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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar possiveis efeitos nocivos da lidocaina e
da bupivacaina administradas via intra-articular em dose Unica através das proteinas
de fase aguda presentes no liquido sinovial (LS). Para mensurar a resposta de fase
aguda foram avaliados 20 equinos higidos divididos em dois grupos. Grupo LID que
foi composto por 10 cavalos que receberam a infiltracdo intra-articular de 5mL de
lidocaina (2%) e o grupo BUP, 10 animais que receberam a infiltragédo intra-articular
de 5mL de bupivacaina (0,05%). As articulagbes contralaterais de cada animal,
dentro dos grupos, representaram o controle e receberam 5mL de solugcédo salina
(NaCl 0,9%). As proteinas de fase aguda foram mensuradas no LS e no sangue total
nos tempos 0, 12, 24, 48, 168 e 360 horas apdés administracdo dos farmacos. A
determinacdo das PFAs foi realizada por meio da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida. Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico SAEG,
versao 9.1 sendo submetido a andlise de variancia, teste Tukey e correlacdo de
Pearson com nivel de 5% de significancia (p<0,05). Ndo houve diferenca (P>0.05)
na resposta de fase aguda sérica e sinovial em funcao dos tratamentos (LID e BUP)
bem como, na comparacdo com as articulacdes contralaterais controle. Entretanto
foi possivel observar diferenca (P<0.05) nas respostas de fase aguda no decorrer
dos momentos de avaliacdo quando se avaliou a cinética dessas proteinas
individualmente, comparando-as com o valor basal (TO) de cada grupo. No grupo
LID foi observado um aumento de haptoglobina (130,97%), a1-glicoproteina acida
(181,25%), albumina (- 36,75%) e transferrina (- 77,70%), enquanto a bupivacaina
estimulou a sintese de transferrina (69,89%), IgG leve (- 69%) e IgG pesada
(110,12%). As articulagdes que receberam a solugdo salina também apresentaram
uma resposta de fase aguda com aumento de a1-antitripsina com 12 horas apés a
infusdo. Os resultados demonstram que a lidocaina (2%) e a bupivacaina (0,5%),
guando administradas intra-articular em dose Unica, estimulam uma resposta
inflamatoria articular. Do mesmo modo, a solucdo salina (NaCl 0,9%) tambéem
promove um estimulo inflamatorio articular, diferente se comparada aos anestésicos,

porém significativo.

Palavras-chave: Inflacdo, cavalo, claudicacéo.



ABSTRACT

The present study aimed to identify the harmful effects of lidocaine and
bupivacaine administered intra-articularly in a single dose through the action phase
proteins present in the synovial fluid (SF). To measure an acute phase response, 20
healthy horses divided into two groups were evaluated. LID group was composed of
10 species that received intra-articular infiltration of 5 mL of lidocaine (2%) and the
BUP group, 10 animals that received an intra-articular infiltration of 5 mL of
bupivacaine (0.05%). The contralateral joints of each animal, within groups, they
represent the control and receive 5mL of saline solution (0.9% NacCl). Phase proteins
were not measured on SF and whole blood at times 0, 12, 24, 48, 168 and 360 hours
after drug administration. The dosage of APP was performed by the technique of
polyacrylamide gel electrophoresis. The data were consisted of the SAEG statistical
software, version 9.1, being submitted to analysis of variance, Tukey test and
Pearson Qtd with 5% significance level (p <0.05). The response of the acute and
synovial phase in the treatment function (LID and BUP) is a change in the
contralangida articulation. The acute phase responses during the evaluation
moments were evaluated (P <0.05) when a kinetics of these proteins was evaluated
individually, comparing them with the basal value (TO) of each group. No LID group
was an increase in haptoglobin (130.97%), acid a1-glycoprotein (181.25%), albumin
(-36.75%) and transferrin (-77.70%), while bupivacaine stimulated Synthesis
transferrin (69.89%), mild IgG (-69%) and heavy IgG (110.12%). The joints received
a saline solution with addition of 1 hour-antitrypsin at 12 hours after infusion. The
results demonstrate that lidocaine (2%) and bupivacaine (0.5%), when administered
intra-articularly in a single dose, stimulate an inflammatory joint response. Similarly,
saline solution (NaCl 0.9%) also promotes a stimulus to joint contraction, different

from anesthetics, but significant.

Key words: Inflation, horse, claudication.
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1. INTRODUCAO

As lesdes que envolvem as articulagbes dos equinos permanecem sendo a
maior causa de reducdo no desempenho atlético destes animais (GRAUW, 2011).
Cerca de 40% a 90% dos equinos de alto desempenho apresentam um ou mais
episodios de claudicacédo durante suas vidas atléticas (WILSON e WELLER, 2011).
Para minimizar as perdas associadas a claudicagdo, o diagndstico precoce é
fundamental para que se tenha um bom progndstico. No entanto, a identificagcdo e
localizacdo da claudicacdo € um grande desafio para o clinico (SWAAB, 2011).
Muitas vezes o diagnostico pode tornar-se um processo frustrante ao médico
veterinario e oneroso ao proprietario, devido a grande parte das les6es ndo serem
detectadas visivelmente (HARPER, 2000; DYSON et al., 2005). Neste sentido, a
anestesia intra-articular € um procedimento rotineiro na clinica de equinos, no qual
0s anestésicos locais dessensibilizam a articulagéo, diminuindo ou eliminando a dor.
Dessa forma, pode-se comparar o grau de claudicacdo antes e depois da realizagéo
do procedimento. A identificacdo da lesdo é confirmada quando o foco doloroso é
dessensibilizado (BAXTER e STASHAK, 2011). Além disso, esta técnica €
empregada também no controle da dor pré e poés-operatoria, apos intervencdes
cirtrgicas ou artroscépicas (JOHNSTON et al., 2002; POLYDORO, 2006).

Os anestésicos locais tém por finalidade bloquear os impulsos nervosos pela
inativacdo dos canais de sédio. Também produzem efeitos secundarios significativos
e/lou benéficos. Podendo atuar em outros receptores celulares que estao
relacionados a ativacao plaquetaria, arritmias e a mecanismos de inflamacdes,
produzindo uma resposta anti-inflamatéria (METSAVAHT, 2010). Entretanto, existe
uma crescente preocupacao com o potencial citotéxico dessas substancias e seus
efeitos em longo prazo sobre o tecido articular. Propriedades condrotoxicas dos
anestésicos locais tém sido relatadas em humanos e, também, em animais
(ANDERSON et al., 2010; FARKAS et al., 2010 HENNING et al., 2010; PIAT et al.,
2012; e MARTINEZ et al., 2017). Estudos conduzidos com o cultivo de condrdcitos in
vitro mostraram que esses anestésicos podem impedir o metabolismo dos
condrocitos, acarretando apoptose e necrose destas células e, consequentemente,

prejudicando a homeostasia da articulacdo (PARK et al., 2011). Além disso, as
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lesbes desencadeadas dependem da dose, tempo de infusdo e do tipo de
anestésico local utilizado (Chu et al., 2008). Estudos avaliando a condrotoxidade dos
anestésicos locais em animais vivos séo limitados (PIAT et al., 2012).

As proteinas de fase aguda sdo componentes nao especificos do sistema
imune e possuem importante papel como biomarcadores de processos inflamatérios
e/ou infecciosos. Sabe-se que estas contribuem para o restabelecimento da
homeostase, limitando o crescimento bacteriano de forma independente, e sua
sintese ocorre logo apods a instalacdo de processos inflamatorios, infeccéo, trauma
cirargico, estresse e neoplasias (MURATA et al., 2004). A eletroforese é um dos
métodos mais comumente utilizados para identificar e quantificar as proteinas de
fase aguda em fluidos biolégicos, como plasma, soro ou liquido sinovial (LS)
(FUJIMURA et al., 2006). O liquido sinovial de uma articulacdo normal € um
ultrafiltrado de plasma modificado pela producéo de acido hialurdnico, glicoproteinas
e outras macromoléculas (DYCE, 2005). O aumento na concentragdo proteica no
liquido sinovial ocorre devido a processos patolégicos que levem a ruptura da
barreira biologica (SERAKIDES, 2011). Além do fator fisico, as proteinas podem ser
induzidas por meio de o metabolismo articular dos sinoviécitos a produzirem
citocinas como interleucinas 1 e 6, e fatores de necrose tumoral alfa (SIPE, 1994)
em consequéncia, sdo capazes de desencadear uma resposta de fase aguda a qual,
culmina com a producéo das PFAs (GRUYS et al., 2005). O objetivo deste estudo foi
avaliar e comparar os efeitos da administracdo intra-articular de lidocaina e
bupivacaina através da mensuracéo das proteinas de fase aguda sinoviais e séricas

em equinos higidos.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/electrophoresis
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Identificar e comparar os efeitos da administracdo intra-articular de lidocaina
ou de bupivacaina através da mensuracdo das proteinas de fase aguda em

equinos higidos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar, quantificar e comparar as concentracbes de proteinas de fase
aguda contidas no liquido sinovial e séricas apos infiltragcdo intra-articular de

lidocaina ou de bupivacaina;

e Comparar os resultados obtidos nas amostras sinoviais com as séricas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Liquido sinovial

A claudicacdo representa um aspecto importante na Medicina Veterinaria
Equina e cerca de 30% das claudicacdes devem-se a enfermidades articulares
(MENDE, 1988). O diagnostico precoce das lesdes articulares possui notavel
desvantagem quando comparado com as demais estruturas, levando-se em
consideracao o fato da cartilagem articular serem desprovidas de inervacéo, lesdes
articulares quando estdo em fase inicial caracterizam-se clinicamente de forma
silenciosa.

A maior parte das articulacbes moveis é formada por osso subcondral,
cartilagem articular e cavidade articular, contendo fluido sinovial e membrana
sinovial (SISSON, 1986). No entanto, outros elementos estruturais, como musculos,
tendBes, ligamentos, bursas e meniscos, também sdo necessarios para fornecer
funcéao articular adequada (SLEDGE et al., 2001).

Embora existam modernas tecnologias capazes de realizar diagnésticos
precoces, o exame do liquido sinovial é indispensavel para identificar alteracfes
articulares (TURNER, 2001; DYSON, 2005).

