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RESUMO

Objetivo: Investigar o papel do éxido nitrico (NO) no influxo
celular (IC) e a incapacitagio articular (IA) na artrite por zymo-
san (AZy). Métodos: Ratos Wistar receberam injecio de Zy
(Img) no joelho direito. Grupos-controles receberam salina. A
IA foi avaliada pelo Teste de incapacitagio articular para ratos.
Apbs sacrificio, o IC e a liberagio de PGE2 foram avaliados no
lavado articular. Avaliou-se o edema pela diferenca peso tmi-
do/peso seco do tecido articular. Grupos foram tratados i.p.
com L-NAME — inibidor de sintases de NO (NOS) (LN=30-
300mg/kg) ou aminoguanidina (AG= 30-300mg/kg) — inibi-
dor seletivo de iNOS - 30 min antes ou 2 h apds o Zy. Resulta-
dos: O pré-tratamento com L-NAME ou AG inibiu de forma
dose-dependente a IA e o IC, mas nio o edema ou a liberagio
de PGE2, sendo maximo para LN ou AG (100mg/kg). L-argini-
na (1g/kg) co-injetada com LN (100mg/kg) reverteu a inibi¢io
da IA e do IC. D-NAME (100mg/kg) nio teve efeito. Co-inje-
¢ao de naloxona (antagonista opidide) reverteu o efeito de LN e
AG sobre a IA. A pressio arterial média elevou-se (p<0,01) apds
LN (100mg/kg), mas nio com AG (100mg/kg). LN e AG
(100mg/kg) dados 2 h apés Zy nido tiveram efeito. Azul de
metileno (inibidor de GMPc), e nio hemoglobina (scavenger de
NO), reduziu IA e IC (p<0,01). Nitroprussiato de sédio (doador
de NO) dado 2 h apds Zy, reduziu a IA, mas nio o IC (p<0,01).
Conclusdes: A antinocicep¢io na AZy por inibi¢io da iNOS s
ocorre como pré-tratamento, por efeito antiinflamatério via
GMPc, independentemente de NO exdégeno ou de PGE2, asso-
ciada a libera¢io de opidides enddégenos. Um doador de NO

ABSTRACT

Objective: To study the role of nitric oxide (NO) in the cell
influx (CI) and the articular incapacitation (Al) in the zymo-
san induced-arthritis (ZyA). Methods: Wistar rats received 1
mg of zymosan (Zy) into the right knee joint, and controls
received saline. The AI was evaluated by the Test for Al in
rats. After sacrifice, the CI and the release of prostaglandin E2
(PGE2) were assessed in the joint exudate. The joint edema
was measured by the wet/dry weight ratio of the articular
tissue. Groups were treated i.p. with L-NAME — NO synthase
(NOS) inhibitor (LN = 30-300 mg/kg) or aminoguanidine (AG
= 30-300 mg/kg) — selective iNOS inhibitor — 30 minutes
before or 2 hours after the Zy. Results: Pretreatment with
L-NAME or AG dose-dependently inhibited the AI and the
CI, but not altering edema or PGE2 release, being maximal
for the 100 mg/kg doses of L-N and AG. Coinjection of
L-arginine (1g/kg) and LN (100 mg/kg) reversed the inhibi-
tion of the Al and of the CI. D-NAME (100 mg/kg) had no
effect. Coinjection of naloxone (opioid antagonist) reversed
LN or AG effect on the AL Mean arterial pressure increased
(p<0,01) with LN (100 mg/kg), but not with AG (100 mg/
kg). LN and AG (100 mg/kg) given 2 hours after the Zy had
no effect. Methylene blue (GMPc inhibitor), but not hemo-
globin (NO scavenger) reversed Al and CI (p<0,01). Sodium
nitroprusside (NO donor) given 2 hours after Zy reduced sig-
nificantly AI, but not CI (p<0,01). Conclusions: The antino-
ciceptive eftect of iINOS inhibition in ZyA happens only with
a prophylactic administration, due to an anti-inflammatory
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produz analgesia na AZy. Enfim, o trabalho demonstra efeito
analgésico de um doador de NO em um modelo de periartrite,
abrindo a perspectiva do uso dessas substancias em humanos

Palavras-chave: Oxido nitrico, artrite, dor, hiperalgesia, neu-
tréfilos, zymosan.

INTRODUCAO

O 6xido nitrico é produzido por um sistema de sintases de
NO (NOS) usando L-arginina como substrato. Trés isofor-
mas de NOS foram descritas até hoje, sendo as isoformas
endotelial (NOS1) e neuronal (NOS3) denominadas cons-
titutivas (cNOS), ao passo que a NOS2 é conhecida com
NOS indutivel (iNOS). As ¢cNOS produzem NO em quan-
tidades pico-nanomolares por curtos periodos, por meca-
nismo dependente de cilcio; iNOS produz NO em grande
quantidade e por longo tempo, uma vez que ocorra ativa-
¢do celular por estimulos inflamatérios como citocinas e
lipopolissacarideo. A produgio de NO via cNOS esta rela-
cionada a2 homeostase, enquanto a produc¢io de NO via
ativacio da iNOS esta ligada a fenomenos fisiopatologicos.

