdo concomitante de um inibidor de bomba de prdtons tem se
mostrado eficaz em reduzir a frequéncia e a gravidade dos sintomas digestivos altos.
(FEUCHT; PATEL, 2010; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC
CONDITIONS, 2008; TRIANTAFYLLOU; VLACHOGIANNAKOS; LADAS, 2010).

Existem também fortes evidéncias de que a populacdo geriatrica apresenta um
risco maior de complicagdes gastrointestinais com o uso de AINES. Em pessoas com menos
de 65 anos, os AINEs aumentam o risco de sangramento gastrointestinal em 1,65 vezes, mas
nos pacientes com mais de 65 anos o risco € 5,5 vezes maior do que em nao USUArios.
(FEUCHT; PATEL, 2010; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC
CONDITIONS, 2008; TRIANTAFYLLOU; VLACHOGIANNAKOS; LADAS, 2010).
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AINEs também estdo associados a risco de lesdes no colon onde podem causar
colite, exacerbar diverticulite e estdo relacionados a sangramento diverticular. (LEE; CRYER,
2011; STRATE et al., 2011; TRIANTAFYLLOU; VLACHOGIANNAKOS; LADAS, 2010).

Insuficiéncia renal causada por AINEs € bem conhecida e € provavel que seja o
resultado de inibicdo das prostaglandinas renais. Insuficiéncia renal pode ocorrer entre 1% e
5% dos pacientes, sendo caracterizada pela elevacdo dos niveis séricos de creatinina,
geralmente reversiveis com a descontinuacdo do tratamento. (FEUCHT; PATEL, 2010; LEE;
CRYER, 2011).

Complicacgdes cardiovasculares relacionados ao uso de AINEs vieram a tona com
o surgimento dos inibidores seletivos COX-2. Até entdo nenhum estudo epidemioldgico havia
abordado a questdo do risco cardiovascular associado ao uso de AINEs. O primeiro estudo foi
projetado para testar a visdo pressuposta de que os AINEs tradicionais iriam imitar o efeito
cardioprotetor da aspirina, mas o estudo ndo conseguiu confirmar sua principal hipotese e, de
fato, relatou sinais cardiotoxicos moderados com o uso de AINEs. (PATRONO; ROCCA,
2009).

Dados atuais sugerem que os AINEs seletivos COX 2 podem aumentar o risco
cardiovascular, mas os estudos sdo heterogéneos e conflitantes. Quando analisados a selegéo
dos pacientes, a duracdo do estudo, os agentes utilizados e o desenho do estudo, fica dificil
resumir 0s riscos cardiovasculares associados com uso de AINEs. (FEUCHT; PATEL, 2009;
MUKHERJEE; NISSEN; TOPOL, 2010).

No tratamento farmacoldgico da OA existe evidéncia de que os AINEs sdo
superiores ao paracetamol para o alivio da dor. Tal afirmativa é suportada por revisao
sistematica de comparacdo par a par entre AINEs e acetaminofen, onde a resposta clinica e o
namero de pacientes preferindo AINEs ao acetaminofen foi consistentemente maior.
(NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008;
ZHANG et. al., 2010).

As recomendacOes de tratamento para pacientes com OA sintomaticos utilizando
AINEs apresentam pequenas variacdes entre as vérias diretrizes de tratamento pesquisadas,
mas todas recomendam que o farmaco deve ser usado no menor tempo possivel e na menor
dose efetiva para evitar ou diminuir os efeitos colaterais adversos. (DAS; FAROOQI, 2008;
NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008;
STRUCTURE..., 2009; ZHANG et al., 2007b).

A terapia com AINEs tdpicos sdo recomendados como terapia alternativa ou

adjuvante. Esta forma de administracdo do farmaco pode atingir eficicia terapéutica com
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baixa exposicéo sistémica por ser um método direcionado de tratamento, oferecendo menor
potencial de efeitos adversos. Em ensaios clinicos, AINEs de apresentacdo tdpica tem
demonstrado eficacia semelhante aos AINESs orais para o tratamento da dor na OA. (FRIAS et
al., 2009; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; STRUCTURE..., 2009).

4.5.2.3 Tratamento com injecdes intra-articulares

InjecBes intra-articulares de corticosteroides séo utilizadas principalmente para
uma répida agdo anti-inflamatoria. Uma revisdo da literatura realizada pelo grupo Cochrane
avaliou este tipo de tratamento para OA do joelho, e concluiu que é eficaz para reduzir 0s
sinais de inflamacdo aguda, particularmente o derrame articular. (DAS; FAROOQI, 2008;
EDMONDS, 2009; WILLIAMS; SPECTOR, 2006).

InjecBes de &cido hialurdnico intra-articular tem indicagdo controversa, o
resultado dos estudos foram heterogéneos sugerindo viés de publicacdo. Quando a analise é
restrita a estudos de alta qualidade ndo ha evidéncia para alivio significativo da dor. (DAS;
FAROOQI, 2008; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC
CONDITIONS, 2008; STRUCTURE..., 2009; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG et.
al., 2010).

4.5.2.4 Farmacos de acdo lenta para o tratamento sintomatico das osteoartrites

Vaérios farmacos incluindo a condroitina, glicosamina, diacereina e extratos
insaponificados de soja e abacate, demonstraram efeito estruturais capazes de atrasar a
degradacéo da estrutura articular na OA. (STRUCTURE..., 2009).

Nas recomendagcfes OARSI publicadas em 2010, as evidéncias para eficacia
sintomatica dos insaponificados de soja e abacate avaliadas em uma revisdo sistematica
apresentaram uma consideravel heterogeneidade de resultados, tornando inconclusiva sua
eficacia. A diacereina, um derivado de antraquinona, mostrou pequena eficécia para a reducao
da dor com consideravel heterogeneidade entre os ensaios e a diarreia uma complicagéo
significativa. (DAS; FAROOQI, 2008; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG et. al., 2010)

As recomendacdes EULAR, publicadas em 2009, baseado em resultados de
grandes estudos randomizados, indicam que ha evidéncias suficientes para uma atualizacdo
das diretrizes atuais, e que os estudos “Zurich” e “STOPP” demonstraram a capacidade da

condroitina para abrandar a progressao radiologica de OA, assim como apresentam efeitos
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modificadores estruturais, além do seu comprovado efeito sintomatico. (NATIONAL
COLLABORATING CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; STRUCTURE...,
2009).

4.5.2.5 Opidides

A administracdo de opidides pode ser uma alternativa para ao pacientes
sintomaticos com contra indicacdo formal para uso de AINEs, ou para aqueles pacientes
sintoméaticos que ndo respondem de forma satisfatoria ao tratamento com AINEs. Os
beneficios associados ao uso de opidides foram limitados pelos frequentes efeitos colaterais,
incluindo nausea, constipacdo, tonturas, sonoléncia e vOmito. Mas sua recomendacao
associada ou ndo ao paracetamol estd presente nas diretrizes de tratamento estudadas. (DAS;
FAROOQI, 2008; NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CLINICAL
EXCELLENCE, 2008; WILLIAMS; SPECTOR, 2006; ZHANG et al., 2007b; ZHANG et.
al., 2010).

4.5.3 Modalidades cirargicas de tratamento

Para pacientes com OA, que ndo estdo obtendo alivio adequado da dor e da
funcdo articular com tratamento combinado farmacoldgico e ndo farmacologico, o tratamento
cirurgico deve ser considerado, pois é eficaz e tem uma boa relacéo custo-beneficio.

Os principais procedimentos cirurgicos realizados sdo: artrodese, desbridamento
artroscopico, osteotomias e as proteses de substituicdo parciais ou totais das articulaces
acometidas. (DAS; FAROOQI, 2008; FRIAS et al., 2009; NATIONAL COLLABORATING
CENTRE FOR CHRONIC CONDITIONS, 2008; STRUCTURE..., 2009).

4.6 SISTEMAS IMPLANTAVEIS

A busca por sistemas cada vez mais eficientes direcionam as pesquisas para um
sistema “inteligente” de transporte, de certa forma buscando a "bala magica” proposta por
Paul Ehrlich ha um século atras, que postulava o desenvolvimento de uma farmaco capaz de
destruir seletivamente as celulas doentes sem danificar as células saudaveis. Paul Ehrlich

estava procurando um quimioterapico ideal, talvez sistemas implantaveis possam ser a “bala
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magica”. (FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; JUBELI et al., 2011; PARK et al.,
2010).

