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PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO NA ARTRITE INDUZIDA POR ZYMOSAN. José

Carlos da Silva Rocha. Orientador: Prof. Dr. Francisco Airton Castro da Rocha

No modelo de artrite experimental induzida pela administração do agente 

inflamatório zymosan (AZy) ocorre uma resposta inflamatória caracterizada por 

influxo celular para o foco inflamatório e dor inflamatória articular demonstrada 

pela incapacitação articular (IA). A administração de inibidores da síntese de 

óxido nítrico (NO) reduziram a resposta inflamatória articular por mecanismos 

ainda não esclarecidos. Em virtude disto, resolvemos investigar o papel do NO 

na IA e no influxo de leucócitos na AZy. Ratos Wistar receberam injeção intra- 
articular (iart) de zymosan (1 mg) no joelho direito e o pico de IA foi obtido na 3a 

ou 4a hora de artrite, através do registro do Tempo de Suspensão da Pata, 
durante 60 segundos. Na 6a h de artrite, os animais foram sacrificados sob 

anestesia com hidrato de cloral e o exsudato articular coletado para contagem 

do número de células em câmara de Neubauer. O grupo controle recebeu 

apenas salina iart. Grupos foram pré-tratados (1 h) com L-NAME (inibidor de 
NOS), ou aminoguanidina (inibidor de iNOS) nas doses de 30, 100 ou 300 

mg/kg-i.p.; L-NAME e aminoguanidina reduziram a IA em 22.3%, 51.2% e 

49.8% para L-NAME 30, 100 e 300 mg, respectivamente, e em 44.9%, 52.9% e 

53.2% para aminoguanidina 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente, em relação 

ao grupo não-tratado (p<0.05). L-NAME e aminoguanidina reduziram o influxo 

de leucócitos em 47.9%, 81.2% e 72.9% para L-NAME 30, 100 e 300 mg/kg 

respectivamente, e em 56.2%, 75.0% e 68.8% para aminoguanidina 30, 100 e 

300 mg/kg, respectivamente, em relação ao grupo não tratado (p<0,05). A 

administração prévia de L-arginina (1 g/kg-vo) reverteu o efeito de L-NAME 100 

mg/kg sobre a IA e o influxo de leucócitos. Administração de D-NAME (100 

mg/kg-ip) não teve efeito sobre IA ou influxo de leucócitos. A administração 

prévia de naloxona (1 mg/kg-ip) reverteu o efeito de L-NAME ou 

aminoguanidina 100 mg/kg sobre a IA. L-NAME ou AMG 100 mg/kg 

administrados 2 h após indução da AZy não reduziram a IA ou influxo de 

leucócitos. Injeção local de nitroprussiato de sódio ( 500 pg/iart), dado após 2 h 
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de AZy, reduziu a IA em 42.0% em relação ao grupo não tratado (p<0.05). Azul 

de metileno (500 pg/iart), reduziu a IA em 56.3% e a influxo de leucócitos em 

70.8% em relação ao controle (p<0.05). Hemoglobina (30 pmol/iart) não teve 

efeito sobre a IA ou o influxo de leucócitos. O edema articular, avaliado pela 

diferença entre peso seco e peso úmido do tecido sinovial e periarticular, não 

foi alterado pela administração de L-NAME ou aminoguanidina. L-NAME (100 

mg/kg), mas não aminoguanidina (100 mg/kg), provocou aumento da pressão 

arterial média (p<0.05). A liberação de PGE2 (medida por ELISA) no lavado 
articular, na 6a h de AZy, não foi alterada pelo tratamento com L-NAME ou 

aminoguanidina. L-NAME ou aminoguanidina, como pré-tratamento, 

provocaram redução da IA e do influxo de leucócitos na AZy provavelmente por 

inibição da óxide nítrico sintase induzida. O efeito sobre a IA de L-NAME e 

aminoguanidina ocorre por liberação de opióides endógenos. O efeito de L- 

NAME e aminoguanidina não depende de alteração da permeabilidade 

vascular local, alteração hemodinâmica sistêmica ou liberação de PGE2 e 

parece envolver a via guanilato ciclase solúvel. NPS tem efeito antinociceptivo 

na AZy.
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NITRIC OXIDE ROLE IN ZYMOSAN-INDUCED ARTHRITIS, José Carlos da 