O liquido sinovial (LS) ou sindvia, localizado no interior das cavidades
articulares e bainhas tendineas é formado por um ultrafiltrado de plasma, modificado
pela producdo de &cido hialurbnico pela membrana sinovial. A principal funcdo é
fornecer nutriente e lubrificacdo para a cartilagem articular, reduzindo a friccdo e o
desgaste das cartilagens (CLYNE, 1987). Ele possui caracteristicas viscoelasticas,
cuja cor varia do amarelo-palha ao castanho (FLOYD e MANSMANN, 2007) e
desempenham um papel importante na manutencdo e regulacdo da fisiologia
articular (LIU et al., 2016). Geralmente € encontrado em pequenas quantidades,
porém em articulagbes maiores como nos equinos seu volume pode atingir
aproximadamente 40 mL (DYCE, 2005). O termo sinovial foi introduzido por
Paracelso e significa "como ovo", por ser claro e viscoso (AGHABEIGI et al., 1993),
o nome é derivado do prefixo grego syn (com) e do sufixo latim ovum (ovo).

A manutencdo e a homeostase da articulagdo s&o mediadas pelos

componentes moleculares e celulares presentes no LS. As macromoléculas


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-95022018000100297#B17
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-95022018000100297#B2
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possuem propriedades lubrificantes e s&o sintetizadas e secretadas pelos
sinoviocitos presentes na membrana sinovial. O acido hialurénico é a principal
macromolécula sintetizada pelos sinoviocitos e tem por funcdo oferecer
propriedades viscoelasticas ao liquido, estando, também, envolvido na restricdo das
proteinas plasmaticas e na retencdo da agua no liquido sinovial (GHOSH e
GUIDOLIN, 2002). Apesar do liquido sinovial ser um ultrafiltrado do plasma, ele
compartilha muitas semelhancas em sua composicdo. Uma articulagdo saudavel
contém aproximadamente um terco das proteinas encontradas no plasma sanguineo
(CURTISS, 1964), e seus valores normais estao entre 0,92 a 2,5 g/dl (DI FILIPPO et
al., 2014). As proteinas presentes no plasma atravessam a barreira hematosinovial
em quantidades inversamente proporcionais ao seu peso molecular (CLYNE, 1987).
A sua concentracdo no LS é influenciada pelo peso molecular, fluxo sanguineo,
concentracdo plasmatica, permeabilidade vascular e metabolismo articular
(BERTONE, 2003). As que possuem maior peso molecular, como fibrinogénio (340
kDa), tém concentracfes relativamente baixas no LS, em contraste, as proteinas
plasmaticas de baixo peso molecular como a albumina (69 kDa) e transferrina (90
kDa) estdo em concentracdes relativamente elevadas no LS (DI FILIPPO et al.,
2014).

A anatomia da membrana sinovial atua como uma barreira biolégica através
dos capilares sinoviais que contém fenestracfes revestidas por uma fina membrana.
Essa carateristica anatdmica permite acesso limitado a moléculas de baixo peso
molecular ao LS. O aumento da concentracdo proteica ocorre devido a processos
patoldgicos que levam a ruptura da barreira biolégica (SERAKIDES, 2011).

Apesar das articulacbes serem funcionalmente integradas com estruturas
adjacentes (ligamentos, musculos, tenddes) elas sdo estruturas autossustentaveis e
nao refletem em seu liquido sinovial alteracGes sistémicas. Para que ocorra
alteracdo no seu conteudo, € necessario que a lesdo tenha envolvimento da
cartilagem articular ou na membrana sinovial (NILSSON e PERSSON, 1973). Um
estudo conduzido por Martins et al. (2007) acompanhou o liquido sinovial da
articulacdo femuropatelar de equinos apds desmotomia patelar medial e observou
que a cirurgia ndo alterou as proteinas sinoviais, mantendo a média de 2,5 g/dL.

Em cavalos que apresentam suspeita de lesdao que envolva a membrana
sinovial e a cartilagem articular, as proteinas sinoviais podem ser consideradas

como um dos primeiros marcadores para qualquer processo inflamatorio ou
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infeccioso. Principalmente as proteinas de fase aguda (PFA) que surgem em estagio
precoce do processo inflamatério e sdo atualmente, objeto de grande interesse
(JACOBSEN, 2007).

3.2. Proteinas de fase aguda

As proteinas sdo substancias organicas formadas por aminoacidos unidos
entre si, formando uma cadeia polipeptidica. S&8o0 as macromoléculas mais
abundantes do organismo, constituindo cerca de 50% do peso corporal. Esta
biomolécula apresenta grande versatilidade funcional, das quais se destacam as
atividades enzimaticas, de transporte, estruturais e imunoldgicas (GONZALEZ e
SILVA, 2006). Algumas proteinas possuem caracteristicas especificas podendo ser
utilizadas como biomarcadores do processo inflamatdrio, sinalizadoras de doencas
e, também, determinam diagndsticos e prognésticos. Estas proteinas sao
conhecidas como proteinas de fase aguda (ECKERSALL e BELL, 2010).

Essas proteinas sdo sintetizadas, principalmente pelos hepatécitos e que
sofrem alteracdes na sua concentracao sérica em resposta a liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias, como interleucinas (IL)-6, IL-1 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) que sao liberadas, principalmente, por macréfagos (RUBIO et al., 2014).

Outro fator envolvido na producédo e liberacdo das PFAs €& o cortisol. Os
corticosteroides sdo sintetizados e liberados quando necessarios, ndo sendo
estocados nas células adrenais. O principal estimulo para a sua secrecdo é o
horménio adrenocorticotréfico, ou corticotropina, produzido na adeno-hipofise
(RODRIGUES, 2006). Quando o horménio liberador da corticotropina sinaliza para
adrenal a liberacdo do cortisol, este promove um efeito generalizado sobre o
catabolismo tecidual, mobilizando aminoacidos da musculatura esquelética para a
sintese hepética de PFA (RODRIGUES, 2006).

A cinética da resposta das PFAs varia em funcdo da espécie animal e do tipo
de agente indutor. Em geral, sua producdo inicia-se entre seis e oito horas apos a
agressao e atinge a concentracdo maxima em torno de 24 a 48 horas apos o inicio
da resposta, diminuindo, assim, que se produz uma melhora no estado de saude do
animal (ECKERSALL, 2008).
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Elas podem ser classificadas como positivas ou negativas. As negativas sao
aquelas que tém sua concentracdo diminuida durante a resposta de fase aguda que
ocorre durante o processo inflamatério, enquanto as positivas tém a sua
concentracdo aumentada (ECKERSALL, 2008). No primeiro grupo, enquadram-se,
dentre outras, a glicoproteina &acida, haptoglobina, ceruloplasmina, macroglobulina e
a amiloide A. No segundo grupo, destacam-se a albumina e a transferrina, cujos
niveis séricos tendem a decrescer em condi¢des inflamatérias (CERON et al., 2005).

As principais funcdes das PFAs dependem da interacdo destas com 0s
ligantes de varias origens, formando complexos que sédo removidos pelos reticulos
endoplasmaticos ou hepatécitos. Com isso, poderdo ocorrer inibicdo de proteases,
neutralizacdo de moléculas toxicas e eliminacdo de membranas celulares
(ALMEIDA, 2006). Elas também contribuem para o restabelecimento da
homeostase, limitando o crescimento bacteriano de forma independente dos
anticorpos, que aparecem logo apds a instalacdo de processos inflamatérios,
infeccédo, trauma cirargico, estresse e neoplasias (MURATA et al., 2004).

A maioria dessas proteinas € formada por glicoproteinas sintetizadas pelos
hepatécitos, como resposta a injaria tecidual, e sdo encontradas na circulacédo
sanguinea. Na dependéncia da espécie animal, as PFA s&o consideradas
indicadores mais fiéis da resposta sistémica frente aos processos inflamatoérios e
infecciosos, quando comparadas a outras variaveis, tais como febre, aumento da
taxa de hemossedimentacdo e/ou presenca de leucocitose associados a neutrofilia
(JAIN, 1989). Atualmente, o método mais utilizado para a deteccdo das PFAs € a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Este consiste no fracionamento das proteinas de acordo com sua
massa molecular, o que possibilita acompanhar a purificacdo das proteinas, que
aparecem como uma banda Unica no gel ou em duas bandas caso a proteina
possua duas subunidades de tamanhos diferentes (WILSON e WALKER, 2009). Sua
identificacdo € dividida em grupos: alfal-globulinas (a1-antitripsina e a1-
glicoproteina &cida), alfa2-globulinas (haptoglobina e ceruloplasmina), Beta-globulina
(transferrina) e Gama-globulinas (IgA e IgG).

A execucao da eletroforese é relativamente simples, com apenas pequenas
guantidades de amostra, € possivel determinar de 20 a 30 proteinas com
concentracdes extremamente baixas (RUBIO et al., 2014). Muitos estudos ainda séo

realizados para descrever o comportamento das PFA nas diferentes espécies
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animais diante das diversas doencas as quais estdo submetidas. Um estudo
realizado em 2014 por Di Filippo et al. (2014) através da eletroforese em gel de
poliacrilamida determinaram o proteinograma do liquido sinovial de 40 equinos
higidos. Tais autores encontraram 16 a 26 proteinas de fase aguda no
fracionamento eletroforético, algumas identificadas nominalmente, sendo elas, a
albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, a-1-glicoproteinaacida, IgA e
19G.

Sobre a funcao biolégica da resposta das proteinas de fase aguda, MURATA
et al. (2004) afirmaram que, apesar de as PFA produzirem uma resposta a uma
injuria tecidual, podem participar da protecdo ao hospedeiro. A Haptoglobina (Hp) é
uma glicoproteina formada por duas subunidades polipeptidicas (a e ) de 108.000 e
105.000 daltons de peso molecular. Sua producao € hepéatica e pode ser encontrado
dentro da fragdo a 2-globulina (POLLOCK, 2015). E uma proteina plasmatica que se
liga & hemoglobina livre liberada de eritrocitos com a finalidade de inibir a atividade
oxidativa. O complexo haptoglobina-hemoglobina é usado para visualizar e
monitorar anemia hemolitica intravascular (JAIN et al., 2011). Esta é encontrada em
menor concentracdo nos equinos, porém permanece por um periodo maior nos
animais afetados por virus e artrite. Demonstrando-se ser um bom marcador de
inflamacéo sistémica, cujos sinais clinicos duram por sete dias. Em equinos,
aumento seérico da haptoglobina foi observado apds procedimentos cirdrgicos,
processos inflamatérios experimentais, bem como durante doencas naturais. A
utilizacdo da Hp como marcadora inflamat6ria em equinos foi descrita também em
animais com artrite por Hulten et al. (2002), onde avaliou a resposta inflamatoria
sistémica durante artrite ndo infecciosa induzida com anfotericina B em 24 equinos
de raca Standardbred. Neste estudo foi observado que com uma Unica dose de
anfotericina B intra-articular deu origem a uma resposta de fase aguda sistémica
mensuravel que persistiu por 15 dias, mostrando que esta proteina pode ser
utilizada para monitorar artrites agudas em equinos.