A administracdo de farmacos mantendo concentracdes plasmaticas em niveis
terapéuticos tem sido um grande desafio desde o inicio de sua utilizacdo no final dos anos
1800. A administragdo de farmacos de forma intermitente, seja por via oral ou parenteral,
apresenta a desvantagem potencial de intercalar picos de alta concentracdo plasmaética,
podendo levar a toxicidade e picos de baixa concentracdo que podem ser subterapéuticos.
(DASH; CUDWORTH, 1998).

Além disso, uma quantidade significativa do farmaco administrado € distribuida
sobre os tecidos que ndo estdo envolvidos no processo patolégico onde podem ocasionar
graves efeitos colaterais. (PARK et al., 2010).

Nas Ultimas décadas a procura por novas tecnologias para proporcionar liberacao
controlada de farmacos tiveram um grande impulso, pesquisas em busca de materiais que
possam levar a liberagdo constante de um medicamento, sustentada por um periodo
prolongado de tempo foi alcangada com a utilizacdo de sistemas de variadas composi¢oes que
podem proporcionar entrega controlada de farmacos. (CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-
SENNA, 2008; FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; PARK et al., 2010; LANGER,
1998; VENKATARAMAN et al., 2011; WILSON et al., 2010).

Existem varios fatores que devem ser levados em conta para o desenvolvimento
destes sistemas para liberacdo controlada de farmacos. A biocompatibilidade com o meio
ambiente humano é essencial para que os sistemas sejam implantados, portanto devem ser
quimicamente inertes, ndo carcinogénicos, hipoalérgicos e mecanicamente estaveis no local
do implante. Além disso, ndo podem sofrer modificagdes fisicas ou quimicas nem causar
resposta inflamatoria local. (DASH; CUDWORTH, 1998; SUN et al., 2006).

Sistemas implantaveis podem ser biodegradaveis ou ndo e ambos oferecem varias
vantagens em relagdo a forma tradicional de administragdo de medicamentos, incluindo a
melhora na eficacia do farmaco, a reducdo da toxicidade e a comodidade para o paciente.
Sistemas biodegradaveis tem recebido preferéncia para uso em humanos, por nao
necessitarem cirurgia adicional para sua remocdo apds o tratamento. (CARMIGNAN;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; DASH; CUDWORTH, 1998; LANGER, 1998).

Um sistema implantavel para entrega de farmacos é composto basicamente por
um sistema transportador e um agente terapéutico. O farmaco pode ser incorporado ao sistema

transportador por absor¢do passiva ou por conjugacgdo quimica. (PARK et al., 2010).
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Uma grande variedade de materiais, como polimeros naturais ou sintéticos,
lipidios, surfactantes, dendrimeros e polissacarideos como a celulose e seus derivados
alginatos e quitosanas, tém sido utilizado como transportadores de farmacos. (CARMIGNAN;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; KEDAR et al.,
2010; LEE; FEIJEN, 2011; PARK et al., 2010).

A classificagdo destes sistemas de transporte, assim como o mecanismo pelo qual
o farmaco € liberado do sistema, o tipo de absorcéo que apresenta e outras propriedades fisico
quimicas sofrem ampla variacdo devido a diversidade de materiais utilizados.
(CARMIGNAN; BIDONE; KEDAR et al., 2010; LEMOS-SENNA, 2008; LIU et al., 2011;
WILSON et al., 2010).

Podemos citar um dos polimeros mais estudados, os poliésteres alifaticos
biodegradaveis, como o poli (&cido lactico) (PLA), poli (&cido glicdlico) (PGA), e seus
copolimeros, poli (4cido lactico-co-glicolico) (PLGA). Estes polimeros sofrem hidrélise por
reagdes quimicas quando em contato com o meio aquoso dos fluidos corporais sendo
metabolizados para didxido de carbono e agua e serdo excretados pelos rins. (CARMIGNAN;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; LIU et al., 2011; WILSON et al., 2010).

Em varios modelos de transportadores, a medida que o polimero vai sendo
metabolizado, moléculas do farmaco retidas no sistema serdo liberadas nos fluidos corporais.
(DASH; CUDWORTH, 1998; SERSHEN; WEST, 2002).

A velocidade de biodegradacdo do polimero depende de algumas propriedades
quimicas, como a configuracdo das cadeias poliméricas e a massa molar, que podem ser
alterados modificando a velocidade de liberacdo dos farmacos. (SERSHEN; WEST, 2002;
SUN et al., 2006).

Os sistemas podem ser controlados por absorcéo de &gua, por difusdo ou por taxas
de erosdo. Além disso, os sistemas podem funcionar induzidos por altera¢cdes no pH, campos
magnéticos, ultrassom, campos elétricos, temperatura, luz e estimulacdo mecénica, entre
outras técnicas ja em uso e as que estdo sendo investigadas. (LEE; FEIJEN, 2011).

Sistemas de liberacdo controlada de farmaco podem proporcionar o controle de
dois pontos importantes na administracdo de medicamentos, o controle do tempo de acéo do
medicamento em doses terapéuticas e 0 controle da distribuicdo dos farmacos, ou seja, o
transporte do farmaco ao seu local de acdo. (DASH; CUDWORTH, 1998; SUN et al., 2006;
UHRICH et al., 1999).
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4.6.1 Controle da liberagéo

O controle temporal proporcionado por estes sistemas incluem a liberacédo
controlada do farmaco por um periodo de tempo pré-determinado durante o tratamento,
evitando assim que a concentracdo do farmaco permaneca alguns periodos fora da janela
terapéutica, figura 1. (FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; UHRICH et al., 1999).

Figura 1 - Perfil de concentracéo plasmatica de um farmaco em funcéo do tempo, comparando
administracdo oral e administracdo com dispositivo de liberagdo programada.
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Fonte: Dash e Cudworth (1998).

O controle do fluxo de farmacos para fora dos sistemas a uma taxa constante pode
ser controlado por diversos mecanismos, dependendo das propriedades fisico quimicas dos
polimeros utilizados. (UHRICH et al., 1999).

Um dos mecanismos consiste em dissolver o farmaco junto com o polimero. O
farmaco é encapsulado no sistema polimérico, desta forma ao controlarmos a cinética de
dissolugdo do polimero controlamos a liberacdo do farmaco. (CARMIGNAN; BIDONE;
FREICHELS; JEROME; JEROME, 2011; LEE; FEIJEN, 2011; LEMOS-SENNA, 2008).

Podemos também utilizar polimeros insolGveis que retardam a liberacdo da
molécula do farmaco dificultando sua saida do sistema. Sistemas poliméricos podem ser
fabricados como matrizes onde o farmaco € distribuido através de uma membrana que limita a

velocidade de saida e protege o reservatdrio de farmacos dos fluidos bioldgicos.
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(CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008; DASH; CUDWORTH, 1998; UHRICH
etal., 1999).

Podem utilizar ainda gradientes de pressdao osmatica, onde a pressdo € aliviada
pelo fluxo da solucdo para fora do dispositivo e a taxa de fluxo é controlada através do
diametro dos poros da membrana. (UHRICH et al., 1999).

Outra forma de controle é a liberagdo mediante resposta, onde o farmaco é
liberado por alteracdo na homeostase do organismo. Este tipo de sistema esta em estudo com
um projeto de liberacdo de insulina em resposta ao aumento dos niveis de glicose no sangue.
(PARK et al., 2010; UHRICH et al., 1999).

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 MATERIAIS
5.1.1 REAGENTES

Tampéo fosfato (Sigma S.A., USA), Detergente HTAB (Sigma S.A., USA),
NaOH (Vetec S.A, Brasil) Sulfato de zinco (Vetec S.A. Brasil), Fosfato de sddio (Sigma S.A,
USA) Tampéo PBS, Solucédo de Griess, Etanol (Lafam S.A., Brasil), cloridrato de cetamina
(Fort Dodge Ltda, Brasil) , cloridrato de xilazina (Sespo Ltda, Brasil) éter etilico (F.Maia
Ltda, Brasil). Todos os materiais foram utilizados sem prévia purificacdo.
5.1.2 POLIMEROS
Eudragit RS 100

O EUDRAGIT®RS 100 (figura 2) é um copolimero de etil acrilato, metil
metacrilato e baixa quantidade de &cido metacrilico com grupos amonio quaternario.