Silva Rocha. Prof. Orientador: Prof. Dr. Francisco Airton Castro da Rocha

Zymosan-induced arthritis (ZyA) presents leukocyte influx and pain 

measured by the rat-knee joint articular incapacitation (Al) model. Nitric oxide 

(NO) synthesis inhibitors reduce articular inflammation through as yet unknown 

mechanisms. We decided to investigate the role of NO in Al and leukocyte 

influx in ZyA. Wistar rats were subjected to intraarticular (iart) injection of Zy (1 

mg) in the right k'nee and Al peak was measured after 3 or 4 h of arthritis by 

measuring the Paw Elevation Time during 60s. After 6h of arthritis, rats were 

killed under anesthesia with and the articular exsudate was collected for cell 

counting using Neubauer chamber. Control received saline (iart). Groups were 

pretreated (1 h) with either L-NAME (NOS inhibitor) or aminoguanidine (NOSi 

inhibitor) 30, 100, or 300 mg/kg-i.p.; both L-NAME and aminoguanidine reduced 

Al being 22.3%, 51.2% and 49.8% less for L-NAME 30, 100, and 300 mg 

groups, respectively and 44.9%, 52.9% and 53.2% less for aminoguanidine 30, 

100, and 300 mg/kg groups, respectively, as compared to a non-treated group 

(p<0.05). Both L-NAME and aminoguanidine reduced leukocyte influx being 

47.9%, 81.2% and 72.9% less for L-NAME 30, 100 and 300 mg/kg groups 

respectively, and 56.2%, 75.0% e 68.8% less for aminoguanidine 30, 100 and 

300 mg/kg groups, respectively, as compared to a non-treated group (p<0.05). 

Co-treatment with L-arginine (1g/kg-per os) and L-NAME(100 mg/kg) reversed 

L-NAME effect upon Al and leukocyte influx. D-NAME (100 mg/kg-ip) had no 

effect on either Al or leukocyte influx. Co-treatment with naloxone (1 mg/kg-ip) 

and either L-NAME or aminoguanidine (100 mg/kg) reversed their effect on Al. 

Either L-NAME or aminoguanidine (100 mg/kg) administered 2 h after arthritis 

induction did not alter Al or leukocyte influx in ZyA. Sodium nitroprusside 

(500pg/iart), given after 2 h of ZyA reduced Al by 42.0% as compared to a non- 

treated group (p<0.05). Local methylene blue injection (500pg/iart) reduced 

both Al and leukocyte influx beng 56.3% and 70.8% less, respectively, 

compared to control (p<0.05). Local hemoglobyn injection (30 pmol/iart), did no 



alter Al or leukocyte influx. Articular edema evaluated as the wet/dry weight 

difference of synovial and periarticular tissue was altered neither by L-NAME 
nor by aminoguanidine. L-NAME(100 mg/kg) but not aminoguanidine (100 

mg/kg), increased mean arterial pressure (p<0.05), compared to baseline. 

PGE2 release (measured by ELISA) into the articular exsudate at 6 h of ZyA 

was unaltered by either L-NAME or aminoguanidine. Both L-NAME or 

aminoguanidine, given as pre-treatment, provoked reduction of Al and 

leukocyte influx in ZyA probably through iNOS inhibition. This effect upon Al of 

L-NAME and arrlinoguanidine is mediated through endogenous opioids release 

and does not appear to depend on either vascular permeability alteration, 

systemic hemodynamic changes or local PGE2 release. This effect is mediated 

via soluble guanylate cyclase. NPS has an antinociceptive effect on ZyA.
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1.0. INTRODUÇÃO

1.1. Artrite reumatóide

A artrite reumatóide é uma doença inflamatória crônica 

caracterizada por proliferação da membrana sinovial, com 

destruição da cartilagem articular e invasão inflamatória do osso 

subcondral. Tem grande importância epidemiológica devido à alta 

prevalência na população (cerca de 1%), associada ao caráter 

incapacitante da patologia. Apesar do grande progresso no 

tratamento da artrite reumatóide, a falta de conhecimentos mais 

precisos sobre sua etiopatogenia tem dificultado o encontro de uma 

terapêutica que possa alterar significativamente o curso da doença 

(Harris, 1990).