A ceruloplasmina esta presente no soro, também, sob a forma de alfa - 2
glicoproteina (JACOBSEN, 2007) e, da mesma forma que a Hp, esta € uma PFA
positiva de nivel moderada, esta apresenta 0s niveis séricos aumentados nos
processos inflamatdérios, infecciosos, virais e parasitarios, enquanto o decréscimo é
observado ao nascimento, desnutricdo, deficiéncia na absorcdo de nutrientes,

nefrose e moléstias hepaticas associadas a intoxicagdo de cobre (JAIN, 1993).
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Podendo ser detectada na circulagdo 24 horas ap0s o0 trauma e sua concentracdo
alcancga pico maximo em quatro dias (MURATA et al., 2004). Biologicamente, ela é
responsavel pelo transporte do cobre sérico, utilizado na eritropoiese e como
antioxidante tecidual, protegendo os tecidos do oxigénio téxico, oriundo da
fagocitose de micro-organismos, nos processos inflamatérios. A ceruloplasmina
desempenha ainda atividade de ferroxidase, auxiliando na oxidacdo do ferro da
forma ferrosa para férrica. Apresenta meia vida de aproximadamente quatro dias
(CERON e MARTINEZSUBIELA, 2004). Em equinos foram descritos niveis sinoviais
de Cp elevados em muar com osteoartrite desencadeada por deformidade flexural.

A regido alfa - 1 € composta por quatro proteinas especificas, entretanto, a
proteina mais importante e responsavel por evidenciar essa zona na eletroforese é a
alfa - 1 antitripsina. Geralmente, ha aumento dessa fracdo em processos
inflamatorios, infecciosos e imunes, de forma inespecifica (ECKERSALL, 2008).
Esta proteina € a mais abundante da fracdo alfa-1, correspondendo a 90% do pico
normal e desempenha importante papel como inibidor de proteases, por neutralizar
as atividades das enzimas proteoliticas, tanto de origem bacteriana quanto
leucocitaria (McGAVIN e ZACHARY, 2007). Sua sintese ocorre em resposta a
processos inflamatérios agudos, sendo, por isso, um importante marcador de fase
aguda (CERON et al., 2005).

No mesmo grupo, a glicoproteina acida (AGP) é outra globulina de particular
interesse clinico, possui duas func¢des fisioldgicas principais, a ligacdo com farmacos
distintos e metabdlitos endégenos e/a imunomodulacdo (MURATA et al., 2004).
Além disso, auxilia na remocao de lipopolissacarideos (LPS) da circulacdo através
da ligacdo direta com o LPS e, assim, neutralizando sua toxicidade (MOORE et al.,
2000). Dependendo do estimulo, a elevacdo sérica da AGP geralmente inicia-se
cinco dias apdés sua ativacédo, atingindo o pico maximo em sete dias (MURATA et al.,
2004).

As 3 globulinas sdo compostas por um grupo heterogéneo de proteinas, das
qguais, a de maior relevancia clinica é a transferrina, sua sintese é feita pelos
hepatocitos cuja principal funcdo é o transporte do ferro plasmatico, atuando na
absorcdo intestinal e distribuicAo organica deste, sendo a Unica proteina
transportadora de ions (CERON et al., 2005). Apresenta uma importante atividade
antibacteriana por nao disponibilizar o ferro para as bactérias durante o processo

inflamatorio. Durante um processo inflamatdrio ou nos casos de anemia proveniente
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de doenca crbnica, 0s niveis séricos desta proteina tendem a diminuir,
caracterizando-a como uma PFA negativa. Sua vida média é de aproximadamente 8
a 10 dias e responde com rapidez a mudancgas no estado nutricional, porém, suas
concentracbes sao afetadas por diferentes patologias, inclusive insuficiéncia
hepatica, inflamacdes, insuficiéncia cardiaca e alteragdes no metabolismo do ferro
(CERON et al., 2005). Em equinos a ceruloplasmina e a haptoglobina foram
utilizadas para monitorar no prognostico de equinos com colica que vieram a 0Obito
(FAGLIARI et al., 2007).

No grupo das PFA negativas a albumina é a proteina de fase aguda mais
abundante no plasma, representou em um estudo, 52,80% das proteinas séricas
como descrito por Di Filippo et al. (2014). Neste mesmo estudo, achados
semelhantes foram encontrados no liquido sinovial, a albumina representou 57,7%
das proteinas sinoviais. A albumina € considerada fonte importante de reserva
proteica, bem como transportadora de acidos graxos livres, aminoacidos, metais,
calcio, horménios e bilirrubina, participa da regulacdo do pH sanguineo, atuando
como anion. E uma proteina negativa de fase aguda, que tende a diminuir sua
concentracdo sérica diante de um processo inflamatorio.

Ja4 as gamaglobulinas é uma zona que engloba todas as classes de
imunoglobulinas, distribuidas em duas regifes distintas, gama-1 e gama-2, na
eletroforese. As imunoglobulinas IgA, IgM e IgE sdo encontradas primariamente na
regido gama-1 e a IgG, que € a globulina que mais se destaca, na regido gama-2. A
IgG é a imunoglobulina mais evidente no tracado, o aumento esté relacionado com
doencas infecciosas, doencas do tecido conjuntivo, doencas hepaticas, mielomas e
outros tumores do sistema reticulo endotelial (TIZARD, 2008). Sua funcdo esta
relacionada com a eliminacdo de agentes bacterianos, por meio da fagocitose.
Assim, em infeccdes sistémicas, a resposta imune humoral caracteriza-se por altos
titulos de 1gG (CERON et al., 2005). Adicionalmente, temos a proteina IgA que, em
animais domésticos, atua como anticorpo secretorio dentro do trato intestinal e dos
pulmdes, sendo capaz de neutralizar virus e prevenir aderéncias de patdgenos
bacterianos aos tecidos-alvo (JAIN, 1993).

As PFAs séao principalmente produzidas no figado, em resposta a inflamacao
sistémica e sdo caracterizadas por um rapido aumento acentuado em resposta a
inflamacéo e rapido retorno a normalidade apos a resolugédo da doenca. No entanto,

em resposta a estimulos da inflamacéo local, ocorre uma sintese extra-hepatica em
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equinos como amiloide sérico A (SAA) e haptoglobina, descrita em varios tecidos,
incluindo o epitélio intestinal de ratos (SONAGLIO, 2013). A concentracdo de PFAs
circulantes varia de acordo com a gravidade do processo e extensdo de lesao
tecidual. A determinacdo dessa concentracdo € util para o auxilio no diagndstico e
prognostico de disturbios inflamatorios, além de possibilitar o monitoramento de uma
determinada terapia e para avaliar o estado de saude (BELL et al., 2008;
ECKERSALL, 2008).

3.3. Condrotoxidade dos anestésicos locais

Duvidas comecaram a surgir acerca da seguranca dos anestésicos locais
administrados no interior de uma articulagdo, quando estudos demonstraram a
ocorréncia de condrélise da articulagdo glenoumeral, pds-artroscopia em humanos
(HANSEN et al., 2007). No entanto, estudos anteriores na medicina veterinaria ja
teriam sido descritos eventuais alteracdes citotoxicas dos anestésicos locais. Em
1985 foram publicados os primeiros efeitos da bupivacaina na cartilagem articular de
suinos e caninos, por Nole et al. (1985). Eles descobriram que uma incubacéo in
vitro de 2 horas em 0,25% e a 0,5% de bupivacaina diminuiu significativamente a
producdo de proteoglicanos dos condrocitos 24 horas apoés infusdo. Também,
realizaram inje¢Bes Unicas de bupivacaina a 0,5% in vivo em joelhos de suinos e
cdes e, novamente, observaram uma diminuicdo na sintese de proteoglicanas 6
horas apds a injecdo. No entanto, em ambos, 0 metabolismo dos condrdcitos foi
restaurado ao normal na cartilagem examinada 72 horas ap0s a aplicacao.

Em 2004, Dogan et al. (2004) estudaram os efeitos de uma Unica injecdo de
bupivacaina a 0,5% in vivo em articulacées do joelho de coelho, neste estudo, a
avaliacdo foi realizada com 24 horas, 48 horas e 10 dias ap6s administracdo do
farmaco. Os resultados incluiram alteracfes inflamatorias na cartilagem articular,
hiperplasia e hipertrofia de células da membrana sinovial e infiltracdo de células
inflamatorias. A cartilagem articular exposta a bupivacaina apresentou niveis
significativamente mais altos em todos 0os momentos, em comparagcdo com O
controle solucéo salina.

Além da dose, o tempo de infusdo também esta associado com o potencial

condrotéxico dos anestésicos locais. Um dos primeiros estudos em animais que
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avaliou este fator utilizou a bupivacaina na concentracédo de 0,5% por 30 minutos e
foram relatados 42% de morte de condrdcitos na cartilagem articular bovina (CHU et
al., 2006). A viabilidade reduzida dos condrocitos tem sido encontrada, desde entéo,
com diferentes concentracdes de lidocaina, bupivacaina e ropivacaina de uma
maneira dependente da dose e da duracdo (LANE e BRIGHTON, 1974).

Um estudo in vivo em cartilagem de ratos encontrou reducéo da densidade de
condrécitos seis meses apds uma unica exposicdo a 0,5% de bupivacaina,
indicando que esse efeito € mantido pelo menos em médio prazo (CHU et al., 2010).
Scheffel et al.(2010) resumiram 100 casos de condrdlise glenoumeral e observaram
que os sinais clinicos de lesdo articular comecaram entre 42 e 730 dias apés a
cirurgia, enquanto um diagnostico radiografico foi feito entre 90 e 1095 dias apds a
cirurgia. Portanto, mesmo com grandes doses de anestésicos locais administrados
por infusdo continua, pode levar até trés anos para o diagndstico se tornar aparente.
Com doses menores, quaisquer efeitos adversos podem levar varios anos para se
desenvolver. Porém as lesbes normalmente de forma errbnea séo atribuidas a
patologia para a qual a infiltrac&o foi indicada (ABHINAV et al., 2017).