Dados anteriores sugerem um papel do NO em meca-
nismos de dor. Foi mostrado que a administracio de L-
NMMA (NP-monometil-L-arginina), um inibidor de NOS,
bloqueou a analgesia periférica induzida por acetilcolina®.
Também foi descrito que a antinocicep¢io periférica da
morfina em ratos submetidos a hiperalgesia induzida por
prostaglandina E2 foi mediada por liberagio de NO via ati-
vacio da GMP-ciclase®. Entretanto, ha controvérsias com
relagio ao papel do NO em fenémenos dolorosos, uma
vez que a injecdo local de NO em humanos produz dor,
possivelmente via estimulacio local de nociceptores®. A
administragdo de L-NAME (NP-nitro-L-arginina-metil-és-
ter), um inibidor de NOS, teve efeito antinociceptivo em
camundongos e reverteu a hiperalgesia térmica em ratos
submetidos a artrite por carragenina®. Virias evidéncias
revelam a participagio do NO em artrites. Niveis elevados
de NO foram associados com o desenvolvimento de artrite
induzida por parede de estreptococos®. A administracio
de inibidores de NOS reverteu a inflama¢io em outras ar-
trites experimentais®”.

A limitacio de movimentos representa uma lesio im-
portante a portadores de artrites. Embora o alivio da dor
seja freqiientemente o objetivo principal no tratamento
agudo nessas patologias, pouco se sabe dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de dor em artropatias.
O teste da incapacitagio articular para ratos foi desenvol-
vido para estudar a incapacitacdo articular, definida com
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eftect via GMPc, independently of exogenous NO or PGE2
release, but is associated to endogenous opioid release. The
administration of an NO donor produces analgesia in ZyA.

Keywords: Nitric oxide, arthritis, pain, hyperalgesia, neutrophils,
zymosan.

a inabilidade de um rato com artrite deambular normal-
mente®. Nesse teste, a incapacitacio articular é assumida
como devida 2 alteracdo de nocicepcio seqiiente a inje-
¢io de um estimulo inflamatério nas juntas. Usando esse
modelo, nds recentemente demonstramos o desenvolvi-
mento de alteragdes da marcha (incapacitacio articular-
IA) em ratos submetidos a artrite por zymosan (Zy). Apos
a inje¢io do Zy, os animais desenvolvem progressiva 1A
que se inicia na segunda hora e é maxima entre a terceira
e quarta horas de artrite. H4 ainda aumento da permeabi-
lidade vascular levando a edema local e ainda acentuado
influxo celular, que ¢ maximo na sexta hora, com predo-
minio de polimorfonucleares. Por meio de uma variagio
na estratégia de administragio do estimulo nesse modelo,
noés demonstramos que a 1A da artrite por Zy é causada
por estimulacido de nociceptores localizados nos tecidos
periarticulares, e ndo na sindvia, e que a IA independe do
influxo celular e do edema local®.

Considerando que o papel exato do NO no desencadea-
mento de dor ainda é controverso e que os mecanismos de
dor em artropatias inflamatérias ainda ndo estio elucidados,
nés decidimos investigar a participacio do NO na IA da
artrite induzida por Zy. Os resultados relatados neste traba-
lho sugerem que os inibidores de NOS tém efeito antinoci-
ceptivo indireto por causa de um efeito antiinflamatério
via inativagio da NOS indutivel e que a administra¢io de
doadores de NO promove analgesia na artrite por Zy.

MATERIAL E METODOS

Animais — foram utilizados ratos Wistar machos (180-220g),
providos pelo biotério central da Universidade Federal do
Ceara. Os procedimentos cirurgicos foram efetuados de
acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (DHEW Publication, Bethesda, MD, USA).

Avaliacdao do efeito do NO na incapacitag¢ido articular
(IA) - Apds anestesia com éter, os ratos foram submetidos
a injecdo intra-articular (ia) de 1mg de Zy (50ml volume
total) no joelho direito. Grupos-controles receberam sali-
na. Utilizamos o teste de IA para ratos, descrito previamen-
te®. Resumindo, apds a injecio do Zy no joelho direito,
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0s animais foram postos para deambular em um cilindro
metdlico (30 cm x 50 ¢cm), coberto com uma malha de aco
inoxidavel, que gira a 3rpm. Sapatilhas metalicas foram
adaptadas em ambas as patas traseiras dos animais, deixan-
do-se os animais para se habituarem por 30 minutos. A
sapatilha da pata direita foi conectada a um circuito de aqui-
sicdo de dados. O Tempo de Suspensio da Pata (TSP) foi
tomado como o tempo que o animal deambula sem tocar
o cilindro com a pata injetada com Zy, durante um perio-
do de 60 segundos, o qual é diretamente proporcional a
IA. L-NAME (10-300mg kg'), aminoguanidina (10-300mg
kg'), D-NAME (100mg kg™) ou salina estéril foram admi-
nistrados ip 30 minutos antes da inducdo da artrite. Um
outro grupo recebeu L-arginina (1g kg per os) 30 min
antes de L-NAME (100mg kg™), seguindo-se injecio de Zy
(Img) i.a. Outros grupos receberam L-NAME (100mg kg
'i.p.), aminoguanidina (100mg kg™'i.p.) ou nitroprussiato
de sédio intra-articular (NPS 100-500mg) 2h apés indugio
da artrite. No intuito de avaliar se os inibidores de NOS
estariam agindo por meio da liberagio de opidides, grupos
de animais artriticos foram pré-tratados (1h) com naloxone
(Img kg'i.p.), um antagonista de receptor p-opidide. Uma
vez que a maioria das acdes do NO é modulada via ativa-
¢do da GMP-ciclase, investigamos o efeito da administra-
¢do intra-articular de um inibidor de GMPc, azul de meti-
leno (500mg i.a.), dado 1h antes da indug¢io da artrite por
Zy. Ainda, o efeito de scavengers de NO foi investigado
pela administragdo de hemoglobina (30 mmol/junta i.a.),
dada imediatamente antes da induc¢io da artrite.