A membrana sinovial normal reveste as articulações, exceto 

na região de cartilagem articular. A superfície interna dessa 

membrana é composta por dois tipos de células: sinoviócitos do tipo 

A, que se assemelham estrutural e funcionalmente a macrófagos, e 

os do tipo B, os quais têm características de fibroblastos. Estas 

células repousam sobre um tecido conjuntivo que pode ser frouxo, 
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denso ou adiposo. A artrite reumatóide caracteriza-se por sinovite 

intensa com aumento do influxo celular tanto na membrana como 

no líquido sinovial. No líquido sinovial, as células na fase aguda ou 

nas crises de agudização são principalmente neutrófilos, enquanto 

na sinovite crônica reumatóide predominam células 

linfomononucleares. Ocorre intensa proliferação linfóide devido, 

possivelmente, à produção local de citocinas a partir de células 

residentes uma vez que, como dito acima, as células sinoviais do 

tipo A são semelhantes a macrófagos e, portanto, uma vez 

estimuladas, podem liberar citocinas e outros mediadores da 

resposta inflamatòria. Além do aumento do número e da hiperplasia 

de sinoviócitos, ocorre migração de monócitos do sistema periférico 

para a sinóvia (Harris, 1990) o que aumenta a população de células 

imunocompetentes na fase crônica da sinovite reumatóide. 

Acrescentem-se as células endoteliais dos vasos da membrana 

sinovial, que é ricamente irrigada, e os condrócitos da cartilagem 

articular, e teremos um conjunto de células capazes de potencializar 

uma reação inflamatòria a partir de um estímulo inicial (Seki et alii, 

1988; Cannon et alii, 1996) .
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1.2. Dor

1.2.1. Descrição

A atividade em fibras aferentes primárias de pequeno 

diâmetro dos nervos periféricos, em condições normais, está 

associada a dor. Esses nervos possuem terminações sensoriais nos 

tecidos periféricos e são ativados por estímulos de natureza 

mecânica, térmica ou química.

A dor, aguda ou crônica, é uma modalidade sensorial e 

emocionalmente desagradável que desempenha, entre outros, o 

papel de alerta para o organismo, embora a dor crônica não tenha 

qualquer função de alerta e gere acentuado estresse. Pode ser 

conseqüência da aplicação de estímulo potencialmente lesivo aos 

nociceptores (dor nociceptiva ou somática), à lesão do sistema 

nervoso (injúria neural), a fenômenos de natureza puramente 

psíquica (dor neurogênica) ou uma associação desses mecanismos 

(dor mista). Na essência, é uma manifestação subjetiva que varia 

de acordo com a experiência individual (Besson e Chaouch, 1987; 

Coderre et alii, 1993; Schaible e Grubb, 1993).
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A dor aguda pode ser explicada em termos de nocicepção, um 

estímulo nocivo excessivo que dá origem a uma sensação intensa e 

desagradável. Por outro lado, a maioria dos estados com dor 

crônica estão associados com alterações graves da via fisiológica 

normal, dando origem à hiperalgesia (uma maior intensidade da dor 

associada a um estímulo nocivo e leve), alodinia (dor evocada por 

um estímulo não-nocivo) ou espasmos espontâneos de dor sem 

qualquer estímulo desencadeante. A lesão tecidual é uma causa 

imediata de dor e resulta da liberação local de vários agentes 

químicos que agem diretamente sobre os nociceptores estimulando- 

os ou, indiretamente, sensibilizando-os para outras formas de 

estimulação (Rang et alii, 1991).

1.2.2. Nociceptores

Os nociceptores são estruturas nervosas específicas que 

agem como um sistema de alarme imediato que detecta danos 

teciduais ou estímulos potencialmente lesivos. A excitação dos 

nociceptores, fenômeno imprescindível para o aparecimento da dor 

nociceptiva, pode ser breve (dor aguda) ou prolongada (dor 
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crônica). Essas fibras nervosas podem ser excitadas por trauma 

mecânico excessivo ou lesão mecânica dos tecidos (nociceptores 

mecanossensíveis da dor); outras são sensíveis aos extremos do 

calor e frio (nociceptores termossensíveis da dor) e há ainda 

aquelas sensíveis a várias substâncias químicas (nociceptores 

quimiossensíveis ou quimioceptores) (Besson e Chaouch, 1987; 

Schaible e Grubb, 1993)

Os nociceptores apresentam uma característica importante, a 

plasticidade, através da qual sua resposta a estímulos pode variar 

e, no caso dos nociceptores quimiossensíveis, que têm um limiar de 

excitabilidade relativamente elevado, só são ativados por estímulo 

de intensidade nociva o suficiente para produzir certo grau de lesão 

tecidual (Rang et alii, 1991).

A lesão tecidual libera substâncias, como bradicinina, 

serotonina, histamina, prostaglandinas, acetilcolina e enzimas 

proteolíticas, que ativam os nociceptores e a observação de que a 

liberação destas substâncias provoca intensa dor no homem e 

animais permitiu a proposição de que os nociceptores para a dor 

são, geralmente, quimioceptores (Guyton e Hall, 1996).