As sequelas da condrotoxidade dos anestésicos locais sdo bem relatadas em
seres humanos e em algumas espécies animais, mas o conhecimento dos efeitos
toxicos sobre os condrécitos equinos € limitado. PIAT et al. (2012) avaliou os efeitos
da lidocaina (2%) nas articulacbes tarsocrébmicas e da bupivacaina (0,5%) nas
articulacGes intercarpianas dos equinos. Foram avaliadas seis articulacbes para
cada tratamento, que visaram o metabolismo da cartilagem articular. Apés duas
semanas da infiltragdo ambos tratamentos demostraram aumento nos marcadores
de sintese da matriz de cartilagem, sugerindo um efeito anabdlico. A bupivacaina
também resultou em uma diminuicdo na concentracdo dos marcadores de
degradacdao de colageno.

Os efeitos in vitro da viabilidade celular de gene IL-183, IL-6 ou TNF-a de
sinoviocitos e condrocitos de equinos expostos a mepivacaina (4,4 mg/ml),
bupivacaina (2,2 mg/ml), morfina (2,85 mg/ml) e sulfato de magnésio (37 mg/ml)
sozinhos ou cada anestésico local mais morfina ou sulfato de magnésio ou ambos
juntos, foram descritos por Martinez et al. (2017) onde puderam avaliar que a
morfina sozinha, o sulfato de magnésio sozinho ou a sua combinagéo néo alterou a
viabilidade celular ou a expressdo de IL-1B, IL-6 ou TNF-a. No entanto, os

anestésicos locais isolados ou em combinacdo com morfina e/ou sulfato de
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magneésio reduziram a viabilidade celular e aumentaram a expressdo génica de IL-
18, IL-6 ou TNF-a. Diante dos achados, os autores concluiram que a curta
exposicao aos anestésicos locais é toxico para condrocitos e sinoviécitos e sua
combinacdo com morfina e/ou sulfato de magnésio aumenta os efeitos citotoxicos.

Alguns autores tentaram investigar o mecanismo dessa toxicidade do
anestésico local. Dragoo et al. (2010) sugeriram que esse efeito adverso poderia
estar relacionado a presenca de epinefrina, do conservante e o baixo pH dessas
solugcdes. Henning et al.(2010) descobriram que a bupivacaina com o conservante
metilparabeno causou mais morte por condrécitos do que a bupivacaina sozinha, 5
min apods a exposicao. Entretanto, Chu et al. (2008 e 2006) demonstraram néo haver
diferenca in vivo na viabilidade celular superficial ou escores histolégicos entre a
bupivacaina sem conservantes e o controle salino, durante um periodo de 1 semana
até 6 meses, no entanto, encontraram morte de condrécitos seis meses apos a
exposi¢do a bupivacaina sem conservante, indicando que os conservantes ndo sao
a principal causa de toxicidade.

Outra hipotese foi proposta por Bogatch et al. (2010), quando eles
descobriram que havia uma reacdo de cristalizacdo entre o anestésico, o0 meio de
cultura e o liquido sinovial, sugerindo uma incompatibilidade entre o liquido sinovial e
0 anestésico local, resultando em toxicidade dos condrécitos. A condrotoxidade esta
relacionada a danos ao DNA mitocondrial nos condrdcitos, levando a morte celular.
(GRISHKO et al., 2010). Embora isso possa explicar o mecanismo de morte celular
em um nivel molecular, o efeito da adicdo de epinefrina ou conservantes ou baixo
pH na toxicidade dos anestésicos locais ainda ndo estd claro e precisa ser

investigado.
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CAPITULO |1 EFEITOS DA ADIMINISTRACAO INTRA-ARTICULAR DE
LIDOCAINA E BUPIVACAINA NA RESPOSTA DE FASE AGUDA NO LiQUIDO
SINOVIAL DE EQUINOS

1. INTRODUCAO

A anestesia intra-articular € um procedimento rotineiro na clinica de equinos,
recomendado quando estruturas sinoviais e articulares s@o suspeitos de estarem
envolvidas no quadro da claudicacdo (STASHAK, 2002). No entanto, existe uma
crescente preocupacdo com o potencial citotdéxico dos anestésicos locais e seus
efeitos em longo prazo sobre o tecido articular. Propriedades condrotoxicas dos
anestésicos locais tém sido relatadas em humanos e, também, em animais
(ANDERSON et al., 2010; FARKAS et al., 2010; HENNIG et al., 2010; PIAT et al.,
2012; MARTINEZ et al., 2017). Estudos de cultivos de condrocitos in vitro
demostraram que o0s anestésicos locais podem impedir o metabolismo dos
condrdcitos, acarretando apoptose e necrose destas células e, consequentemente,
prejudicando a homeostasia da articulacdo (PARK et al., 2011). No entanto, a
influéncia sobre os efeitos colaterais em dose Unica e a interacdo dos farmacos no
ambiente articular ainda € controversa.

Nesse sentido, a avaliacdo do liquido sinovial em equinos € um
excelente parametro quando se deseja verificar a presenca de lesGes articulares in
vivo (STASHAK 2002). Disturbios articulares induzem a sintese de proteinas de
fase aguda (GRUYS et al., 2005). Tais proteinas sdo atualmente objeto de grande
interesse na medicina, pois possuem caracteristicas especificas, podendo ser
utilizadas como biomarcadores do processo inflamatério, sinalizadoras de doencas
e, também, determinam diagndsticos e progndésticos (ECKERSALL e BELL, 2010).
Sendo assim, pretende-se neste estudo, avaliar e comparar os efeitos da
administracdo intra-articular de lidocaina e bupivacaina através da mensuracdo das
proteinas de fase aguda sinoviais e séricas em equinos higidos. Os achados
poderdo, ainda, auxiliar na elaboracédo de protocolos anestésicos interarticulares

menos lesivos para as articulagdes equinas.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acute-phase-proteins
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acute-phase-proteins
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0737080612003000#bib3
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 COMISSAO DE ETICA

O delineamento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro -
UENF, conforme protocolo n° 286038.

2.2 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

As etapas experimentais foram conduzidas em quatro diferentes propriedades
rurais localizadas na regido Norte Fluminense, RJ. O processamento das amostras
de sangue e de liquido sinovial foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, UENF, Campos dos
Goytacazes, RJ. A mensuracdo das proteinas de fase aguda foi realizada junto ao

Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Federal de Vigosa, UFV, MG.

2.3 AMOSTRAGEM

Foram utilizados 20 equinos, sendo 16 fémeas e 04 machos, sem raca
definida, com média de idade de 10+3,9 anos e peso médio de 450 + 80 kg. Os
animais foram selecionados com base na inexisténcia de doenca sistémica e
muasculo esquelético, auséncia de claudicacdo e quaisquer alteracbes ou dor
evidenciadas a palpacéo e exame do sistema locomotor. Os animais nao realizavam
nenhuma atividade fisica regular, apenas atividades reprodutivas. Uma semana
antes do experimento foi realizado controle de endoparasitas (mebendazol, 50mg kg
1 e de ectoparasitas (deltametrina a 0,025%), bem como um hemograma com o

objetivo de atestar a sanidade geral dos animais.
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2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram instituidos, aleatoriamente, dois grupos experimentais, Grupo LID, que
recebeu a administracdo intra-articular de 5mL de lidocaina 2% sem vasoconstritor e
o Grupo BUP, que recebeu 5mL via intra-articular de bupivacaina 0,5% sem
vasoconstritor. A articulacdo selecionada para o experimento foi articulacédo
radiocarpica. Cada grupo teve seu controle representado pela articulacdo
radiocarpica contralateral, na qual, foi administrado 5mL de solucdo salina 0,9%
(NaCl 0,9%) (Figura 1).

Grupo LID (n=10) Grupo BUP (n=10)

- .

© o

Figura 1. llustracdo demonstrando divisdo dos grupos experimentais. Grupo LID = articulagédo
radiocarpica direita infiltracdo de 5mL de lidocaina 2%, articulagéo radiocarpica esquerda infiltragdo
de 5mL solugéo salina 0,9%; Grupo BUP = articulac@o radiocérpica direita infiltragdo de 5mL de
bupivacaina 0,5%, articulacao radiocérpica esquerda infiltragdo de 5mL solugéo salina 0,9%.

2.5 OBTENCAO DO LiQUIDO SINOVIAL E SANGUE TOTAL

Foram coletadas amostras de liquido sinovial através da artrocentese da
articulacéao radiocarpica. O acesso escolhido foi nos espacos intercarpicos laterais e
mediais, segundo técnica descrita por STASHAK (2002). Ap6s tricotomia da
articulagdo em estudo, procedeu-se antissepsia minuciosa, utilizando clorexidina e

iodo povidona, aguardaram-se sete minutos de contato com a pele e aplicou-se
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alcool a 70% até ndo existir vestigios de espuma. A artrocentese foi realizada
imediatamente apds a antissepsia com 0s animais em posicdo quadrupedal. Os
animais foram contidos de forma mecanica. Utilizando-se agulha hipodérmica 30 x 8,
seringas plasticas descartaveis de 10 mL e luvas estéreis realizaram-se as
artrocenteses (Figura 2). O acesso foi confirmado verificando-se a presenca de
liquido sinovial no canhdo da agulha. O volume de liquido sinovial colhido de cada
articulacéao foi de 02 mL. Apos cada coleta as amostras de LS foram imediatamente
centrifugadas® com aceleracéo de 402,4 g, durante 10 minutos, o sobrenadante foi
acondicionado em tubos Eppendorfs estéreis e congeladas a - 20°C, até o momento
das analises.

Figura 2 Artrocentese sendo realizada na articulagdo radiocarpica direita de equino.

As amostras de sangue venoso foram obtidas mediante pun¢do da jugular,
com prévia antissepsia, executada atraves de seringas plasticas descartaveis de 10
ml e agulha 25 x 8mm. Para obtencé&o de soro, o sangue foi colhido em tubo com gel
separador. Ato continuo, as amostras faram centrifugada com aceleracédo de 402,4
g, por 10 minutos e o soro resultante, aspirado e acondicionado em Eppendorfs

identificados e armazenados a -20°C até o momento das determinagdes.