Avaliacdao do influxo celular, edema local e liberacdo
de prostaglandina E2 - Os animais foram anestesiados
(Hidrato de Cloral 400mg kg'i.p.), mortos por decapita-
¢do e exsanglinados. A cavidade articular dos joelhos foi
lavada com 0,4ml de salina heparinizada. O exsudato aspi-
rado foi centrifugado (500g/10min) e a celularidade total
e diferencial foi determinada, usando camara de Neubauer
e corante Diff-Quick, respectivamente. O sobrenadante
desse material aspirado foi coletado e guardado a -20°C
para posterior anilise da concentracio de prostaglandina
E2 (PGE2), feita por enzima imunoensaio, usando estojo
adquirido comercialmente, como descrito previamente”.
Nos descrevemos previamente que a permeabilidade vas-
cular na artrite por Zy é maxima as 3h de artrite®”. Grupos
de animais foram entdo sacrificados ap6s 3h de artrite, sob
anestesia, e tiveram o tecido articular, incluindo patela e
sinévia, retirados e anotado o peso tmido. Essas amostras
foram secas (80°C) por 24h e o peso seco anotado. A dife-
renga peso umido e peso seco desse material, medida em
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gramas (g), foi usada como uma medida de edema local.
No intuito de analisar o efeito do NO sobre o edema, ani-
mais foram pré-tratados (30 min) com L-NAME (100mg
kg'i.p.) ou aminoguanidina (100mg kg™'i.p.) e submetidos
a0 mesmo procedimento.

Registro da pressio arterial média (PAM) — com o ob-
jetivo de detectar possiveis alteragcdes de fluxo sangiiineo
causadas pela administracio de inibidores de NOS, a PA
média foi medida. Ratos foram anestesiados com éter e
canulou-se a artéria carétida comum. Apds acordados, a
PAM foi medida adaptando-se a canula arterial a um trans-
dutor de pressio acoplado a um poligrafo. Tomaram-se
medidas da PAM a intervalos de 30 minutos apds injecio
i.p. de L-NAME (100mg kg'i.p.) ou aminoguanidina
(100mg kg'i.p.) e subseqiientemente a intervalos horarios
até 4 horas apds, sendo comparados aos valores basais.

Drogas e reagentes — Todas as drogas e os reagentes usa-
dos foram comprados da Sigma Chem Co. St. Louis, USA,
e dissolvidos em salina estéril apirogénica.

Anilise Estatistica — Os resultados sio expressos repre-
sentando média * e.p.m. As diferencas estatisticas entre
grupos foram medidas usando ANOVA univariada seguida
por teste de Tukey P<0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

Efeito de inibidores de NOS na incapacitag¢ido articu-
lar (IA) da artrite por Zy — O efeito de L-NAME e ami-
noguanidina na IA estd mostrado nas Figuras 1a e 1b, res-
pectivamente. A injecio de Zy (1mg) na cavidade articular
dos ratos provocou aumento no Tempo de Suspensio da
Pata (TSP), que comegou 2 horas ap6s a inducido da artrite
e fol maximo entre a terceira e quarta horas, como descre-
vemos anteriormente”. O pré-tratamento com L-NAME
(inibidor inespecifico de NOS) ou aminoguanidina (inibi-
dor especifico de iNOS) reduziu de forma dose-depen-
dente a IA. Como o efeito maximo foi obtido a partir das
doses de L-NAME (100mg kg™') e aminoguanidina (100mg
kg ), decidimos utilizar essas concentracdes nos experi-
mentos posteriores. A Figura 1c mostra que a administra-
¢io de D-NAME, um isdomero inativo do L-NAME, nio
modificou a IA e também que a administracio de L-argini-
na (1g kg!) — substrato normal para a NOS, associada ao L-
NAME (100mg kg™') reverteu os efeitos desse dltimo com-
posto sobre a IA. Esses dados indicam que o efeito dos
inibidores de NOS na nocicepcio articular da artrite por
Zy ocorreu via inativagio da iNOS.
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Figura 1a - Efeito dose-dependente de L-NAME
(LN) sobre a incapacitacdo articular (IA) na ar-
trite induzida por zymosan (Zy) em ratos. Zy
(1mg) foi injetado intra articularmente e a IA
foi registrada, a cada hora, por 4 horas, pelo
tempo de suspensdo da Pata (TSP) obtido usan-
do o teste de IA para ratos (veja texto para de-
talhes). LN (10, 30, 100, 300mg kg ip ) foi in-
jetado 30 min antes do Zy. Animais do grupo-
controle receberam salina ia. Os resultados fo-
ram expressos como a média+ e.p.m. de cada
hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais
ndo-tratados (NT).

Figura 1b - Efeito dose-dependente de amino-
guanidina (AMG) sobre a incapacitacdo articular
(IA) na artrite induzida por zymosan (Zy) em ra-
tos. Zy (1mg) foi injetado intraarticularmente
(ia) e a IA foi medida, a cada hora, por 4 horas,
pelo tempo de suspensao da pata (TSP) obtido
usando o teste de IA para ratos (veja texto para
detalhes). AMG (10, 30, 100, 300mg kg™ ip ) foi
injetado 30 min antes do Zy. Animais do grupo-
controle receberam salina ia. Os resultados fo-
ram expressos como a média+ e.p.m. de cada
hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais
ndo-tratados (NT).