Apresenta alta permeabilidade e sua insolubilidade ndo é pH dependente. Foi obtido da

Evonik Industries (Essen, Alemanha) e utilizado sem prévia purificacao.
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Figura 2 - Estrutura quimica do EUDRAGIT® RS 100.
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Fonte: Evonik Industries (2013).
Policaprolactona-triol (PCL-T)

A policaprolactona-triol (figura 3) € um poliéster alifatico de massa molar 900
g/mol, com aspecto fisico pastoso, ponto de fusio em 33 °C (conforme fabricante)
solubilidade em agua. Foi obtido da Aldrich Chemical Co. Inc. (St. Louis, USA) e utilizado

sem prévia purificagéo.
Figura 3 - Policaprolactona triol (PCL-T).
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Fonte: Sigma Aldrich (2013a).
Polietilenoglicol 400 (PEG 400)

O polietilenoglicol 400 (figura 4) é um polimero de baixa massa molar derivado
do etileno glicol. E um liquido claro, transparente e viscoso usado nas mais variadas
formulagdes farmacéuticas, principalmente devido a sua baixa toxicidade.

Figura 4 - Estrutura quimica do PEG 400.
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Fonte: Sigma Aldrich (2013b).
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5.2 PRODUCAO DOS SISTEMAS IMPLANTAVEIS

Foram produzidos dois sistemas de liberacdo prolongada de diclofenaco de sédio
(Galena S.A., SP, Brasil) pelo processo de dissolucdo prévia em solvente comum e secagem
em placa de Teflom. Na tabela 1 estdo apresentadas as concentragdes de cada componente

utilizado na formulagédo dos dispositivos.

Tabela 1 - Concentracdo dos componentes utilizados para producdo dos dispositivos

implantaveis.

DISPOSITVO EUDRAGIT-L PEG PCL-T DICLOFENACO ETANOL
(mg) (mg) (mg)  DE SODIO (mg) (mli)

EUDPEG 1350 600 0 975 35

EUDPCL-T 1350 0 600 862 35

Fonte: Elaboragéo do autor, 2013.

A concentracdo de diclofenaco de sodio incorporado aos sistemas foi a maxima
suportada pela matriz polimérica sem que ocorresse separacdo de fase. As massas de
polimeros e farmaco descritas na tabela 1 foram solubilizadas em etanol e a solugdo foi
vertida dentro de uma placa de teflon. Esta placa foi mantida a temperatura ambiente até total
secagem. Apods secos, os filmes produzidos foram armazenados em placas de petry fechadas.
Os filmes produzidos foram utilizados para caracterizacdo 6tica e mecanica e cortados em

pecas com 1 mm de largura e 11 mm de comprimento para utilizagdo nos ensaios in vivo.

5.3 CARACTERIZACAO DOS DISPOSITIVOS IMPLANTAVEIS

5.3.1 Caracterizagao visual

Para caracterizar o aspecto fisico do material utilizado para produgdo dos

dispositivos foram obtidas fotomicrografias utilizando uma Lupa Leica com aumento de 25x.

5.3.2 Analises mecanicas

Os ensaios dinamicos de amostras dos filmes utilizados para produzir os

dispositivos foram analisados em equipamento de analise dinamico-mecanico DMA Q800 da
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TA Instruments, pertencente ao laboratério POLIMAT na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os ensaios foram realizados em temperatura constante de 37°C e taxa de
carregamento de 1IN/min até uma forca maxima de 18 N. As respostas avaliadas foram
modulo elastico na faixa de deformacao entre 0,2 a 0,4%, tensdo maxima e deformacéo de

ruptura, sendo estas obtidas a partir da analise de 3 amostras.

5.3.3 Estudos de liberacao

Os estudos de liberagdo foram realizados utilizando o equipamento de dissolugéo
modelo Etica com 6 cubas e uma célula de liberagio apresentada na figura 5. Os filmes (1)
utilizados para producdo dos dispositivos foram cortados em pedacos circulares com 4 cm de
diametro e colocados sobre uma placa de acrilico (2). Sobre esta foi colocado uma membrana
filtrante de acetato de celulose com diametro de poro de 0,45 um, para evitar o contato direto
do filme com a solucdo receptora, em seguida estes foram fixados com uma segunda placa de

acrilico (3).

Figura 5 - Célula de liberacdo utilizada para estudos de liberacdo dos farmacos.
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2013.

A célula foi imersa em 350 mL de solu¢do tampdo fosfato (pH = 7,4) com
agitacdo de 120rpm, mantido & temperatura de 37 °C + 1,0 °C. Foram retiradas amostras da



36

solucdo durante um periodo de 11 dias e a concentracdo de diclofenaco de sddio liberada foi
determinada por espectroscopia de ultravioleta (Hitachi 2010, Japdo) em Amax 272 nm,
sendo os testes realizados em triplicata. Apds cada coleta da amostra foi adicionado um
volume igual ao retirado de tampé&o fosfato ao meio de dissolugdo para manutencdo constante
do volume e das condicdes sink.

A concentracao de diclofenaco de sddio liberado dos filmes foi calculada através
da equacdo da reta derivada da curva de calibracdo do diclofenaco com coeficiente de
correlagdo igual a 0,99838 sendo coeficiente linear igual a 0,0046 e coeficiente angular
32,9342. O coeficiente de variacdo entre analise foi de 2,5% (precisdo) e a exatiddo na

presenca dos componentes da formulacéo de 98,7%.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-EDEMATOGENICA

5.4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 70 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, oriundos do biotério central da Universidade do Sul de Santa Catarina, com peso
variando de 250 a 350 g, os animais foram mantidos em caixas coletivas com 4 ou 3 animais
cada uma, em regime de luz claro/escuro de 12 horas e temperatura controlada em 22 °C,
alimentados com &gua e racdo balanceada ad libitum, as caixas foram higienizadas
semanalmente, os animais permaneceram neste local por um periodo de 11 dias.

Para os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de uma combinacdo de cloridrato de ketamina a uma concentracdo de 0,04
mL/100g e Xilazina a 2% na concentracdo de 0,08 mL/100g de massa corporal. (BOLDRINI,
2010).

A forma de eutanasia adotada foi por overdose de anestésico com éter em camara
fechada sendo que os animais foram colocados nesta cadmara sob anestesia (descrito
anteriormente). O procedimento foi acompanhado por um médico veterinario, conforme
Resolugdo N° 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinéria.

Os residuos gerados ndo acarretaram riscos ao meio ambiente e a saude publica,
sendo descartados como lixo orgéanico. Os animais mortos apos os procedimentos foram
destinados ao responsavel pelo biotério. Os estudos tiveram inicio ap0s a aprovacao pelo
Comité de Etica da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL).
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5.4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos denominados grupos
DICL, EUDPEG, EUDPCL-T, CRGN e CONTROLE contendo quatorze animais cada grupo,
totalizando setenta animais no estudo.

No primeiro dia os ratos foram anestesiados, pesados e tiveram a espessura do
joelho direito medida com micrométro digital Insize modelo 3109 e em seguida foram
iniciados os tratamentos.

Os ratos do grupo DICL foram receberam 7,5 mg (correspondente a 25 mg/Kg) de
diclofenaco de sodio através de sonda gastrica introduzida por via oral em dose Unica diaria
durante 11 dias (PIAO et al., 2006).

Nos ratos do grupo EUDPEG foram implantados os dispositivos EUDPEG na
regido poplitea do joelho direito contendo 3,6 mg de diclofenaco de sodio.

Nos ratos do grupo EUDPCL-T foram implantados os dispositivos EUDPCL-T na
regido poplitea do joelho direito contendo 3,0 mg de diclofenaco de sédio.

Os ratos do grupo CRGN e CONTROLE nada receberam no primeiro dia.

No 4° dia ap06s o inicio do tratamento os ratos foram novamente anestesiados. Nos
grupos DICL, EUDPEG, EUDPCL-T e CRGN foram induzidos a artrite do joelho direito por
injecdo intra-articular de 0,4 ml de carragenina (3% em soro fisiolégico). Ja os ratos do grupo
CONTROLE receberam injecdo intra-articular de 0,4 ml soro fisioldgico no joelho direito.

Apbs seis horas da inducdo da artrite, sete ratos de cada grupo escolhidos
aleatoriamente foram anestesiados para medicdo do edema de joelho, seguido de eutanasia
para ressec¢do do estbmago e do joelho direito. As lesdes gastricas foram contadas e tecidos
moles do joelho foram coletados para pesquisa de mieloperoxidade (MPO) e nitritos/nitratos.

Apos 7 dias da inducdo da artrite os ratos remanescentes em cada grupo foram
submetidos ao mesmo procedimento.