! Centrifuga modelo RDE B-40. RDE Equipamentos Cientificos LTDA.
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2.6 MOMENTOS DE COLETA

As coletas foram realizadas em seis diferentes momentos (Figura 3). O
momento TO iniciou com artrocentese da articulagdo radiocarpica direita
acompanhado da infusdo do anestésico local (lidocaina ou bupivacaina), logo em
seguida, o mesmo procedimento foi realizado na articulacdo contralateral controle,
porém, com solugdo NaCL. Concomitante as artrocenteses, amostras de sangue

total foram coletadas de todos os animais.

Diagrama das coletas

Artrocentese seguido

dainfiltracsn Artrocentese

S

S, | RN 7' T S [ D1/, G-
HORAS

Figura 3. Diagrama das coletas

2.7 ANALISES LABORATORIAIS E FRACIONAMENTO ELETROFORETICO

As proteinas totais séricas e sinoviais foram determinados por aparelho de
leitura espectrofotométrica, utilizando-se reagentes especificos (Labmax plenno -
Labtest).

Os proteinogramas séricos e sinoviais foram realizados em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio conforme técnica descrita por Laemmli,
(1970) modificada. A corrida foi realizada no sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN Il XI - VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® BIO-RAD). Utilizou-se o
gel de empilhamento a 4% e o gel de separacdo a 10%. Para o preparo das

amostras e fracionamento das proteinas, foram adicionados 10L de soro sanguineo
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ou liquido sinovial diluidos em 30uL de tampéao-fosfato (PBS) e 20uL de tampao de
amostra posteriormente aguecidos em agua em ebulicdo por 10 minutos. Para o
preparo do marcador de peso molecular, foi adicionando 3uL do marcador de peso
molecular (Broad Range, Bio-Rad® 6,5 — 200KD), juntamente com 27uL de tampao
de amostra. O preparado foi centrifugado em rotacdo de 402,4 g. Uma aliquota de
10uL de cada preparado foi depositada em uma determinada cavidade do gel, além
da amostra de soro controle e o padrdao de peso molecular como referéncia,
colocada em cavidades pré-estabelecidas em cada gel. O conjunto da cuba foi
submetido a corrente elétrica inicial de 100V. Apos 1 hora (as amostras do gel ja
migraram para o gel de separagdo), a corrente elétrica foi aumentada em 50% do
valor inicial (150V), e apdés mais 1 hora foi aumentada para 200 V, permanecendo,
assim, até o término da corrida. Terminada a corrida, o gel foi retirado da placa e
corado durante 30 minutos em solucdo de azul de Coomassie®R-250 0,2% sob
agitacdo horizontal constante para uma coloracdo uniforme e, em seguida,
submerso em solucdo descorante a base de metanol e acido acético para retirar
excesso de corante até obtencdo da nitidez das bandas proteicas no gel. Os pesos
moleculares e as concentragbes das fragcbes proteicas foram determinados por
densitometria computadorizada (Lablmage 1D, Loccus®), a partir do escaneamento
das bandas nos géis. Para o calculo do peso molecular foram utilizados marcadores
de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 kDa, além de um
soro controle espécie especifico cujas proteinas presentes foram previamente
identificadas por meio de espectrometria de massa (MALDI-TOF).

A identificacdo das proteinas foi confirmada com o Software BioTools
versao 3.2 (Bruker Daltonics) e Mascot Daemon (Matriz Science, Londres, Reino
Unido) contra a base de dados de proteinas para a familia de equideos obtida do

banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas consistiram na obtencdo das médias e erros-padréo
para cada grupo e momento. Para verificacdo da influéncia dos grupos e dos
momentos nas concentracdes de cada proteina, foi utilizada a analise de variancia e

o teste post-hoc de Tukey. O aplicativo estatistico utilizado foi o Sistema para
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Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versao 9.1), sendo adotado o nivel de 5%
de significancia. Foram obtidos os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as

concentracdes nos grupos, sendo adotado o nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS

Por meio da eletroforese foi possivel identificar a presenca de 13 a 23 fracdes
proteicas no soro dos animais avaliados, cujos pesos moleculares variaram de 20 a
243kDa. Dentre as proteinas encontradas, 10 foram consideradas como proteinas
de fase aguda e 08 de importancia para o estudo em questdo, sendo identificadas
nominalmente como: Ceruloplasmina (Cp) 158,98 kDa, Transferrina (Tr) 89,68 kDa,
Albumina (Abl) 66,20 kDa, a1-antitripsina (AAT) 62,09 kDa, imunoglobulina G de
cadeia pesada (lgG Pesado) 57,80 kDa, Haptoglobulina (Hp) 47,63 kDa, ai-
Glicoproteina acida (AGP) 44,47 kDa e imunoglobulina G de cadeia leve (IgG Leve)
28,95 kDa.

No liquido sinovial, a eletroforese possibilitou a identificacdo de 11 a 24
proteinas, com peso molecular variou entre 14,79 a 276 a kDa. As proteinas de fase
aguda identificadas no liquido sinovial foram as mesmas encontradas no sangue. A
estatistica descritiva com as médias e erro padrdo de cada proteina sérica e sinovial
ao longo dos momentos estdo demonstrados nas tabelas 1, 2, 3 e 4. Na Tabela 5
esta expressa a correlacdo de Pearson entre os diferentes grupos.

N&o houve diferenca (p>0.05) na resposta de fase aguda sérica e sinovial em
funcdo dos tratamentos (LID e BUP), bem como na comparagdo com as articulagoes
contralaterais controle. Entretanto, foi possivel observar diferenca (p<0.05) nas
respostas de fase aguda no decorrer dos momentos de avaliacdo quando se avaliou
a cinética dessas proteinas individualmente, comparando-as com o TO (valor basal)
de cada grupo.

N&o foram observadas alteragbes nos valores de proteina total sérica em
funcdo das infiltragGes articulares. No T24, verificou-se aumento nos valores de
proteina total no liquido sinovial dos animais dos grupos LID e BUP. Alteracdo
semelhante foi observada no T24 nas articulagées que receberam NaCl (Figura 4).
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Figura 4. Média das proteinas totais no liquido sinovial e no sangue total (g/dL) de acordo com os
periodos observados.

Houve aumento na concentracdo sérica de ceruloplasmina nos animais do
grupo LID no T48. Neste mesmo momento, observou-se uma diminui¢do (56,08%)
nos valores de ceruloplasmina no liquido sinovial destes animais do grupo. Essa
reducado persistiu até o0 momento T168 horas (52,55%). Na articulacao contralateral
controle também houve uma diminuicdo nos valores de ceruloplasmina nos T48
horas (47,58%) e no T168 horas (55,00%). Nao houve alteracdo nos valores de

ceruloplasmina nos animais do grupo BUP (Figura 5).
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Figura 5. Média das ceruloplasminas no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os
periodos observados.
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No T360 horas apOs a infiltracdo intra-articular de lidocaina, houve um
aumento nos valores séricos de transferrina. Nenhuma alteracéo nos valores séricos
de transferrina foi verificada nos animais do grupo BUP.

Na analise do liquido sinovial, ocorre uma diminuicdo na concentracdo de
trasnferrina nos animais do grupo LID no T168 horas. Achados similares foram
verificados entre os animais do grupo BUP no T48 horas e no T168 horas. Nas

articulac@es infiltradas com NaCl nao foi verificado alteracdo (Figura 6).
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Figura 6. Média de transferrina no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os
periodos observados.

Nao houve alteracdo nos valores séricos de albumina apdés as infiltracbes em
ambos o0s grupos LID e BUP. No LS nos animais do grupo LID houve reducdo nos
valores de albumina nos T48, T169 e T360 horas. Na articulagdo controle
contralateral dos animais do grupo LID, ndo houve alteragdo nos valores de
albumina ao longo do periodo experimental. Nos animais do grupo BUP, houve
aumento no T24 horas. Na articulacao controle contralateral do grupo BUP também
foi observado aumento no T24 horas (120,67%) (Figura 7).
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Figura 7. Média de albumina no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os periodos
observados

Verificou-se diminuigcdo na concentracao sérica de alfa 1 antitripsina no grupo
BUP no T12 horas. Nos animais do grupo LID nao foi observado diferenca nos
valores de alfa 1 antitripsina. No liquido sinovial, verificou-se que no grupo LID
ocorreu uma diminuicdo nos valores de AAT no T12 (42,69%), T48 (49,46%) e no
T360 (67,90%). Nos animais do grupo da BUP houve diminuicdo também nos
valores de AAT, porém, apenas no T360. Nas articulacdes contralaterais-controle foi
observado um aumento de AAT no T12 no grupo LID (83,17%) e no T12 também no
grupo BUP (85,49%) (Figura 8).
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Figura 8. Média de alfal antitripsina no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os
periodos observados.

Os valores séricos de IgG cadeia pesada também néo apresentaram diferenca
estatistica nos grupos LID e BUP. No liquido sinovial, observou-se uma diminui¢ao
nos animais do grupo LID no T360. Nos animais do grupo BUP foi observado um
aumento no T24. Nas articulacbes contralateral-controle que receberam solucéo

salina ndo apresentou diferenca (Figura 9).
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Figura 9. Média de 1gG cadeia pesada no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os
periodos observados.
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Nao foi observada alteragcdo nos valores séricos de haptoglobina no decorrer
dos momentos em ambos os grupos. No liquido sinovial verificou-se aumento na
concentracdo de Hp nos animais do grupo LID no T12. Na articulacdo contralateral
dos animais do grupo LID verificou-se uma reducdo nos valores de Hp no T168
horas. A infiltracdo de bupivacaina ndo ocasionou alteragbes nos valores de Hp
sinoviais ao longo do ensaio. Entretanto, na articulacao contralateral (NaCl) do grupo

BUP observou-se aumento na concentracdo de Hp no T360 horas (Figura 10).
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Figura 10. Média de haptoglobina no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com os
periodos observados.

Houve aumento na concentracao sinovial de glicoproteina acida no grupo LID no
T12. Nos animais do grupo BUP néo foi observado alteracdo nos valores de AGP.
Nas articulacbes contralaterais infiltradas com NaCl ndo foram observadas

alteracBes ao longo do periodo experimental (Figura 11).
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Figura 11. Média de glicoproteina acida no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo com
os periodos observados.