Figura 1c - Efeito da co-administracdo de L-ar-
ginine (L-arg) e -NAME (LN) ou D-NAME (DN) so-
bre a incapacitacdo articular (IA) na artrite in-
duzida por zymosan (Zy) em ratos. Zy (1mg) foi
injetado intraarticularmente (ia) e a IA foi medi-
da, a cada hora, por 4 horas, pelo aumento do
tempo de suspensao da pata (TSP) obtido usan-
do o teste de IA para ratos (veja texto para deta-
lhes). LN (100mg kg ip) foi injetado 30 min
antes do Zy. L-Arg (1g kg™) foi dado 30 min an-
tes do LN (100mg kg ip) seguido do Zy (1mg)
i.a. DN (100mg kg ip) foi injetado 30 min antes
do Zy. Animais do grupo-controle receberam sa-
linai.a. Os resultados foram expressos como a
média+ e.p.m. de cada hora para n= 6 animais.
*p< 0,05 vs animais ndo-tratados (NT).
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Efeito de Naloxona na antinocicep¢io dos inibido-
res de NOS - A figura 2 mostra que a administragio de
Naloxona (1mg kg™'), um antagonista de receptor opi-
6ide do tipo m, previamente a administracio de L-NAME
(100mg kg') ou aminoguanidina (100mg kg™'), inibiu
significativamente o efeito de ambos, L-NAME ou ami-
noguanidina, sugerindo que o efeito dos inibidores de
NOS sobre a IA é mediado pela liberagio de opiddes
endoégenos.

Efeito de inibidores de NOS no influxo celular na ar-
trite por Zy — O efeito de L-NAME e aminoguanidina na
IA estd mostrado nas Figuras 3a e 3b, respectivamente. A
inje¢do de Zy (1mg) na cavidade articular dos ratos pro-
vocou intensa migracdo celular, que é mixima na 6* hora
e tem predominio de polimorfonucleares, como descre-
vemos anteriormente!”. O pré-tratamento com L-NAME
(inibidor inespecifico de NOS) ou aminoguanidina (inibi-
dor especifico de iNOS) reduziu de forma dose-depen-
dente o influxo celular. Como o efeito maximo foi obti-
do a partir das doses de L-NAME (100mg kg™') e
aminoguanidina (100mg kg™), decidimos utilizar essas con-
centracdes nos experimentos posteriores. A Figura 3¢ mos-
tra que a administracio de D-NAME, um isémero inativo
do L-NAME, nio modificou o influxo celular e também
que a administracdo de L-arginina (1g kg™') — substrato
normal para a NOS —, associada ao L-NAME (100mg kg™)
reverteu os efeitos desse Gltimo composto sobre a migra-
¢ao celular. Esses dados indicam que o efeito dos inibido-
res de NOS na migracio celular da artrite por Zy ocorre
via inativacio da iNOS.

Efeito de um inibidor de GMP-ciclico ou de um sca-
venger de NO na artrite por Zy — As Figuras 4a e 4b
ilustram o efeito da administracao local de azul de metile-
no, um inibidor de GMP-ciclico, ou de hemoglobina, um
scavenger de NO, sobre a IA e influxo celular na artrite por
Zy, respectivamente. A administragdo do azul de metileno
reduziu significativamente ambos os parametros, enquanto
que a Hemoglobina nio alterou nenhum deles, sugerindo
que o NO participa no influxo celular e na IA da artrite por
Zy via ativagdo da via do GMPc. O fato da hemoglobina
nio ter modificado os parametros sugere que fontes exoge-
nas de NO nio estio envolvidas nesses fendmenos.

Efeito de inibidores de NOS na liberacdo de prosta-
glandina E2 - A Figura 5 mostra que tanto a administra-
cio de L-NAME (100mg kg!) como a de aminoguanidina
(100mg kg™'), em doses efetivas para inibir a IA e o influxo
celular, nio alteraram a liberacio de PGE2 para a cavidade
articular, medida as 6 horas de artrite.

Efeito de inibidores de NOS no edema articular e na
pressio arterial média (PAM) — A Tabela 1 mostra que a
administra¢io tanto de L-NAME (100mg kg™') como de
aminoguanidina (100mg kg™') nio modificou o edema ar-
ticular na artrite por Zy. A medida da PAM mostrou que a
administra¢io de L-NAME (100mg kg™), e nio a de ami-
noguanidina (100mg kg '), provocou hipertensio arterial
nos animais. Esses dados sugerem que a aminoguanidina
nio inibiu a NOS constitutiva nas condi¢cdes usadas nesse
trabalho e que a inibi¢io da IA e do influxo celular por L-
NAME ou por aminoguanidina nio estd associada a redu-
cdo de edema articular.

Figura 2 - Efeito da co-administracdo de nalo-
xona (NL) e L-NAME (LN 100mg kg™ ip) ou
aminoguanidina (AMG 100mg kg ip) sobre a
incapacitacdo articular (IA) na artrite induzida
por zymosan (Zy) em ratos. Zy(1mg) foi injeta-
do intra-articularmente (ia) e a IA foi medida,
a cada hora, por 4 horas, como aumento do
tempo de suspensdo da pata (TSP) obtido
usando o teste de IA para ratos (veja texto
para detalhes). LN (100mg kg™ ip) ou AMG
(100mg kg™ ip) foram injetados 30 min antes
do Zy. Animais do grupo-controle receberam
salina ia. Os resultados foram expressos como
a média+ e.p.m. de cada hora para n= 6 ani-
mais. *p< 0,05 vs animais ndo-tratados (NT).
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Efeito de inibidores da sintase de dxido nitrico na dor inflamatéria articular e influxo celular da artrite induzida por zymosan em ratos

Figura 3a - Efeito de L-NAME (LN) sobre o influxo celular (IC) na ar-
trite induzida por zymosan em ratos. Zy (1mg) foi injetado intra-ar-
ticularmente (ia) e o IC foi medido na 6° hora apds de artrite no exsu-
dato articular usando camara de Neubauer. LN (10, 30, 100, 300mg
kg ip ) foi injetado 30 min antes do Zy. Animais do grupo- controle
receberam salina ia. Os resultados foram expressos como a média+
e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais nao-tra-
tados (NT).