N&o foi possivel formar um grupo controle contendo apenas dispositivos de
EUDPEG e EUDPCL-T sem adicdo de diclofenaco de sédio para avaliar possiveis efeitos
adversos causados pelo implante. Quando da producdo dos dispositivos sem a adicdo do
diclofenaco de sodio, o material resultante era imiscivel e extremamente sem maleabilidade,
impossibilitando a obtencdo de um material com caracteristicas possiveis de serem

implantados nos joelhos dos ratos.
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5.4.3 Inducéo da Osteoartrite

Os ratos foram anestesiados e imobilizados em mesa cirdrgica, a osteoartrite foi
induzida através de administracdo intra-articular de 0,4 ml de carragenina (3%), utilizando
agulha hipodérmica de 12,7mm x 0,33 mm inserida no espaco intra-articular entre o fémur e a
tibia do joelho direito (figura 2) (GENSKE, 2005; NEUGEBAUER et al., 2007).

Para avaliar a atividade dos dispositivos implantados contendo baixas doses de
diclofenaco de sodio, foi comparado seu efeito anti-inflamatério com o efeito do diclofenaco
de sdédio administrado por via oral em animais que tiveram artrite induzida por carragenina no
joelho direito.

O modelo de inflamacgdo produzida por carragenina foi descrito por Winter et al
no ano de 1960. A alga Chondruscrispus conhecida como “Irishmoss” ¢é a principal fonte de
producdo de carragenina, um polissacarideo sulfatado, agente flogistico que causa reacdo
inflamatoria.

A inflamacdo gerada por carragenina é do tipo aguda, ndo imune e bifasica. Os
agentes pro-inflamatorios sdo produzidos por células ou derivados do plasma em uma
sequéncia que se convencionou chamar de cascata inflamatoria, com uma variedade de
mediadores atuando em sequéncia para produzir a resposta inflamatéria. Na fase inicial (0-1
h) ocorre liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina. A fase posterior (1-6 h) esta
correlacionada com elevada producdo de prostaglandinas, ativacdo da COX-2 e liberacdo de
oxido nitrico (LARANJEIRA; SILVA, 2011).

A artrite induzida por carragenina € dose dependente e pode produzir um efeito de
longa duracdo em modelos animais. A injecdo intra-articular de 3 mg de carragenina diminui
a laténcia do limiar de retirada tanto mecanica como ao calor de forma significativa em 4
horas e duram 7 semanas, enquanto doses de 1 mg produz efeito por 3 semanas e dose de 0,3
mg produz efeito por 24 h. A artrite induzida produz edema na articulagdo acometida que
pode ser mensurdvel pela medida do diametro articular antes e depois da injecdo. Neste
modelo, o didmetro da articulacdo injetada com carragenina aumenta para nivel maximo 8
horas apos a injecdo, e progressivamente vai diminuindo dependendo da dose injetada (MA;
ZHANG, 2011; MIN et al., 2001; SILVA, 2012).
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Figura 6 - Desenho esquemaético de joelho de rato, aplicacdo da injecdo intra-articular de

carragenina.

Fonte: Guerino (2001).

O modelo é facilmente reproduzivel e mensuravel e tem sido utilizado como
ferramenta farmacoldgica para experimentos que envolvem a analise de processos
inflamatorios (DI ROSA, 1972). A Carragenina induz reacdo inflamatoria aguda (edema) e
cronica (granuloma), e segundo Di Rosa (1972) a reacdo aguda é mais apropriada para o
ensaio de farmacos antirreumaticos, mesmo que estes farmacos sejam dirigidos ao processo

crénico da inflamacéo.

5.4.4 Implantacéo dos dispositivos

Os sistemas implantaveis produzidos, foram implantados sob anestesia (descrita
no item 5.2), na regido poplitea dos joelhos direitos dos ratos dos grupos EUDPEG E
EUPCL-T em posicdo medial ao tenddo do biceps femoral e lateral ao musculo
semitendinoso, junto a capsula articular posterior do joelho. Para a implantacdo foi utilizado

agulha hipodérmica 40-90 mm inserida na regido poplitea.
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Figura 7 - Anatomia da coxa do rato.

Legenda: 1-Facia lombo dorsal; 2- Gluteo superficial; 3- Biceps femoral; 4- semitendinoso.
Fonte: Pennstate (2012).

Figura 8 - Anatomia da coxa do rato.

Legenda: 1-Gluteo superficial (refletido); 2- Gluteo médio 3-Piriforme; 4-Semitendinoso; 5 - Biceps femoral; 6-
Semimembranoso; 7 - Vasto lateral; 8-Gastrocnémio.
Fonte: Pennstate (2012).

5.4.5 Quantificacdo do edema nos joelhos dos ratos através da medida do diametro

da articulacéo do joelho induzido a artrite

O didmetro da articulacdo do joelho foi definido como a distancia entre as regides
do ligamento colateral medial e lateral medido com micrométro digital com o joelho em
extensdo. A variacdo do diametro do joelho ap6s administracdo de carragenina foi
determinada em funcdo do diametro inicial medido (MIN et al., 2001; SILVA, 2012).
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5.4.6 Doseamento dos mediadores inflamatdrios na articulagdo

Nos ratos sacrificados foram retiradas as capsulas articulares e estruturas
tendinosas peri articulares, que foram homogeneizadas em 0,3 mL de soro fisioldgico, pH 7,4
com homogeneizador Turrax durante 10 segundos, o material homogeneizado foi colocado
em Freezer a -20 C° para posterior analise (CARVALHO; LEMONICA, 1998; CUNHA et al.,
2008; DEVI et al., 2007).

No dia do experimento as amostras foram retiradas do freezer e aquecidas durante
2h a 60°C em estufa para inativacdo da atividade enddgena da catalase. Apds o aquecimento
foram centrifugadas a 12.000g durante 2 min, e neste centrifugado foram pesquisados MPO e
Nitritos (BARSANTE et al., 2005).

Para pesquisa do MPO 10 pL do sobrenadante foi pipetado e acrescidos de 200puL
de uma solucdo tampdo de fosfato de potassio (pH=6) contendo 0,164mg/mL de
dihidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005% de peroxido de hidrogénio (H,0;) (LARANJEIRA,;
SILVA, 2011).

A H;0, é quebrada pela MPO liberada dos tecidos homogeneizados com o
detergente HTAB. O radical oxigénio resultante combina com a o-dianisidinaque € convertido
em um composto colorido. A formacdo deste composto ao longo do tempo é medida
utilizando-se um espectrofotdmetro e desta forma determina a quantidade de MPO no tecido.
(CARVALHO; LEMONICA, 1998; KASAMA et al., 1995; MENEGUZZO, 2010).

O oxido nitrico (NO) foi quantificado pela pesquisa de seus metabdlitos estaveis
nitrato (NOg3) e nitrito (NO,). As amostras foram desproteinizadas adicionando-as hidrdxido
de sadio (2,5 N) e sulfato de zinco (10%), logo a seguir, 300uL dos lavados das partes moles
dos joelhos foram diluidos em uma solugdo de formato de aménio (30 uL), fosfato de sddio
(30 uL). A solugédo foi incubada durante 2 h, em estufa a 37°C, depois centrifugada (50 x g,
por 5 min). Cerca de 250 pL do sobrenadante foi coletado em uma cubeta e adicionado o
mesmo volume de solucdo de Griess (sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosforico (5%) (v/v) e
N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubado durante 10 minutos, a temperatura
ambiente.

A reacdo de NO; produz uma coloracdo rosea, que foi quantificada através da
medida das absorbancias em espectrofotdbmetro Hitachi 2000 no comprimento de onda de
540 mm. A quantificacdo de NO3z e NO; expressos em uM foi determinada em funcdo de uma
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curva-padrdo com concentragdes previamente conhecidas de (0-150 uM) (MONTANHER,
2006).

5.5 Avaliacdo das lesbes gastrica

Apos a eutanasia foi removido o estbmago dos ratos que foram incisados ao longo
da curvatura maior, lavado com solucdo de NaCl a 0,9%. O 6rgéo foi analisado sob visdo em
estereomicroscopio (CARVALHO et al., 2011; FILARETOVA et al., 2002), as lesdes
ulcerativas foram medidas e classificadas conforme o grau de severidade de acordo com o
descrito por Szelenyi e Thiemer (1978).

Lesdes nivel 1 (pontos hemorragicos< 1mm), nivel 2 (Ulceras de 1 a 3 mm de
extensdo) e nivel 3 (ulceras profundas > 3mm de extensdo). Para cada grupo de tratamento foi
calculado um indice de lesGes ulcerativas (I.L.U.) obtido através da equac&o:

I.L.U. = (2 lesdes nivel 1) + (2 X X lesdes nivel 2) + (3 X X lesdes nivel 3).
(KUSHIMA, 2006; COLA-MIRANDA et al., 2006; SZELENYI; THIEMER, 1978).