Também nédo foi observado alterac6es séricas nos valores de IgG de cadeia
leve. No liquido sinovial houve aumento na concentracao de IgG de cadeia leve. Nos
animais do grupo LID no T12 (64,4%), enquanto na articulacdo contralateral-
controle, ndo houve alteracdo. Entre os animais do grupo BUP foi observado uma
diminuicdo nos valores de IGG cadeia leve no T128 horas. Na articulagdo
contralateral-controle dos animais do grupo BUP, houve aumento no T24 horas
(Figura 12).
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Figura 12. Média de IgG de cadeia leve no liquido sinovial e no sangue total (mg/dL) de acordo
com os periodos observados
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ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS ARTICULACOES

Por meio do coeficiente de Pearson, nédo foi observado correlagdo entre as
proteinas de fase aguda sérica e sinovial. Foi observada uma correlacéo positiva na
resposta de fase aguda entre as articulagbes LID e BUP com suas respectivas
articulacdes contralaterais-controle. A glicoproteina acida foi a PAF que apresentou

maior coeficiente de correlacdo 0,45 no grupo LID e 0,46 no grupo BUP (Tabela 4).
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Tabela 1 Média e erro padrdo de proteina total, ceruloplasmina, transferrina e albumina, presentes no liquido

sinovial e no sangue, para cada grupo e sua articulacao contralateral-controle (NaCl 0.9%).

PROTEINA TOTAL (g/dL)

Tempo LIQUIDO SINOVIAL LiQUIDO SINOVIAL
(horas) Lidocaina2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 1.45:0.34ABb  1.32+0.07Ab 6.770.17Aa 1.27+0.07Bb 1.31£0.09Bb 6.46£0.15Aa
12 2.410.45ABb  1.90+0.33Ab 7.0740.08Aa 2.34+0.49ABb 1.47+0.18Bb 6.49£0.13Aa
24 2.5740.37Ab 2.8240.39Ab 7.0240.19Aa 3.14+0.48Ab 2.53£0.32Ab 6.31£0.32Aa
48 1.92:0.18ABb  1.82+0.20Ab 6.93£0.10Aa 1.76£0.17Bb 1.48£0.16Bb 6.42£0.11Aa
168 1.29+0.08Bc 1.28£0.09Ac 7.03£0.11Aa 1.3120.12Bc 1.32£0.14Bc 6.49£0.14Ab
360  1.48:0.16ABb  1.31:0.13Ab 7.00£0.23Aa 1.49+0.11Bb 1.7120.15Bb 6.700.18Aa
CERULOPLASMINA (mg/dL)
Tempo LiQUlDO SINOVIAL LiQUlDO SINOVIAL
(horas)
Lidocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 25,545,2Ab 18.0+1.2Bb 66.2+5.4Ba 21.2+1.8Ab 20.643.6Ab 83.8+11.5Aa
12 20,3+1,8ABb 15.0+2.0Bb 45.4+6.9Ba 20.2+2.8Ab 19.3+4.5Ab 56.1£5.1Aa
24 19,743,3ABb 27.4+4.2Ab 60.4£5.0Ba 22.4+2.9Ab 28.242.6Ab 65.747.9Aa
48 11,2+1,68b 9.4+1.0Cb 92.7+12.4Aa 17.0£1.4Ab 10.2£0.9Ab 95.2¢11.6Aa
168 12,1#1,28c 8.1+1.2Cc 78.3t6.8ABb 14.11.5Ac 15.4+1.9Ac 97.246.7Aa
360 30,143,0Abc 26.1£3.4Abc 66.4+6.2ABab 20.9+1.4Ac 29.1£17.6Abc 95.6£12.4Aa
TRANSFERRINA (mg/dL)
Tempos LiQUlDO SINOVIAL LiQUlDO SINOVIAL
Horas) Lidocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 228.2447.8Ab  156.8+16.7Ab 395.0+19.8BCa 146.3t23.6ABb  94.6+11.4Bb 401.2+41.7Aba
12 154.5¢5.8Abc  125.7+11.2Ac 346.1£55.2Ca 120.0£10.8BCc  85.0+11.9Bc 280.1+31.8Bab
24 209.0£31.4Ab  187.6+18.5Ab 451.2+31.1ABCa 202.7¢15.7Ab  194.1+19.9Ab 252.8£25.9Bb
48 131.8+13.9ABb  114.8+13.7Ab 481.2+52.9ABa 69.5£6.8CDb 105.2+14.5Bb 412.8+41.0Aba
168 50.9+4.6Bb 73.045.9Ab 499.9+27.2ABa 44.1+2.3Db 128.8+14.9Bb 472.1+44.2Aa
360  151.8t10.5Ac  142.6+11.5Ac 636.6£51.3Aa 105.5¢12.1BCDc ~ 83.15.8Bc 478.3+16.8Ab
ALBUMINA (mg/dL)
Tempos LIQUIDO SINOVIAL LiQUIDO SINOVIAL
(Horas) | idocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 534.0£87.6Abc  452.4+53.0Ac 2368.0£70.7Aa 443.7t58.3Bc  344.4+57.9Bc 1881.9+135.4Ab
12 530.0£97.5Bc  525.0+56.5Ac 2488.0458.2Aa 578.6£94.9Bc  330.0+34.8Bc 1926.0+147.3Ab
24 950.0+161.5Acd  713.3136.3Ad 2396.068.8Aa 1405.6£107.2Abc  760.0£171.4Ad 1883.1+148.1Aab
48 367.5£69.3Ba  462.5:71.2Aa 4732.0£2371.7Aa 508.8454.9Ba  351.3+50.2Ba 2183.3£345.8Aa
168 392.2t49.4Bc  417.8t64.4Ac 2434.9+66.5Aa 343.3£53.1Bc  466.7+64.4ABc 1874.4+192.1Ab
360  337.8445.7Bc  403.3+52.0Ac 2544.961.8Aa 393.8£46.8Bc  393.8£59.6ABc 1850.9+115.2Ab

Médias seguidas por letras mailsculas distintas diferem significativamente entre os tempos (teste de Tukey em
P <0,05); Médias seguidas de letras mindsculas distintas diferem significativamente entre os tratamentos (teste

de Tukey em P <0,05).



Tabela 2. Média e erro padrdo de al-antitripsina, IgG de cadeia pesada, haptoglobulina, (mg/dL) presentes no
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liquido sinovial e no sangue, para cada grupo e sua articulacéo contralateral-controle (NaCl 0.9%).

A1 - ANTITRIPSINA (mg/dL)

Tempos LIQUIDO SINOVIAL LiQUIDO SINOVIAL
(Horas) Lidocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0  84.1:16.4Ac 40.943.1Bc 189.5£22.7Ab 84.6+7.9ABc 50.3£6.8Cc 268.1£33.2Aa
12 48.2+5.4BCc 75.0+11.9Ac 140.3+12.2Aab 50.4+7.8BCc 93.3+14.8Bbc 145.9+14.2Ba
24 60.0t6.8ABb  48.66.5Bb 186.2+23.9Aa 112.4+18.7Ab 80.147.3BCb 201.0424.7ABa
48 42.5:3.5BCb 52.246.9Bb 201.8£28.7Aa 55.4+5.5BCb 47.946.0Cb 227.6£23.1ABa
168  63.7+7.1ABb 61.749.6ABb 162.7+12.4Aab 52.8+7.4BCb 152.1+10.5Aab 327.7+108.9ABa
360 27.0+2.4Cb 53.242.8ABb 217.8425.3Aa 18.942.1Ch 43.16.3Cb 255.7+31.0Aa
IGG DE CADEIA PESADA (mg/dL)
Tempos LIQUIDO SINOVIAL LiQUIDO SINOVIAL
(Horas) Lidocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0  259.6:¢39.0Ab  225.7+25.9Ab 1183.9461.4ABa 179.9423.1BCDb  188.6+24.0Bb 1205.0£97.9Aa
12 260.7t17.7Ab  216.7423.1Ab 960.0£93.4ABa 256.1£18.6Bb 195.8422.4Bb 1011.4+101.5Aa
24 2643+31.6Ac  314.6+34.4Ac 828.2462.8Bb 378.0447.5Ac 454.4+47.3Ac 1180.7+86.0Aa
48 219.1#25.1ABc  192.2+23.7Ac 963.8+80.0ABb 216.4+17.5BCc  181.1#15.7Bc 1319.6464.8Aa
168  185.1+13.9ABb  141.4%9.0Ab 1103.9£62.4Aa 118.4+10.4Db 188.9+26.0Bb 1196.6£115.7Aa
360  145.8:8.1Bb 159.0+22.9Ab 1219.3+63.7Aa 139.146.6CDb 199.3+31.7Bb 1223.1483.7Aa
HAPTOGLOBULINA (mg/dL)
Tempos LiQUlDO SINOVIAL LiQUlDO SINOVIAL
(Horas) | idocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
o  31,07,78Cb 47.5:8.5Ab 224.4+19.9ABa 44,514,4ABCb 23.945.1Bb 221,2424,4Aa
12 716%4,6Ab 36.4+7.8ABb 239.138.7ABa 45,745,1ABb 23.1+4.4Bb 198,1£23,3Aa
24 635%16,6ABab 53,7 97 111.0+15.3Ba 61,6£9,2Aab 61.9+13.0ABab 86,3£15,9Aab
48 309%5,8Cc 31.045.5Abc 91.546.4Bb 23,9¢2,48Cc 31.445.5Bc 157,6¢19,4Aa
168 20,2%2,5Cb 15.543.2Bb 262.727.8Aa 20,4£2,1Cb 30.8+3.0b 189,0¢37,5Aa
360 38943,9BCc 34.3+4.0Abc 212.0422.3ABa 40,047,6ABCc 99.3+24.7Abc 165,4+19,9Aab

Médias seguidas por letras mailsculas distintas diferem significativamente entre os tempos (teste de Tukey em
P <0,05); Médias seguidas de letras minUsculas distintas diferem significativamente entre os tratamentos (teste
de Tukey em P <0,05).
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Tabela 3. Média e erro padrdo de glicoproteina acida, IgG leve (mg/dL) presentes no liquido sinovial e no

sangue, para cada grupo e sua articulacao contralateral-controle (NaCl 0.9%).