Figura 3b - Efeito de aminoguanidina (AMG) sobre o influxo celular
(IC) na artrite induzida por zymosan em ratos. Zy (1mg) foi injetado
intraarticularmente (ia) e o IC foi medido na 6° hora apds a indugao
da artrite no exsudato articular usando camara de Neubauer. AMG
(10, 30, 100, 300mg kg ip ) foi injetado 30 min antes do Zy. Ani-
mais do grupo-controle receberam salina ia. Os resultados foram
expressos como a média+ e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p<
0,05 vs animais ndo-tratados (NT).

Figura 3c - Efeito da co-administracdo de L-arginine (L-arg) e L-
NAME (LN) ou D-NAME (DN) sobre o influxo celular (IC) na artrite in-
duzida por zymosan (Zy) em ratos. Zy (1mg) foi injetado intra-articu-
larmente (ia) e o IC foi medido na 62 hora ap6s a inducdo da artrite
no exsudato articular usando cdmara de Neubauer. LN (10, 30, 1I. LN
(100mg kg ip) foi injetado 30 min antes do Zy. L-Arg (1g kg™*) foi
dado 30 min antes do LN (100mg kg™ ip) seguido do Zy (1mg) i.a. DN
(100mg kg ip) foi injetado 30 min antes do Zy Animais do grupo-
controle receberam salina i.a. Os resultados foram expressos como a
médiax e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais
ndo-tratados (NT).
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Figura 4a - Efeito da administracdo intra-articular de (i.a.) de azul de
metileno (AM 500ug/joint) ou hemoglobina (30pumol/junta) sobre a
incapacitacdo articular (IA) na artrite induzida por zymosan (Zy) em
ratos. Zy (1mg) foi injetado ia e a IA foi medida a cada hora, por 4
horas, como aumento do tempo de suspensdo da Pata (TSP) obtido
usando o teste de IA para ratos (veja texto para detalhes). Animais
do grupo-controle receberam salina i.a. Os resultados foram expres-
sos como a média+ e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p< 0,05
vs animais ndo-tratados (NT).

Figura 4b - Efeito da administragdo intra-articular (ia) de azul de me-
tileno (AM MB 500pg/junta) ou hemoglobina (HB 30pmol/junta)
sobre o influxo celular (IC) na artrite induzida por zymosan (Zy) em
ratos. Zy (1mg) foi injetado ia e o IC foi medido na 6° hora de artrite
no exsudato articular usando camara de Neubauer. Animais do gru-
po-controle receberam salina ia. Os resultados foram expressos como
a média+ e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais
ndo-tratados (NT).

Figura 5 - Efeito da administracdo de L-NAME (LN 100mg kg™ ip) ou
aminoguanidina (AMG 100mg kgip) sobre a liberacdo de prosta-
glandina E2 (PGE2) na cavidade articular na artrite induzida por zy-
mosan (Zy) em ratos. Zy (1mg) foi injetado intra-articularmente e a
concentragao de PGE2 foi medida usando ELISA. LN (100mg kg™) ou
AMG (100mg kg™) foi injetado 30 min antes do Zy. Animais do grupo-
controle receberam salina ia. Os resultados foram expressos como a
média+e.p.m. obtido a partir do exsudato articular de n= 6 animais
na 6°h de artrite. *p< 0,05 vs animais ndo-tratados (NT).
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Efeito do pds-tratamento com inibidores de NOS na
artrite por Zy — A administracio de L-NAME (100mg kg™')
ou aminoguanidina (100mg kg™), dados 2 horas apds a
inducio da artrite, nio alterou nem a IA nem o influxo
celular na artrite por Zy (Figura 6). Nesses experimentos,
as drogas foram administradas 1 hora antes do tempo em
que a IA é mixima. Nenhum dos compostos alterou os
parametros estudados, sugerindo que nio apresentaram efei-
to antinociceptivo uma vez desencadeada a artrite prova-
velmente por nio terem eficicia antiinflamatéria uma vez
desencadeada a artrite.

Efeito de nitroprussiato de sédio (NPS) na IA da artri-
te por Zy — No intuito de investigar o efeito da adminis-
tracdo de um fonte exdgena de NO na nocicepgio infla-
matoria articular, nés administramos o NPS, um doador de
NO, aos ratos, 2 horas apds a inducio da artrite. A Figura 7
mostra que o NPS inibiu de forma dose-dependente a 1A,
o que sugere um efeito direto nociceptor de um doador de
NO nessas condi¢des.