5.6 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido a aprovacdo do CEUA da Unisul e os testes
em laboratorio iniciaram apds a sua aprovacdo registrada sob o nimero 12.013.4.01 1V.

Todos os pesquisadores envolvidos no estudo receberam treinamento para o
manejo dos animais, seguiram as técnicas de contensdo e as técnicas especificas ligadas aos
procedimentos, obedecendo ao que determina a lei 11.794/2008 de 08/10/2008.
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6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de todos os resultados foi realizada através do sistema Graph
Pad Prism 6. As variaveis estudadas tiveram como objetivo comparar a acdo do diclofenaco
sodico administrado em baixa dose por sistema implantavel justa articular, com o mesmo
farmaco administrado por via oral.

A avaliacdo quantitativa do edema dos joelhos dos ratos e dos niveis de MPO e
Nitrito/nitrato foram comparadas utilizando testes de analise de variancia, ANOVA, seguidos

do teste de Tukey para comparagdo entre as médias, utilizando nivel de significancia de 95%.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 CARACTERIZACAO DOS DISPOSITIVOS POLIMERICOS IMPLANTAVEIS

Na figura 9 estdo apresentadas as microscopias obtidas dos filmes utilizados para
produzir os dispositivos implantaveis, dispostos sobre uma impresséo da letra P com objetivo

de verificar a transparéncia do material.

Figura 9 - Microscopias Oticas dos filmes EUDPEG e EUDPCL-T obtidos em aumento de
25X.

EUDPEG EUDPCL-T

Fonte: Elabora¢do do autor, 2013.

As microscopias demonstram que os filmes de EUDPEG apresentam total
transparéncia, diferente do observado para EUPCL-T que € totalmente opaco. Tanto o
EUDRAGIT RS como o PEG 400 e o PCL-T 900 apresentam transparéncia quando puros,
desta forma é esperado que a mistura miscivel destes produzisse um filme transparente que
pode ter esta caracteristica alterada pela presenca do diclofenaco de sodio na matriz. S&o
esperados dois possiveis comportamentos da adi¢do do diclofenaco de sddio nas matrizes, a
cristalizacdo do farmaco durante o processo de producdo que produziria filmes opacos ou, a
solubilizacdo deste na matriz polimeérica produzindo filmes transparentes. Desta forma é
possivel afirmar que os filmes de EUDPEG apresentam o diclofenaco de sodio solubilizado
na matriz polimérica provavelmente atribuida a interacdo do farmaco com a matriz

polimérica.
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Foram produzidos misturas somente de EUDRAGIT RS e PEG400, para verificar
0 efeito do diclofenaco na estrutura dos filmes, entretanto o material resultante foi uma
mistura transparente disforme e indicativa de imiscibilidade entre os polimeros nesta
proporcdo polimérica. Este resultado demonstra que a estrutura uniforme do filme é
dependente da presenca do diclofenaco na matriz o qual deve servir de ponte de ligagdo entre
0s polimeros.

Para o filme EUDPCL-T é observado um filme totalmente opaco que esta
associado a cristalizacdo do diclofenaco na matriz. Estas diferencas nas propriedades oticas
sdo indicativos de diferencas nas propriedades fisicas das matrizes, fato que pode
proporcionar diferengas nos comportamentos de liberagdo do farmaco da matriz e também nas
propriedades mecanicas.

A aplicacdo final de filmes poliméricos depende muito de suas propriedades
mecénicas na temperatura a qual estard sendo aplicado. Por exemplo, para aplicacdo em
sistemas terapéuticos transdérmicos em geral sdo necessarios filmes poliméricos com alta
elasticidade a temperatura ambiente (facilitar a aplicacdo e adesdo) e também a temperatura
corporea (conforto e durabilidade). Para sistemas implantaveis é essencial que o material
apresente propriedades mecanicas adaptaveis ao local em que este estard inserido.
(BHARKATIYA; NEMA; BHATNAGAR, 2010; COSSON, 2003; MEANEY, 1995; SHAH,;
RAHUL; PRABHAKAR, 2010).

Os testes de tensdo informam sobre a resisténcia e elasticidade dos filmes,
refletidos por parametros como tensdo maxima, médulo de elasticidade e elongagdo maxima.
As curvas de tensdo versus deformacdes correspondentes aos filmes de EUDPEG e EUDPCL-
T s@o mostrados na figura 10 e os valores dos parametros mecanicos associados sdo descritos

tabela 2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meaney%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7553529

Figura 10 - Variacdo da deformagéo em funcéo da tenséo aplicada nos filmes de EUDPEG

(e ) e EUDPCL-T (m).
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Tabela 2 - Valores de tensdo maxima, deformacdo e modulo de elasticidade dos filmes de

EUDPEG e EUDPCL-T.

Filme Tensdo méxima Deformacéo Modulo de Elasticidade
(MPA) (%) (Mpa)
EUDPEG 0,067 + 0,0091° 9,09 + 2,953 1,45 + 0,089
EUDPCL-T 0,156 + 0,0148" 74,79 + 14,978 0,86 + 0,159

Legenda: n=3; valores médios com letras diferentes caracterizam diferencas significativas para p<0,01.

Fonte: Elaboracdo do autor, 2013.

A tabela 2 mostra que o filme de EUDPCL-T apresenta a 37°C uma variagéo de

deformacéo em funcédo da tenséo caracteristico de material elastomérico, entretanto o filme de

EUDPEG apresenta um comportamento plastico, com menor capacidade de deformacao.

Os resultados apresentados na tabela 2 demonstram que todos os parametros

mecanicos estudados apresentaram diferengas significativas entre os filmes. Os filmes de

EUDPCL-T apresentaram uma maior resisténcia mecanica caracterizada pela maior tensao

maxima suportada pelo corpo de prova (0,156 MPA) e um menor modulo de elasticidade

refletindo assim em uma maior capacidade de deformacéo. Estes filmes apresentaram uma

capacidade de deformacdo média proxima a 75% em rela¢do ao tamanho inicial do corpo de
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prova, propriedade extremamente interessante para producdo de um dispositivo que sera
implantado na regido lateral do joelho, local de constante movimentagéo muscular.

Filmes poliméricos puros de EUDRAGIT RS apresentam comportamento
mecanico de um plastico, associado a sua caracteristica semicristalina. Sdo bons candidatos
para produgdo de filmes, entretanto necessitam de plastificantes para melhorar suas
propriedades mecanicas (ELGINDY; SAMY, 2009).

Estudos demonstram que o PEG 400 é um plastificante utilizado em matrizes de
EUDRAGIT RS além de ser um otimo agente solubilizante do diclofenaco de sodio,
caracteristicas que produziram um filme homogéneo, transparente e flexivel (LIN; LEE; LIN,
1991).

Estudos demonstram que a PCL-T pode apresentar efeito plastificante sobre
materiais poliméricos, fato associado a reduzida massa molar e ao grande nimero de
hidroxilas em sua estrutura quimica que favorecem a intercalagdo entre as cadeias poliméricas
e também a formacdo de ligagdes quimicas entre estas. A estrutura quimica do EUDRAGIT
RS 100 (figura 2) demonstra o grande numero de carbonilas disponiveis para realizar ligacdes
de hidrogénio com as hidroxilas da PCL-T (figura 3), fato que justificaria o significativo
efeito plastificante que produziu elevada capacidade de deformacdo (KANIS; GENEROSO;
SOLDI, 2007; MEIER et al., 2004).

7.2 ESTUDOS DE LIBERACAO DO DICLOFENACO DE SODIO
Na figura 11 estdo apresentados os perfis de liberacdo durante um periodo de 11

dias do diclofenaco sodio a partir dos filmes utilizados para produzir os dispositivos

implantaveis.
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Figura 11 - Perfil de liberacdo do diclofenaco de sodio a partir dos dispositivos EUDPEG (m)
e EUDPCL-T (e).
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Fonte: Elaboragéo do autor, 2013.

Os perfis de liberagdo demonstram duas fases de liberacdo para os dois filmes
poliméricos. Uma fase acelerada que durou cerca de 24 horas a qual promoveu uma liberacéo
média para ambos os materiais de 8% e uma fase de liberacdo lenta caracterizada pela
inversdo na velocidade de liberacdo entre os filmes.