GLICOPROTEINA ACIDA (mg/dL)

LiQUIDO SINOVIAL

LiQUIDO SINOVIAL

Tempos
(Horas) Lidocaina 2% Nacl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 16.0+2.5Bb 8.1+0.7Ab 130.5+12.2ABa 26.2+3.6ABb 9.6+1.6Bb 95.0+16.5Aa
12 45.0£5.5Ab 25.9+5.5Ab 126.5+35.0ABCa 19.4+3.4Bb 29.4+8.2ABab 90.0+14.4ABab
24 22.9+4.5Bb 23.5+4.4Ab 59.8+7.3BCa 41.246.0Aab 49.6+8.0Aab 35.9+5.9Bab
48 13.52.8Bb 12.7+2.2Ab 34.746.6Cb 12.6+1.3Bb 21.3+2.9Bb 109.1#23.9Aa
168 14.5+1.6Bc 15.2+2.2Ac 115.5+8.8Aa 11.8+0.9Bc 14.3+1.8Bc 82.8+8.2ABb
360 14.5+2.2Bb 16.4+3.8Ab 61.9+13.8ABCa 15.845.0Bb 15.6%3.6Bb 71.0£12.2Aba
IGG LEVE (mg/dL)
Tempos LIQUIDO SINOVIAL LIQUIDO SINOVIAL
(Horas) Lidocaina 2% NaCl 0.9% SANGUE Bupivacaina 0.5% NaCl 0.9% SANGUE
0 154.0#22.1Bb  129.6+36.4ABb 1237.7461.7Aa 170.5+24.7Ab 127.94#16.6BCb 1200.7+#107.1Aa
12 252.74249Ab  148.5+10.6ABb 972.5455.8Aa 143.2+14.1ABb 207.4+26.3Bb 1100.7+94.0Aa
24 144.0+15.2Bb 215.8+35.1Ab 1263.9+123.7Aa 205.8+24.4Ab 384.4+44.3Ab 1080.4+124.5Aa
48 99.2+14.2Bb 100.3+15.2Bb 940.2+145.1Aa 90.7+10.4BCb 54.2+16.2Cb 1140.9+154.8Aa
168 88.3+14.2Bb 151.2417.6ABb 1075.9+104.6Aa 51.9+6.6Db 172.8+38.7BCb 1260.0+63.1Aa
360 143.7+13.1Bb 129.6+36.4Bb 1382.0+64.2Aa 141.3+14.3ABb  114.0+29.0BCb 1341.4+74.2Aa

Médias seguidas por letras mailsculas distintas diferem significativamente entre os tempos (teste de Tukey

em P <0,05); Médias seguidas de letras minusculas distintas diferem significativamente entre os tratamentos

(teste de Tukey em P <0,05).



Tabela 4. Coeficiente de Pearson e grau de significancia para determinar a correlacdo entre as

articulagdes controles e as submetidas aos tratamentos, para os dez tipos de proteinas avaliadas.
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Varidavel Variavel Observagdoes Correlagao T Significancia
1C°_PT 1T PT 58 0,30 2,32 0,0121
2¢° PT 2T¢ pT® 59 0,32 2,56 0,0066
1C_ALFA2 1T_ALFA2 36 0,26 1,59 0,0602
2C_ALFA2 2T_ALFA' 33 0,65 4,71 0,0000
1C_CER 1T_CER 40 0,50 3,55 0,0005
2C_CER 2T _CER® 36 0,07 0,42 0,3381
1C_TRAN 1T_TRAN 39 0,61 4,66 0,0000
2C_TRAN 2T TRAN" 33 0,39 2,39 0,0116
1C_ALBUM  1T_ALBUM 43 0,58 4,57 0,0000
2C_ALBUM 2T _ALBUM' 45 0,39 2,76 0,0042
1C_ALFA1 1T_ALFA1 36 -0,16 -0,94 0,1769
2C_ALFA1 2T _ALFAY 38 0,15 0,92 0,1827
1C_IGG_P 1T_IGG_P 42 0,28 1,83 0,0374
2C_IGG_P 2T _IGG_P 34 0,57 3,97 0,0002
1C_HAPT 1T_HAPT 38 -0,05 -0,28 0,3905
2C_HAPT 2T HAPT 35 0,35 2,16 0,0191
1C_GLIC 1T_GLIC 38 0,45 2,98 0,0025
2C_GLIC 2T_GLIC™ 29 0,46 2,68 0,0062
1C_IGG_L 1T_IGG_L 41 0,00 0,01 0,4959
2C_IGG_L 2T IGG_L" 32 0,32 1,88 0,0352

 Controle 1 — Soluc&o salina 0,9%; ° Controle 2 - Solucao salina 0,9%; ¢ Tratamento 1 — LIDocaina 2%:
“Tratamento 2 —-BUPivacaina 0,5%; ° Proteinas totais; " Alfa-2-macroglobulina; ¢ Ceuroplasmina;
"Transferrina; ' Albumina;’ Alfa-1-glicoproteina acida;
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4. DISCUSSAO

A artrocentese € um procedimento minimamente invasivo, comumente utilizado
em equinos devido a predisposicao destes animais a lesdes articulares, entretanto
muitos veterinarios tem receio em realizar este procedimento devido a possibilidade
de promover contaminagao iatrogénica que provavelmente levaria a um quadro de
artrite séptica. Neste estudo foram realizadas 240 artrocenteses e nao foi observado
efusdo articular ou alteracdo inflamatéria e infecciosa local decorrente deste
procedimento, demonstrando que esta € uma técnica segura de ser realizada
guando se respeita 0s preceitos de assepsia.

O modelo utilizado neste trabalho permitiu comparar dois diferentes farmacos
administrados via intra-articular em um mesmo equino e, os resultados obtidos
trouxeram informacdes sobre os efeitos destes na composicédo do liquido sinovial.
Este mesmo modelo foi utilizado por Hawkins et al. (1993) e por Piat et al. (2012). A
alternativa de uso de animais ou de modelos in vivo possibilita avaliar dois
tratamentos diferentes, simultaneamente, expondo os dois as mesmas coindi¢cdes
metabdlicas e ambientais, reduzindo a porcentagem de erro experimental. O
delineamento deste estudo foi elaborado de acordo com a cinética da resposta de
fase aguda de cada proteina, pois se sabe que a sintese dessas proteinas pode
ocorrer de forma instantdanea ou de forma tardia, e sua meia vida depende do
estimulo, podendo permacer alterada por até 15 dias ap6s pico inicial (CERON et
al., 2005).

Os valores de proteinas totais encontrados no liquido sinovial estavam dentro
dos parametros de normalidade para a espécie equina que € < que 2,5 g /dl
(FRISBIE, 2006), exceto no T24 em que foi observado valor de 2,77 g/dl, apesar de
nao apresentar diferenga estatistica. O aumento nos valores de Pt observado no
decorrer do experimento foi associado ao trauma desencadeado pelas artrocenteses
seriadas. Acreditamos que as repetidas injecoes tenham causado danos teciduais e
inflamagéo da membrana sinovial contribuindo para os achados de aumento das

proteinas sinoviais. Achados semelhantes foram descritos em estudos realizados
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por Sanchez Teran et al. (2012, 2014), Lucia et al. (2013) , Francoz et al. (2007),
Dykgraaf et al. (2007), Jacobsen et al. (2006) e White et al. (1989) . O aumento nos
valores de Pt nao foi observado no T48, quando os intervalos entre as coletas
aumentou de 12 para 24 horas, corroborando os achados de Lucia et al. (2013),
Francoz et al. (2007) e White et al. (1989) que descreveram o pico inflamatério 24
horas ap0s as artrocenteses e na sequéncia, as proteinas totais sinoviais reduziram
progressivamente até atingirem a normalidade. Esse achado foi explicado por White
et al. (1989) os quais relataram que a membrana sinovial tem capacidade de se
adaptar a centeses repetidas e por isso os valores de Pt regridem apés 24 horas.
Tais observacdes mostram que apesar das artrocenteses seriadas promoverem um
aumento da Pt, o processo inflamatério induzido pelo procedimento é de baixa
magnitude. Acreditamos que em nosso estudo, além do fator fisico (artrocentese), a
concentracdo de Pt foi influenciada, também, pela resposta de fase aguda
deflagrada pela infiltracdo das solucdes intra-articular.

O tracado eletroforético do liquido sinovial se assemelhou ao fracionamento
realizado por Roberta et al. (2013), Di Filippo et al. (2014) e Daneze et al. (2015)
exceto pela auséncia da a1l-antitripsina nos trabalhos supracitados. No presente
trabalho, a a1-antitripsina foi identificada em 92% das amostras de liquido sinovial. A
al-antitripsina € uma PFA que apresenta resposta de fase aguda moderada e possui
atividade antiprotease, ou seja, tem como principal funcao neutralizar a atividade de
enzimas proteoliticas liberadas por células do sistema imunoldgico durante o
processo inflamatério, minimizando, assim, danos aos tecidos sadios. Elevacédo na
concentracdo da afl-antitripisina foi descrita em equinos acometidos por abdémen
agudo (Fagliari e Silva 2002). Apesar disso, esta proteina ainda ndo possui fins
diagndsticos esclarecidos (ECKERSALL, 2008).

Em relacdo as proteinas de fase aguda contida no liquido sinovial e no
sangue, a comparacao entre os grupos Lidocaina 2% e Bupivacaina 0,5% e suas
respectivas articulagbes contralaterais controle demonstraram equivaléncia
estatistica (P>0,05). Apesar dos grupos ndo apresentarem diferenca significativa,
notou-se uma resposta de fase aguda diferente em cada grupo, quando avaliamos
0s grupos individualmente utilizando o TO como valor basal. Portanto, em nosso
estudo optou-se por utilizar o TO que serviu como parametro de saude (controle)

para comparacdo com os demais momentos. O grupo LID induziu sintese de Hp,
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AGP, Alb e Tr, enquanto o grupo BUP estimulou a sintese de Tr, IgG leve, IgG
pesada. J&, as articulagbes contralaterais que receberam infiltracdo de solucéo
salina NaCL 0,9% também apresentaram resposta de fase aguda, porém, com
aumento apenas na a1- antitripsina.