TABELA 1
EFEITO DE INIBIDORES DE NOS
SOBRE O EDEMA ARTICULAR E A PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)
NA ARTRITE INDUZIDA POR ZYMOSAN EM RATOS

Edema (g) MAP
Controle 69,2+10 96,0+4
Nao-tratado (NT) 142,3+18 98,243
L-NAME 154,9+40 153,047
AMG 171,3+35 97,64

Ratos foram submetidos a injecdo intra-articular de Zy (1mg) na arti-
culagdo do joelho direito, e o edema foi medido ap6s a 32h de artrite
(veja texto para detalhes). A PAM, obtida em animais cuja carétida foi
canulada e acoplada a um tradutor de pressdo e um poligrafo, foi regis-
trada durante 4 horas, com intervalos horarios. Grupos-controles foram
tratados com L-NAME (100mg kg™ ip) or aminoguanidina (AMG 100mg
kg ip) 30min antes da injecdo de Zy. Os dados representam a média+
e.p.m. de n=6 animais. *p< 0,05 usando ANOVA, comparado com ani-
mais ndo-tratados (NT).
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Figura 6a - Efeito da co-administracdo de L-NAME (LN 100mg kg™ ip)
ou aminoguanidine (AMG 100mg kg™ ip) sobre a incapacitacdo arti-
cular (IA) na artrite induzida por zymosan (Zy) em ratos. Zy (1mg) foi
injetado intra-articularmente (ia) e a IA foi medida, a cada hora, por
4 horas, pelo aumento do tempo de suspensao da pata (TSP) obtido
usando o teste de IA para ratos (veja texto para detalhes). LN
(100mg kg* ip) or AMG (100mg kg™ ip) foi injetado 2h apés a injecdo
de Zy. Animais do grupo-controle receberam salina ia. Os resultados
estdo expressos como a média+e.p.m. do TSP maximo medido entre a
3% e 4° de artrite em n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais nao-tratados
(NT).

Figura 6b - Efeito da co-administracdo de L-NAME (LN 100mg kg™)
ou aminoguanidina (AMG 100mg kg™ ip) sobre o influxo celular (IC)
na artrite induzida por zymosan (Zy) em ratos. Zy (1mg) foi injetado
intra-articularmente (ia) e o IC foi medido no exsudato articular na
6°h de artrite usando cdmara de Neubauer. LN (100mg kg ip) ou AMG
(100mg kg™ ip) foi injetado 2h apds a injecdo de Zy. Animais contro-
le receberam salina ia. Os resultados foram expressos como a média+
e.p.m. de cada hora para n= 6 animais. *p< 0,05 vs animais ndo-tra-

Rev Bras Reumatol, v. 43, n. 4, p. 206-17, jul./ago., 2003

tados (NT).
213



Rocha et al.

DISCUSSAO

A inflamagio articular induzida por zymosan (Zy) no joe-
lho de ratos é caracterizada por acentuada migracio celu-
lar, liberacio de mediadores inflamatérios, assim como por
desenvolvimento de hiperalgesia®. Originalmente descri-
to no modelo de artrite induzida por carragenina®, o teste
de incapacitagio articular (IA) para ratos mostrou-se re-
produtivel na artrite por Zy. Os resultados obtidos na ar-
trite por Zy recapitulam os descritos na artrite por carrage-
nina, ocorrendo alteracio da marcha dos animais, que foi
denominada incapacitacio articular (IA). Uma grande van-
tagem desse método é a possibilidade de se mensurar um
parametro de dor que nio decorre de atitude comporta-
mental, utilizando um dado objetivo, que nio depende do
julgamento do observador, podendo-se avaliar trés ani-
mais a um sé tempo. No6s recentemente demonstramos
que a IA na artrite por Zy decorre da sensibilizacio de
nociceptores especificos localizados no tecido periarticu-
lar. Curiosamente, embora os animais submetidos a artrite
por Zy desenvolvam progressiva sinovite com deformida-
de articular, havendo invasio pela sindvia da cartilagem e
do osso subcondral, o que lembra o pannus reumatdide, a
IA é tipicamente um fenomeno agudo, que declina apds 4
horas de artrite, cessando apds 12 horas. N6s detectamos
também que a migracio de neutrdfilos ou o edema nio
estio associados com a T1A®. Isso faz com que o estudo dos
mecanismos envolvidos na IA da artrite por Zy possam ser
Uteis 3 compreensio da dor que ocorre em patologias agu-
das periarticulares.

No presente estudo, nés mostramos que o pré-tratamento
com dois inibidores de NOS inibiu significativamente am-
bos a IA e o influxo celular na artrite por Zy. O fato da co-
administra¢do de L-arginina e L-NAME reverter a inibi¢cio
do L-NAME sobre ambos parametros ¢ da administracio
do isdmero inativo D-NAME nio os ter alterado indica
fortemente que a a¢do do L-NAME se deu especificamente
por inibi¢io da NOS. Ainda, a aminoguanidina (AG) ini-
biu ambas a IA e o influxo celular. Ha virios relatos ates-
tando ser a AG um inibidor seletivo de iNOS. Demons-
trou-se que a AG reduziu a exsudacio de plasma na pele de
camundongos'? e que a AG inibiu a inflama¢io induzida

(12 "ambos fend-

por carragenina no modelo da pata de rato
menos considerados decorrentes da ativa¢io de iNOS.

No presente estudo, os animais submetidos a dose mais
efetiva de L-NAME apresentaram elevacio da pressio arte-
rial média (PAM), o que nio ocorreu nos animais que re-
ceberam AG. A inibicio da NOS constitutiva sabidamente
altera a microcircula¢io, induzindo um estado vasocons-
trictor. A reducio do fluxo sangiiineo decorrente poderia,
potencialmente, explicar efeitos da inibicdo da ¢cNOS. O
fato dos animais tratados com AG nio terem apresentado
alteracio da PAM indica que o efeito antinociceptivo dos
inibidores de NOS se deu por inibi¢do da iNOS e nio se
deveu a alteracdo local da microcirculacio.