Na primeira fase o filme EUDPEG apresentou maior velocidade de liberagdo que
pode ser explicada pela elevada solubilidade do diclofenaco no PEG400 o qual também é
extremamente solivel em meio aquoso, fatores que favoreceram a difusdo do diclofenaco
existente na superficie do filme para o meio de eluicdo (WYPCH, 2004). Entretanto, o filme
EUDPCL-T teve sua velocidade de liberagdo reduzida devido a menor solubilidade da PCL-T
em meio aquoso e tambem da necessidade de solubilizacdo do diclofenaco cristalizado na
superficie do filme para futura difusdo (KANIS; SOLDI, 2012).

Na segunda fase, é observada uma reducdo na velocidade de liberacdo do
diclofenaco a partir do filme EUDPEG, comportamento que pode estar associado a interacfes
entre os componentes da formulacdo conforme discutido na pagina 10. As interacdes entre o

diclofenaco e a matriz polimérica pode reduzir a velocidade de difusdo do farmaco do interior
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do filme para o meio de eluigdo. Entretanto, para o filme EUDPCL-T observa-se uma
tendéncia de aumento da quantidade liberada por tempo quando comparado com EUDPEG.
Kanis e Soldi (2012) demonstraram que a liberacdo de cloridrato de diltiazem de matrizes de
polietileno co-metil-acrilato com PCL-T tem sua velocidade aumentada em temperatura de 37
°C devido a fusdo deste material o que favorece a difusdo do farmaco da matriz. Como os
estudos foram conduzidos na temperatura corporal (37 °C) este fendmeno deve ter regido o

processo de liberacdo destes filmes.

7.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS DISPOSITIVOS
IMPLANTADOS

Na figura 12 estdo apresentados os dispositivos poliméricos obtidos pelo corte dos
filmes EUDPEG e EUDPCL-T.

Figura 12 - Dispositivos implantaveis de EUDPCL-T e EUDPEG 11 x 1,0 mm

EUDPCL-T EUDPEG

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

A aplicacdo dos dispositivos implantaveis em posicdo medial aos tenddes do
biceps femoral e lateral ao semitendinoso e junto a capsula articular posterior do joelho nao
apresentou dificuldade técnica no modelo utilizado. Apds 11 dias implantados, todos os
dispositivos estavam na posic¢do desejada.

A facilidade técnica para colocagdo dos implantes foi proporcionado pela
anatomia da regido, onde os tenddes dos referidos musculos e a barreira 0ssea da fossa
poplitea marcam com seguranca o local a ser implantado o dispositivo.

Na figura 13 esté apresentado o dispositivo implantado na fossa poplitea.
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Figura 13 - Fotografia do dispositivo implantado no joelho apos disseccéo.

V;,A'
! .
) \

s‘f >

Fonte: Elaboragdo do autor, 2013.

A figura 13 mostra fotografia retirada do 11° dia do experimento da regido
posterior do joelho onde é possivel observar o dispositivo implantado, localizado entre o
musculo biceps femoral, visto a esquerda na fotografia e 0 misculo semitendinoso visto a
direita na fotografia, o musculo gastrocnémio foi ressecado, a capsula articular ndo esta
visivel, mas anatomicamente estd localizada abaixo do dispositivo. Foi observado que o
dispositivo foi encapsulado por uma fina membrana translicida e brilhante e que a forma do
dispositivo foi alterada.

Segundo Martins Sousa e outros (2008) o implante intramuscular de
polimetilmetacrilato, um composto quimico semelhante a0 EUDRAGIT RS, em camundongo
promove uma deposic¢do de coldgeno e infiltrados celular de macréfagos sobre o implante e
ndo produzem inflamagdo cronica. E possivel que a deposicdo de colageno associado a
infiltracdo de macrdfagos no dispositivo implantado associado a retragdo da membrana
observada modifique a forma original do implante EUDPEG E EUDPCL-T.

Na figura 14 esta apresentada a variacdo do edema apds 6 horas da inducdo da
artrite induzida por carragenina nos animais tratados durante 4 dias com diclofenaco de sédio
por via oral e pelos dispositivos implantados.
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Figura 14 — Avaliacdo da variagcdo do edema induzido por carragenina em joelho de ratos
Wistar do grupo DICL tratados por 4 dias com diclofenaco de sddio (30 mg/Kg/dia), grupo
EUDPEG (implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0s
grupos CRGN e CONTROLE, 6 horas ap6s a inducdo da artrite. (N >6** # significativa em
relagcdo ao grupo CRGN para um p<0,05).
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

A figura 14 demostra que os grupos DICL e EUDPEG apresentaram tendéncia a
reducdo do edema quando comparada ao grupo CRGN, porém sem diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). O grupo EUDPCL-T apresentou diferenga estatisticamente
significativa quando comparado com o grupo CRGN, também foi observado que o grupo
EUDPEG e EUDPCL-T ndo apresentam diferenca estatistica entre eles, mas ambos sdo
estatisticamente diferentes do grupo DICL.

E possivel que a dose de diclofenaco de sodio administrada via oral e a quantidade
de farmaco liberado pelo dispositivo EUDPEG, ndo tenha sido suficiente para reduzir de
forma significativa o edema numa fase em que a artrite induzida por carragenina estava muito
proxima de seu pico maximo.

Fendmeno similar foi observado por Sun Seek Min e outros, quando os autores
compararam a distribuicdo da carga do joelho induzido a artrite utilizando 5 mg /Kg de
morfina intraperitoneal, e ndo conseguiu um bloqueio completo da alteracdo da carga no
joelho 4 horas apds a inducdo da artrite. Porém apos seis horas o efeito analgésico da morfina

foi mais evidente e concluiu que a dose pode nédo ter sido suficiente ou que a perturbagéo
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mecanica causada pelo edema na articulacdo afetada de alguma forma reduziu a carga de peso
sobre a perna (MIN et al., 2001).

Estudos sobre a farmacocinética do diclofenaco de sodio sugerem que seu efeito é
dependente da dose e que apresenta uma lenta cinética de equilibrio entre a concentracédo
plasmaética e a concentracdo no liquido sinovial quando administrado em jejum, condicdo em
que é rapidamente absorvido. O pico de concentragdo plasmatica em humanos ocorre entre 2 e
3 horas apds a administragdo. Em 2,5 horas ap6s o pico, somente 10% da concentracdo
maxima estard presente, e apds 8 horas o farmaco mal sera detectado no plasma. Porém no
liquido sinovial o diclofenaco de sodio seré detectado apds 2 horas da administracdo oral em
concentracdo inferior a do plasma. As concentra¢fes do plasma e do liquido sinovial serdo
equivalentes em 4 horas, e permanecera relativamente constante no liquido sinovial até 11
horas ap6s a administracdo do farmaco. (BENSON; AIDA-BENSON; BRANDT, 1985;
MIYATAKE et al.,, 2008; FOWLER et al., 1983; RADERMACHER, 1991; TORRES-
LOPEZ et al., 1997).

Este comportamento pode ser a explicacdo para o efeito anti-inflamatorio e
antinoceptivo prolongado do farmaco apesar da meia vida curta no plasma observado em
estudos realizados com humanos e em modelos animais, entretanto Sdo necessarios no
minimo 2 administragdes diarias para manter a concentracdo do diclofenaco de sédio no
liguido sinovial para proporcionar atividade terapéutica (BENSON; AIDA-BENSON;
BRANDT, 1985; MARTINS SOUSA et al., 2008; FOWLER et al., 1983).

Os ratos do grupo DICL tiveram a variacdo de edema determinado ap6s 9 horas
da administracdo do farmaco via oral, dentro do periodo de 11 horas onde a concentracdo do
diclofenaco de sodio permanece constante no liquido sinovial. (BENSON; AIDA-BENSON;
BRANDT, 1985). Estes resultados colaboram com a hipotese que a incapacidade da redugédo
do edema pelo diclofenaco de sodio via oral esta relacionado a ndo efetividade da dose
alcancada no liquido sinovial.

Os sistemas implantaveis podem proporcionar fluxo de farmacos para fora dos
dispositivos a uma taxa constante, e desta forma proporcionar a manutenc¢do da concentragéo
do farmaco no liquido sinovial em niveis terapéuticos. (UHRICH et al., 1999).

Uma hipotese que pode explicar a maior atividade do dispositivo EUDPCL-T na
reducdo do edema é a quantidade de ativo liberado pelo dispositivo. Os estudos in vitro
demonstraram que o dispositivo EUDPCL-T no 4° dia do teste liberou em torno de 12,6 %
enquanto o dispositivo EUDPEG liberou 9,1% do farmaco. Extrapolando este resultado

obtido in vitro para in vivo significaria uma liberacdo 38 % maior de diclofenaco de sodio,
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fato que poderia favorecer uma maior concentragdo do farmaco no liquido sinovial e
consequentemente produzir maior efeito anti-inflamatério.