A AGP e Hp sédo proteinas de fase aguda positiva, ou seja, suas
concentracbes aumentam diante de estimulos inflamatérios e/ou infecciosos.
Aumentos de até 270% foram verificados em condi¢Bes inflamatorias agudas
(JACOBSEN e ANDERSEN, 2007). No grupo LID a Hp aumentou em 130,97% nas
12 primeiras horas e AGP 181,25% no mesmo momento. Acredita-se que a AGP
esteja envolvida com os mecanismos de defesa e suprime algumas fungdes imunes,
como a fagocitose pelos neutrofilos, e a producdo de linfocitos, através da
modulacdo dos efeitos das interleucinas IL-1, IL-6 e o0 FNT (TAKASE, 2010). O
aumento da AGP mais expressivo no grupo LID pode estar relacionado com
agressao a homeostase articular causada pelo anestésico como descrita por Piat et
al. (2012) em um estudo no qual utilizaram um modelo experimental semelhante ao
desse estudo e, também, observaram resposta inflamatéria mais intensa 24 horas
apos infusdo do anestésico. O aumento da AGP também ocorreu nos grupos BUP e
controle, porém em menor magnitude que no grupo LID. Esse aumento pode estar
relacionado a outras propriedades que esta proteina exerce, a qual auxilia no reparo
e cicatrizacdo (CERON et al., 2005) e da funcdo carreadora a qual serve como de
escolha para carrear os anestésicos locais (DELLO et al., 1988), essas propriedades
talvez expliqguem o aumento observado nos demais grupos.

JA a Hp é uma PFA que ja foi utilizada como marcador bioldégico no
monitoramento de enfermidades articulares em equinos devido ao seu aumento
sinovial e sérico ter sido observado rapidamente apo6s lesdes articulares (HULTEN et
al.,, 2002; BARRACHINAA et al., 2016). Em equinos com artrite induzida a
concentragcdo de Hp sinovial aumentou até 15 dias ap0s infiltragéo intra-articular de
anfotericina B (BARRACHINAA et al., 2016). Neste estudo, os niveis de Hp
mantiveram-se aumentado por mais tempo do que o observado em nosso trabalho e
esta diferenca pode ser devido a magnitude do processo inflamatério que no caso
dos anestésicos locais foi inferior, entretanto, 0 mesmo estudo descreve também
gue o aumento de Hp foi significativamente maior no LS do que no soro, semelhante
ao 0 que observamos no presente estudo. Neste ndo houve correlacdo entre as

alteracOes séricas e as sinoviais com relacdo aos valores de Hp. Tais achados
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podem estar relacionados a sintese local dessas proteinas pelo tecido articular
inflamado, como descrito por Rosenkranz et al. (2010), os quais demonstraram a
existéncia da sua producédo articular em humanos com artrite idiopatica juvenil.
Porém, para afirmar esta hipotese sdo necessarios mais estudos em equinos sobre
producéo articular desta proteina.

As proteinas de fase aguda negativa albumina e transferrina também
apresentaram diferenca referente ao TO no grupo LID (albumina 48h=31,18%,
128h=26,97%, 360h=36,75% e transferrina 128h=77,70%). Estas proteinas sdo mais
notdveis em doencas inflamatérias cronicas (ECKERSALL, 2010). As altera¢fes
observadas nos valores de albumina e de transferrina neste estudo demonstram que
a resposta de fase aguda persistiu por até 15 dias apés as aplicacdes de
anestésicos locais. Os achados desse trabalho estédo de acordo com os de Ekersall,
(2006), os quais observaram alteracdes na concentracdo das proteinas negativas
entre 48 e 360 horas em equinos. A reducdo da transferrina esta relacionada com
uma autodefesa da articulacdo contra uma contaminacéao iatrogénica. A transferrina
€ uma glicoproteina responsavel pelo transporte de ions ferro na circulacdo e nas
situacbes em que o organismo € invadido por microrganismos, ela reduz a
disponibilidade de ferro e, portanto, a invasdo bacteriana e retardada (TIZARD,
2008), porém, esta relacdo ndo condiz com nosso ensaio, por ndo ter ocorrido
contaminag¢do por microrganismos, acreditamos que a diminuicdo nos valores de
transferrina sinovial esteja relacionada a presenca de sangue no liquido sinovial
devido a ruptura de vasos durante a artrocentese, nesse caso de contaminagdo por
sangue, ha um aumento de ferro no liquido sinovial formando o complexo ferro-
transferrina que vai captar e carrear o ferro estocando nas células reticuloendoteliais
do figado, baco e medula 6ssea na forma de ferritina e hemosiderina. Apds a
liberacé@o do ferro, a transferrina retorna a circulacéo e é reciclada. Neste estudo, o0s
valores de transferrina retornaram para normalidade apos 128h corroborando a sua
meia-vida que € de oito dias (198h).

A albumina é uma proteina produzida exclusivamente pelo figado, cerca de
12% a 20% da capacidade de sintese hepatica é disponibilizada para a formacéo
desta proteina (DOWEIKO e NOMPLEGGI, 1991; HILL, 1985). Sua sintese &
estimulada por horménios (corticosteroides, esteroides anabdlicos e tiroxina) e
inibida por citocinas pré-inflamatérias, por esse motivo ela é considerada uma PFA

negativa. Dentre as funcdes da albumina podemos destacar, nesse estudo, seu
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papel na manutencdo do equilibrio acido-base, por ter um pKa em torno de 7,4,
confere a ela uma fungcdo de tamponamento em situacfes de acidose metabdlica,
enquanto que na vigéncia de alcalose metabdlica, ela também exerce funcao
tampdo, jA que € capaz de liberar seus ions de hidrogénio (DOWEIKO e
NOMPLEGGI, 1991). Podemos considerar que esta fungdo também ocorra no LS e
tal assertiva adquira grande relevancia ja que o pH sinovial em condi¢cdes normais €
de 8 (ZAMBRANO et al., 2011), enquanto o pH da lidocaina é 7,4. Logo,
acreditamos que a albumina € uma proteina sinovial importante na regulacao deste
processo de tamponamento do pH sinovial, uma vez que a albumina representa
quase 60% das proteinas sinoviais.

Os animais do grupo BUP apresentaram uma resposta de fase aguda mais
discreta quando comparada aos animais do grupo LID, sendo observado diferenca
apenas nas proteinas Tr, IgG leve e IgG pesada. Em articulacdes sadias, a sintese
local das imunoglobulinas (IgG leve e IgG pesada) é insignificante, assim como é
minima a transferéncia das mesmas do sangue para o liquido sinovial devido a
barreira hemato-sinovial (SERAKIDES, 2011). Assim sendo, 0 aumento das
imunoglobulinas no liquido sinovial pode ser explicado devido a presenca do
anestésico no interior da articulacdo, que se comporta como um corpo estranho até
ser absorvido pela circulagdo sistémica, visto que no T360 os valores de globulinas
estavam proximos ao TO.

Neste ensaio, a solucdo salina (NaCl 0,9%) administrada intra-articular
também estimulou a resposta de fase aguda, porém, de modo diferente dos
anestésicos locais. A solucdo salina provocou uma reacao inflamatéria aguda com
aumento da proteina a1- antitripsina ndo sendo observada nos grupos dos
anestésicos. A resposta do grupo controle ocorreu com 12 horas apés a infusao da
solucao salina. Esta proteina, como ja foi citado anteriormente, é o componente mais
importante entre os “inibidores de proteases”, que € um grupo de proteinas cuja
funcdo é a de neutralizar as atividades das enzimas proteoliticas, durante processo
inflamatério agudo. Sua producgdo estd relacionada com injuria tecidual, necrose,
inflamagéo ou infec¢do. Achados similares foram encontrados por Gabriele et al.
(2019) in vitro e por Piat et al. (2012) in vivo. O mecanismo pelo qual a solugao
salina altera a homeostasia articular € desconhecido. Mais estudos devem ser

realizados para avaliar os efeitos lesivos destas solu¢des. Entretanto, este é um
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resultado importante e deve ser levado em consideracdo ao se escolher utilizar a
solucgéo salina (NaCl 0.9%) como placebo intra-articular.

Apesar de relatos de que o0s anestésicos locais possam impedir o
metabolismo dos condrécitos, acarretando em apoptose e necrose destas células e,
consequentemente, prejudicar a homeostasia da articulacdo (PARK et al., 2011),
acreditamos que o resultado obtido no presente trabalho se justifica, pois, a resposta
inflamatéria in vivo é atenuada pelos fatores metabdlicos e condroprotetores da
articulacdo. Fatores esses, dificeis de serem reproduzidos em laboratério nos
estudos in vitro. No ambiente articular, o condrocito normal esta rodeado pela matriz
extracelular. Esta matriz possui uma fungdo de condro-protecdo contra agentes
mecanicos e quimicos. A matriz extracelular dimunui a acdo condrotoxica dos
anestésicos (CHU et al., 2006). Outro fato relevante é a presenca do liquido sinovial
e seus componentes no ambiente articular, como por exemplo, proteoglicanos que
possuem habilidade de retirar os radicais livres e diminuir a liberacdo de
prostaglandinas e, também, as macromoléculas que regulam a homeostase e fazem
a manutencao da articulacdo (GHOSH e GUIDOLIN, 2002). Outra hipbtese seria que
a dose utilizada dos AL neste estudo, ndo seria capaz de produzir uma resposta de
fase aguda suficiente para ter deflagrado uma diferenca entre 0s grupos.
Considerando também que em animais vivos, quando é feito a administracdo intra-
articular ocorre uma diluicdo dos anestésicos com o liquido sinovial e assim reduz a
concentracdo da droga, uma vez que, as lesdes desencadeadas pelos AL
dependem da dose e tempo de infusdo, assim, esta condicdo pode ter contribuido
para minimizar os efeitos condrotéxicos.

Os achados deste trabalho fornecem novas informacdes criticas relacionadas
as preocupac0des atuais sobre o uso clinico da lidocaina e bupivacaina intra-articular.
Por fim, vale salientar que este estudo avaliou articulagcbes saudaveis e o0s

condrdcitos doentes podem ser mais suscetiveis aos efeitos dos agentes citotdxicos.
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5. CONCLUSAO

A lidocaina a 2% e a bupivacaina a 0,5%, quando administradas via intra-
articular em dose Unica, estimulam uma resposta de fase aguda caracterizada por
alteracdes nas concentracfes sinoviais das proteinas de fase aguda. Entretanto, a
administracdo intra-articular de lidocaina a 2% ou de bupivacaina a 0,5% néo
desencadeia uma resposta de fase aguda sérica. A solucdo salina (NaCl 0,9%)
também promove um estimulo inflamatorio articular, diferente, porém, se comparada

aos anestésicos locais.
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