Dados da literatura mostraram que o L-NAME promoveu
antinocicep¢io dose-dependente no modelo de retirada da
pata ap6s injecio de formalina em camundongos'. A ad-
ministracdo intratecal de AG ou de 2-amino-5,6-dihidro-
metiltiazina, um outro inibidor seletivo de iNOS, reduziu a
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Figura 7 - Efeito dose-dependente do nitroprussiato de sédio (NPS)
sobre a incapacitagao articular (IA) na artrite induzida por zymosan
(Zy) em ratos. Zy (1mg) foi injetado intra-articularmente (ia) e a IA
foi medida a cada hora, por 4 horas, como aumento do tempo de sus-
pensdo da pata (TSP) obtido usando o teste de IA para ratos (veja
texto para detalhes). NPS (100, 250, 500 pg) foi injetado ia 2h apds
ainjecdo de Zy. Animais do grupo-controle receberam salinai.a. Os
resultados foram expressos como a média+ e.p.m. de cada hora para
n=6 animais. *p< 0,05 vs animais ndo-tratados (NT).
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hiperalgesia térmica induzida por carragenina em ratos?.

Em juntas, mostrou-se que a administra¢io local de L-
NAME ou de 7-nitro-indazol, um inibidor seletivo de NOS
neuronal, reduziu a hiperalgesia ao calor irradiado em ra-
tos submetidos A artrite por carragenina-kaolin®. O pre-
sente estudo é o primeiro a investigar o efeito de inibido-
res de NOS na dor inflamatodria articular. Ainda, a reversao
do efeito antinociceptivo dos inibidores de NOS pela na-
loxona sugere uma interacio entre a liberacio de NO e a
ativagio de receptores opidides por liberacio enddgena
dessas substancias.

A libera¢io de PGE2 na cavidade articular da artrite por
Zy é maxima na sexta hora (dados nio mostrados). A me-
dida da concentra¢io de PGE2 nesse tempo nio foi dife-
rente entre os animais nio-tratados e aqueles que recebe-
ram L-NAME ou AG, em doses efetivas para bloquear a 1A
e o influxo celular. Foi sugerido que o NO pode promo-
ver a liberagio de prostaglandinas, particularmente PGE2,
por meio da ativacio de iNOS e apds estimulo celular com

15160 Entretanto, dados confli-

citocinas e lipopolissacaride!
tantes foram relatados, mostrando que altas concentragdes
de NO podem reduzir a producio de prostaglandina®”.
Ainda foi mostrado que o NO poderia ter um efeito bifasi-
co em células de linhagem macrofigica em camundon-
gos". Uma vez que o NO pode reagir com enzimas con-
tendo grupos heme, a ciclooxigenase 2 (COX2) é candidata
a reagir com o NO, por causa do grupo heme em sua mo-
lécula. Considerando os efeitos classicos da PGE2 em pro-
mover dor, investigamos se a administracdo de inibidores
de NOS alteraria os niveis de PGE2 liberados na cavidade
articular dos animais. Entretanto, nem L-NAME nem AG
alteraram essa liberacdo. Uma possivel explicacio é quse o
efeito antinociceptivo dos inibidores de NOS no presente
estudo nio esteja associado a inibi¢io da ciclooxigenase.
Contudo, como nds demonstramos que a sensibilizacdo
de nociceptores periarticulares, e nio na sindvia, é crucial
no desencadeamento da IA na artrite por Zy, é possivel
que os niveis de PGE2 no lavado articular nio sejam repre-
sentativos do efeito nociceptor de eicosandides liberados
em nivel periarticular.

Como vimos acima, a inibi¢io da NOS promoveu anal-
gesia. Entretanto, na hiperalgesia provocada pela injecio
local de carragenina ou PGE2 na pata do rato, relatou-se
que a a¢do antinociceptiva da acetilcolina é mediada pela
liberacio de NO via ativagio de GMPc!". Esses efeitos apa-
rentemente discrepantes talvez possam ser explicados pelo
fato de aqueles autores terem investigado o efeito da admi-
nistracao local e usaram diferentes modelos de estudo de
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dor. Porém, nés observamos que L-NAME ou AG, em do-
ses que foram claramente efetivas em suprimir ambas, a 1A
e o influxo celular quando administradas como pré-trata-
mento falharam em inibir ambos parametros quando dadas
2 horas apds a indugio da artrite. A possibilidade de que
ndo tivesse havido tempo suficiente para agio dos com-
postos pode ser descartada, uma vez que ja se demonstrou
que esses compostos sio efetivos cerca de 15 minutos apos
administracio intraperitoneal. A falha em inibir a migra-
¢ao celular quando dado como pés-tratamento suporta a
hipétese de perda da a¢io antiinflamatéria. Assim, nds pro-
pomos que o efeito antinociceptivo de L-NAME e AG na
artrite por Zy se deveu a uma agio antiinflamatdria ines-
pecifica. Uma vez iniciado o processo inflamatdrio, esses
inibidores de NOS nio seriam mais efetivos.

Considerando os dados obtidos por outros autores com
acetilcolina e os resultados apontando para uma a¢io hipe-
ralgésica do NO discutidos acima, decidimos investigar o
efeito de um doador de NO na artrite por Zy em curso.
Nossos dados mostraram que a administragdo local de ni-
troprussiato de sédio (NPS) inibiu de forma dose-depen-
dente a IA sem alterar o influxo celular. O efeito do NPS foi
comparivel ao obtido com o pré-tratamento com as mais
altas doses de L-NAME ou AG. Embora paradoxal, esse im-
portante resultado aponta para um efeito antinociceptivo
direto do NO na hiperalgesia inflamatéria articular. Varios
relatos ja demonstraram que a administracio de doadores
de NO por adesivos cutineos reduz a dor pds-opératdria®.
No6s estamos atualmente iniciando estudos para investigar
essa a¢do antinociceptiva do NO artrite por Zy.