Na figura 15 esta apresentada a variacdo do edema apds 7 dias da inducédo da
artrite induzida por carragenina observada nos animais tratados durante 11 dias com

diclofenaco de sodio por via oral e pelos dispositivos implantados.

Figura 15 - Avaliacdo da variacdo do edema induzido por carragenina em joelho de ratos
Wistar do grupo DICL tratados por 11 dias com diclofenaco de sddio (30 mg/Kg/dia), grupo
EUDPEG (implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0s
grupos CRGN e CONTROLE, 7 dias apés a inducdo da artrite. (N >6** # significativa em
relacdo ao grupo CRGN para um p<0,05).
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2013.

Quando as medidas da circunferéncia dos joelhos foram tomadas no 7° dia apds a
inducdo da artrite, todos os grupos tratados apresentaram reducdo do edema estatisticamente
significativa quando comparado com 0 grupo que recebeu somente carragenina.

Este modelo de artrite induzida tem pico méximo de edema 8 horas apos a
injecdo, e progressivamente vai diminuindo. A resposta estatisticamente significante ao
tratamento com diclofenaco de sddio, numa fase em que o processo inflamatério é menor

quando comparado com as fases iniciais pode ser causada por uma melhor adequacao da dose
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do diclofenaco de sédio disponivel para os modelos tratados, com o processo inflamatério
vigente no 7° dia ap6s a inducéo da artrite (MA; ZHANG, 2011; MIN et al., 2001).

Baseado nos resultados de liberacdo in vitro do diclofenaco de sodio e da
concentracdo total nos dispositivos foi calculado a concentracdo maxima que poderia ser
liberada/dia para cada dispositivo (foi considerado uma liberacdo linear) e comparado as
respectivas doses via oral, tabela 3.

Tabela 3 - Doses em miligramas de diclofenaco de sodio administradas por via oral em ratos
Wistar e doses liberadas/dia pelos dispositivos implantados calculadas teoricamente a partir

dos estudos in vitro.

DICLOFENACO  DOSE/DIA QUANTIDADE
DISPOSITVO TOTAL NO (mg) TOTAL ADMINISTRADA
DISPOSITIVO (mg) (mg)
4° dia 11°dia
EUDPEG 3,0 0,036 0,144 0,396
EUDPCL-T 3,6 0,044 0,174 0,484
DICL. ORAL - 7,5 30 82,5

Fonte: Elaboragéo do autor, 2013.

Como pode ser observado na tabela 3 se o comportamento da liberacdo do
diclofenaco de sodio in vivo e in vitro for semelhante, a quantidade em miligramas liberadas
pelos dispositivos EUDPCL-T e EUDPCL-T serd 208 e 170 vezes menor que a dose oral
administrada no grupo DICL respectivamente ap6s 11 dias de tratamento. Entretanto, é de
conhecimento que as quantidades liberadas por um dispositivo polimérico in vitro € muito
maior que o observado em vitro, assim provavelmente a dose liberada justa articular nos ratos
foram ainda inferiores a estes valores.

O efeito anti-inflamatdrio do diclofenaco de sédio liberado dos sistemas
implantaveis com doses tdo baixas pode ter sido favorecido pela liberacdo controlada do
farmaco justa articular favorecendo a difusdo para capsula articular e desta para a membrana e
liquido sinovial, onde existe afinidade conhecida com o diclofenaco de sodio e onde sera o
sitio de acdo do farmaco (BENSON; AIDA-BENSON; BRANDT, 1985; FOWLER et al.,
1983, RADERMACHER, 1991; OWEN; FRANCIS; ROBERTS, 1994; TORRES-LOPEZ et
al., 1997; MIYATAKE et al., 2008).
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Vérios estudos tem demonstrado que o comportamento farmacocinético do
diclofenaco de sodio com meia vida curta é inconsistente com seu efeito terapéutico
prolongado, e que a atividade anti-inflamatoria e antinoceptiva do farmaco estao relacionadas
as altas concentracbes do farmaco e seus metabolitos ativos no liquido sinovial. Os
metabolitos ativos do diclofenaco de sodio, livres e conjugados, apresentam perfis
farmacoldgicos e de concentracdo similares ao farmaco original e com atividade reduzida nos
sistemas de teste. O sistema implantavel com liberacdo prolongada do farmaco em seu local
de acdo, onde apresenta clara tendéncia de manter maior concentracdo quando comparado ao
plasma, pode ser um fator favoravel para este tipo de administracdo de farmaco. (BENSON;
AIDA-BENSON; BRANDT, 1985; FOWLER et al.,, 1983; MIYATAKE et al., 2008;
OWEN; FRANCIS; ROBERTS, 1994; TORRES-LOPEZ et al., 1997; RADERMACHER,
1991)

A concentracdo dos mediadores inflamatérios MPO e Nitritos presentes na
articulacdo dos joelhos induzidos a artrite foram comparados através da analise de variancia
ANOVA, seguidos do teste de Tukey para comparacao entre as médias.

A MPO é um marcador especifico de neutréfilos, atraves de reacdo bioquimica
com o peroxido de hidrogénio (H202) catalisa a produgdo de &cido hipocloroso gerando
produtos oxidantes de forte acdo microbicida e bactericida que irdo auxiliar na destruicdo de
agentes estranhos por meio da liberacdo de espécies reativas de oxigénio e também podem
estar envolvidos na progressdao de lesdes teciduais em processos inflamatorios cronicos.
(GOULART, 2006; LARANJEIRA; SILVA, 2011; MONTANHER, 2006).

Na figura 16 estd apresentada a variacdo de atividade da MPO observada nos
animais tratados durante 4 dias com diclofenaco por via oral e pelos dispositivos implantados

apos 6 horas da inducdo da artrite por carragenina.



56

Figura 16 — Avaliacdo da variagdo da concentracdo de MPO em joelho de ratos Wistar do
grupo DICL tratados por 4 dias com diclofenaco de sodio (30 mg/Kg/dia), grupo EUDPEG
(implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0S grupos
CRGN e CONTROLE, 6 horas ap6s a indugdo da artrite. (N >6** + significativa em relagao
ao grupo CRGN para um p<0,05).
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

Seis horas apds a inducdo da artrite por carragenina a atividade de MPO mostrou
uma tendéncia de menor atividade nos grupos DICL e EUDPEG quando comparados com 0
grupo CRGN, porém somente o grupo EUDPCL-T apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).

Estes resultados corroboram com os dados encontrados para o edema de joelho no
mesmo periodo, onde os grupos DICL e EUDPEG também ndo conseguiram efeito
estatisticamente significante numa fase em que a artrite induzida por carragenina estava muito
proxima do seu pico maximo, e 0 motivo neste caso pode ser 0 mesmo, ou seja, a dose de
diclofenaco de sddio administrada via oral e liberada pelo EUDPEG foi insuficiente para
diminuir a atividade do MPO de forma estatisticamente significativa ap0s seis horas da
indug&o da artrite, enquanto o EUDPCL-T, com maior coeficiente de liberagdo do farmaco foi
estatisticamente significante para diminuir a atividade de MPO.

Na figura 17 estd apresentada a variacdo de atividade da MPO observada nos
animais tratados durante 11 dias com diclofenaco por via oral e pelos dispositivos

implantados apds 7 dias da inducdo da artrite.



57

Figura 17 - Avaliacdo da variagcdo da concentracdo de MPO em joelho de ratos Wistar do
grupo DICL tratados por 11 dias com diclofenaco de sodio (30 mg/Kg/dia), grupo EUDPEG
(implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0S grupos
CRGN e CONTROLE, 7 dias apés a inducdo da artrite. (N >6** # significativa em relagdo ao
grupo CRGN para um p<0,05).
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Fonte: Elaboragéo do autor, 2013.

Sete dias ap6s a inducdo da artrite os grupos DICL e EUDPCL-T mostraram
diferenca estatisticamente significativa com o grupo CRGN na diminuicdo da atividade de
MPO. O grupo EUDPEG ndo apresentou diferenca do grupo CRGN.

A resposta do grupo EUDPEG pode ter sido causada pelo menor coeficiente de
liberacdo do farmaco pelo EUDPEG. Através da figura 12 no 11° dia do experimento a
liberacédo era de + 12% enquanto o EUDPCL-T j& havia liberado + 17% no mesmo periodo.