De maneira aniloga ao observado na IA, ambos L-NAME
e AG significativamente e de forma dose-dependente ini-
biram a migracio celular para a cavidade articular na artrite
por Zy. Esse efeito também pode ser revertido pela co-
administracio de L-arginina, e o isomero D-NAME nio
modificou o influxo celular. A redu¢io de parametros in-
flamatérios pela inibigdo da NOS em outros modelos de
artrite ja foi descrita. Entretanto, a maioria dos estudos avalia
o influxo celular na sinévia, ao passo que nés o fizemos no
lavado articular. De forma semelhante ao que ocorre na
sinovite cronica reumatdide, as células presentes na sinévia
da artrite por Zy sio predominantemente linfomononu-
cleares, enquanto que os polimorfonucleares predominam
no lavado articular. No modelo de artrite induzida por
antigeno em coelhos, a administracio cronica de L-NAME
reduziu o influxo celular®. Também ji foi relatado que o
L-NAME reduz a migracio de eosindfilos e de neutrdfilos
induzidos por zymosan ou fator ativador de plaquetas na
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pele de cobaias, bem como na anafilaxia passiva cutinea®.

Foi sugerido que a inibicdo do NO aumentaria o estresse
oxidativo intracelular, promovendo inibi¢io da interacio
de neutréfilos e células endoteliais levando a diminui¢io
da adesio celular®. Entretanto, os mecanismos que cau-
sam essa inibi¢cdo da migracdo celular por meio de inibido-
res de NOS ainda demandam investigagio.

Noés nio observamos reducio do edema articular apds
administracdo dos inibidores de NOS. A injecio local de
L-NAME reduziu o edema induzido por bradicinina, hista-

mina e plasma ativado por zymosan® (12.24.25)
5)

, carragenina
ou dextran®). A discrepancia com os nossos dados pode
ser explicada pelo fato de que néds fizemos injecio sistémi-
ca desses inibidores e medimos o edema trés horas apds
inducio da artrite, quando ele é mais intenso. De fato, foi
relatado que L-NAME ou hemoglobina reduzem o edema
de pata em ratos somente no periodo inicial apds a injecio

do estimulo®®

). O fato de que nds verificamos inibicio da
IA ¢ do influxo celular sem haver alteracio do edema re-
forca a nossa idéia que esses fenomenos sio mediados por
mecanismos diferentes®).

No presente estudo, a hemoglobina nio alterou o influ-
xo celular ou a IA na artrite por Zy. Esse composto é um
scavenger de NO exdgeno, uma vez que ele nio age intra-

@729 No modelo de artrite por adjuvante em

celularmente
ratos, foi demonstrado que a hemoglobina reduziu para-
metros inflamatérios. Entretanto, aqueles autores utiliza-
ram o aumento do volume da pata dos animais e a histolo-
gia da pata como um todo como indices inflamatérios®.
Essas alteracdes devem ter refletido principalmente as alte-
ra¢cdes em todo o subcutineo envolvendo a junta, diferen-
temente da avaliacio do edema apenas das estruturas arti-
culares que efetuamos. A administra¢io intratecal de
hemoglobina reduziu a hiperalgesia no modelo da imersio
@ e na hiperalgesia térmica®. Nés nio
conseguimos explicar o fato da hemoglobina nio ter sido

de cauda de ratos

efetiva em reduzir a IA ou a migragio celular na artrite por
Zy, quando cotejando nossos dados com a literatura, mas
diferencas metodoldgicas certamente estio envolvidas. No
entanto, nés podemos concluir que a IA e o influxo celular
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na artrite por Zy nio foram por causa da libera¢io extrace-
lular de NO ou a fontes exdgenas de NO.

A inje¢io do azul de metileno, um inibidor solavel de
GMPc, inibiu ambos IA e influxo celular, sugerindo que o
NO promove esses fenomenos via ativagio de GMPc. No-
vamente hd controvérsias, uma vez que dados da literatura
relatam que a ativagio de GMPc via NO promove antino-
cicep¢io"”*). Entretanto, foi relatado que a administragio
local de azul de metileno reverteu a hiperalgesia induzida
por bradicinina na pata do rato®. Ainda, a injecio intrate-
cal de azul de metileno reverteu a hiperalgesia induzida
por um doador de NO®. Essas controvérsias ilustram que
resultados obtidos em diferentes modelos de dor nio po-
dem ser diretamente extrapolados para outras situagdes.
Ainda, a via de administracdo dos compostos influencia de
forma marcante os resultados obtidos.

Em conclusio, os resultados apresentados no presente
estudo sugerem que inibidores de NOS reduzem a hiperal-
gesia inflamatéria e o influxo celular na artrite induzida
por zymosan em ratos apenas quando dados de forma pro-
filatica. A acdo sobre a IA parece ser decorrente de um
efeito antiinflamatério geral e nio por causa de efeito anti-
nociceptivo préoprio da inibicio da NOS. A administracio
de um doador de NO, por outro lado, parece ter um efeito
antinociceptivo direto na dor inflamatéria articular, efeito
esse que precisa ser melhor esclarecido.

O modelo de IA usado no presente estudo mimetiza acha-
dos clinicos de periartrites, em que a movimentacio é fa-
tor determinante no desencadeamento de dor, distinguin-
do-se da dor que ocorre em artrites cronicas, que se agrava
pos-repouso. A demonstragio que um doador de NO pro-
move analgesia na artrite por Zy ja instalada abre uma pers-
pectiva de curto prazo para estudos clinicos com doadores
de NO em sindromes dolorosas periarticulares.
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