Na figura 18 esta apresentada a variacdo de concentracdo dos nitrato/nitrito
observada nos animais tratados durante 4 dias com diclofenaco por via oral e pelos

dispositivos implantados apos 6 horas da inducéo da artrite.
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Figura 16 — Avaliacéo da concentracdo de nitritos/nitratos em joelho de ratos Wistar do grupo
DICL tratados por 4 dias com diclofenaco de sédio (30 mg/Kg/dia), grupo EUDPEG
(implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0S grupos
CRGN e CONTROLE, 6 horas ap6s a inducéo da artrite. (N >6** # significativa em relagdo
ao grupo CRGN para um p<0,05).

0.04 -

0.03 1 T **

Nitrito/nitrato
(nmol/mg Proteina)

0.02 4

0.014

0.00- : , "
) qpx‘/' oq_c? & ﬁqqfo P &

Koy v @

Fonte: Elabora¢do do autor, 2013.

A pesquisa de nitratos/nitritos no grupo que foi sacrificado seis horas apos a
inducdo da artrite mostrou no grupo DICL uma tendéncia de diminui¢cdo dos marcadores
guando comparado com o grupo CRGN, porém sem diferenca estatisticamente significativa.
Os grupos EUDPEG e EUDPCL-T mostraram diferenca estatisticamente significativa quando
comparados com o grupo CRGN (p<0,05). Os dispositivos EUDPEG e EUDPCL-T néo
apresentam diferenca estatistica com o DICL.

Estes resultados corroboram com o que foi observado no edema dos joelhos e a
atividade de MPO nos grupos sacrificado seis horas apds a indugdo da artrite, a diferenca
ficou por conta do grupo EUDPEG que apresentou diferenca estatisticamente significante na
dosagem de nitratos/nitritos enquanto que para as variaveis edema de joelho e MPO haviam
mostrado somente tendéncia de diminuig&o.

Na figura 19 estd apresentada a variacdo da concentracdo do Nitrato/nitrito
observada nos animais tratados durante 11 dias com diclofenaco por via oral e pelo

dispositivo implantado e apos 7 dias da indugédo da artrite.
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Figura 17 - Avaliacdo da concentracdo de nitratos/nitritos em joelho de ratos Wistar do grupo
DICL tratados por 11 dias com diclofenaco de sddio (30 mg/Kg/dia), grupo EUDPEG
(implante contendo 3,6 mg), grupo EUDPCL-T (implante contendo 3,0 mg), e 0S grupos
CRGN ¢ CONTROLE, 7 dias apos a inducdo da artrite. (N >6** # significativa em rela¢do ao
grupo CRGN para um p<0,05).
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Fonte: Elabora¢do do autor, 2013.

O oxido nitrico é reconhecido como um mediador e regulador de respostas
inflamatdrias, relacionado a vasodilatacdo, que ocorre nas fases iniciais do processo
inflamatdrio. Seu papel nas respostas imunes comegou a ser entendida na segunda metade da
década de 1980 quando Stuehr e Marletta relataram que macréfagos produzem nitrito e nitrato
em resposta a inflamacdo. (GOULART, 2006; KORHONEN et al., 2005, MONTANHER,
2006).

No sétimo dia ap06s a inducdo da artrite, fase ja tardia do processo inflamatério
onde estes metabolitos ja4 estdo naturalmente em niveis baixos, ndo houve diferenca na
concentracédo de nitratos/nitritos entre os grupos estudados.

Nos Estados Unidos cerca de 107.000 pacientes séo hospitalizados por ano devido
a complicacBes gastro intestinais relacionadas ao uso de anti-inflamatérios. A capacidade
ulcerogénica do diclofenaco de soédio e de outros anti-inflamatérios é bem conhecida na
comunidade cientifica. Existem numerosos estudos de caso-controle e meta-analises
mostrando incidéncia de complicacGes clinicamente significativas no trato gastrointestinal

superior relacionadas com o uso de anti-inflamatdrios. Estes estudos sugerem que 0 risco
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aumenta na primeira semana de tratamento e que as complicagbes sdo dose dependente.
(CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK, 2008; LEE; CRYER, 2011; VANE; BOTTING, 1998,
VANE; BOTTING, 1997).

Era esperado neste experimento que o efeito ulcerogénico do diclofenaco de sodio
pudesse ser mensurado, e que 0s grupos tratados com dispositivos implantaveis por receberem
doses muito menores do farmaco apresentasse diferenca significativa quando comparado com
0 grupo tratado por via oral. Porém quando os estdbmagos foram dissecados ndo foram
encontradas lesdes gastricas mensuraveis pelo metodo proposto em nenhum dos 70 estbmagos
pesquisados.

Na figura 20 estdo apresentadas fotografias dos estbmagos dissecados apds 11

dias de tratamento com diclofenaco de sodio via oral.

Figura 18 - Estbmagos dos ratos aberto pela curvatura maior, visto em estereomicroscépio do

grupo controle negativo no lado direito e do grupo DICL no lado esquerdo.

Fonte: Elaboragéo do autor, 2013.

Apesar de ndo serem observadas lesbes gastricas neste modelo nas concentragoes
de diclofenaco administradas, ndo existe duvida de que a concentracdo plasmaética
proporcionada pelos dispositivos sdo varias vezes inferior que as administradas via oral. Este
fato podera proporcionar um tratamento com menor risco sobre o sistema gastrico, renal e

cardiovascular.
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8 CONCLUSAO

As matrizes EUDPEG apresentam transparéncia atribuida a miscibilidade do
diclofenaco de sddio nos componentes poliméricos da matriz. Estas propriedades
proporcionaram um comportamento mecanico plastico.

As matrizes de EUDPCL-T sdo opacas devido a cristalizacdo do diclofenaco de
sodio na matriz. Apresenta comportamento elastomérico associado a possiveis interacdes
entre o EUDRAGIT RS e 0 PCL-T.

A liberacdo do diclofenaco de sodio dos dispositivos foi dependente da
solubilidade do farmaco na matriz e também da presenca dos plastificantes PEG 400 e PCL-T.
O PEG 400 favoreceu uma liberacao rapida na fase inicial e a PCL-T lenta, entretanto ap6s 8
horas o processo se inverteu e o efeito da fusdo da PCL-T da matriz favoreceu uma maior
liberacdo do diclofenaco dos dispositivos EUDPCL-T.

A resposta ao tratamento com o sistema implantavel EUDPCL-T foi capaz de
diminuir o edema nos grupos tratados por 4 e 11 dias. Também foi significativa a diferenca
da atividade de MPO nestes grupos, e ainda foi eficaz para diminuir a concentracdo dos
nitratos e nitritos no grupo com 4 dias de tratamento, ficando claro que no grupo EUDPCL-T
a reducdo da inflamacéo foi estatisticamente significativa quando comparada com 0s outros
grupos.

O tratamento por via oral foi eficaz na reducdo do edema e na reducdo da
atividade da MPO guando comparados com 0s animais ndo tratados somente nos grupos com
11 dias de tratamento. Entretanto este ndo apresentou diferenca estatistica na diminuicdo da
concentracédo de nitratos e nitritos.

O tratamento com o sistema implantavel EUDUPEG foi eficaz na reducdo do
edema no grupo com 11 dias de tratamento e na diminui¢do da concentracdo de nitratos e
nitritos no grupo com 4 dias de tratamento. Porém este n&o apresentou diferenca estatistica na
reducdo da atividade de MPO.

A dose diaria de 7,5 mg de diclofenaco de sddio administrada por via oral em
dose Unica por 11 dias assim como os dispositivos EUDPEG e EUDPCL-T implantados pelo
mesmo periodo ndo causaram Ulceras nos ratos Wistar neste modelo.

Os dispositivos implantaveis propostos foram capazes de promover 0 mesmo
resultado anti-inflamatério em artrite induzida por carragenina quando comparado com o
tratamento por via oral, porém com doses muito inferiores do mesmo farmaco. Estes

resultados demonstram a potencialidade de dispositivos implantaveis para o futuro tratamento
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da osteoartrite em busca da reducao dos efeitos adversos e risco de toxicidade que o método
convencional de tratamento apresenta.
Embora mais estudos sejam necessarios, esta forma de administrar farmacos

parece promissora e pode ser mais uma arma no arsenal terapéutico disponivel ao médico.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudar o efeito de diferentes concentracGes do farmaco nos dispositivos sobre a
dor e a inflamacédo, com objetivo de definir menor dose efetiva.

Estudar o efeito do dispositivo sobre a manutencdo da concentragdo do
diclofenaco de sodio no liquido sinovial.

Estudar a possibilidade de uso de outros anti-inflamatorios nos dispositivos.
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