Embora se considere que os nociceptores sejam basicamente 
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sensíveis a estimulação específica (química, térmica ou mecânica) 

muitos são sensíveis a mais de um tipo de estímulo haja visto que 

as substâncias químicas supra-citadas não estimulam apenas os 

quimioceptores mas também reduzem grandemente o limiar de 

excitabilidade dos demais nociceptores (Guyton e Hall, 1996).

1.2.3. Hiperalgesia

A hiperalgesia envolve sensibilização de terminações 

nervosas nociceptivas e facilitação central da transmissão ao nível 

do como dorsal da medula espinhal e do tálamo. No sistema 

nervoso periférico, os mediadores químicos agem sobre as 

terminações nervosas, enquanto no sistema nervoso central ocorre 

facilitação da transmissão sináptica.

A facilitação central é bloqueada por agonistas dos receptores 

N-metil-D-aspartato (NMDA), como o glutamato, por antagonistas 

de substância P e por inibidores da síntese de óxido nítrico (NO) 

(McMahon et alii, 1993).

O glutamato medeia respostas sinápticas excitatórias rápidas 

no sistema nervoso central e está envolvido nos fenômenos da 
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plasticidade neuronal, mas também participa ativamente de 

fenômenos degenerativos via ativação de receptores NMDA e da 

via de síntese do NO. Demonstrou-se que a administração de 

antagonistas de NO, N“-monometil-L-arginina (L-NMMA) e nitro- 

arginina, previnem a neurotoxicidade induzida por ativação dos 

receptores NMDA (Garthwaite et alii, 1989; Snyder, 1992).

A substância P é um neuropeptídeo da família das 

taquicininas que ocorre principalmente no sistema nervoso central 

e, em particular, nos neurônios sensitivos nociceptivos. As 

taquicininas freqüentemente são liberadas em associação com 

outros mediadores, e parecem estar envolvidas em diferentes 

estados patológicos entre os quais a dor (Linden et alii, 1999a; 

Linden et alii, 1999b).

A substância P exacerba a transmissão mediada pelo receptor 

NMDA resultando em ativação de neurotransmissores que 
» 

aumentam o influxo de cálcio, um evento crítico na hiperalgesia em 

modelos experimentais de dor (placa quente, teste de contorções e 

teste de formalina) onde a sensibilização central e a plasticidade 

neuronal estão presentes (Coderre et alii, 1993). A substância P e o 

peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), uma outra 
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taquicinina, também afeta os vasos sangüíneos e células do 

sistema imune provocando a chamada inflamação neurogênica, 

amplificando e facilitando a reação inflamatòria assim como a 

ativação posterior de fibras aferentes nociceptlvas (Maggi et alii, 

1993; Neugebauer et alii, 1996; Heppelmann e Pawlak, 1997). Nos 

vasos sinoviais de coelho demonstrou-se vasodilatação induzida 

por administração de CGRP, provavelmente por ativação de um 

receptor específico de CGRP (Rocha et alii, 1994).

O mecanismo bioquímico da hiperalgesia ainda não está 

completamente entendido. Observou-se que, no modelo de 

hiperalgesia em pata de rato, inibidores de fosfodiesterase ou 

bloqueadores de canais de cálcio (como o verapamil) potenciam a 

sensibilização dos receptores induzida por prostagladinas ou 

dopamina. Estes dois potentes ativadores de adenilciclase são 

hiperalgésicos, demonstrando que, ao nível do nociceptor, é 

importante o aumento das concentrações intracelulares de 

adenosina mono-fosfato cíclico (AMPc) e dos íons cálcio sendo que 

o próprio AMPc exógeno e ionóforo de cálcio A23187 induzem 

hiperalgesia em pata de ratos (Ferreira e Nakamura, 1979a).
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1.2.4. Dor inflamatória

Os mediadores da dor inflamatória são classicamente 

divididos em dois grupos: as substâncias que ativam diretamente os 

nociceptores, como bradicinina e histamina, e aquelas que induzem 

hiperalgesia, como serotonina, histamina, dopamina e 

prostaglandinas. A sensibilidade química dos nociceptores 

explicaria a atividade contínua durante o processo inflamatório, o 

que podería causar, ou facilitar, a dor, mesmo em condições de 

repouso. Na maioria dos casos, a estimulação das terminações 

nociceptivas periféricas é de origem química. Os estímulos 

mecânicos ou térmicos excessivos podem causar dor aguda, 

porém, a persistência dessa dor após a remoção do estímulo ou a 

dor que resulta de alterações inflamatórias ou isquêmicas nos 

tecidos em geral reflete uma estimulação química dos aferentes da 

dor (Rang et alii, 1991; Woof, 1991).

Na inflamação, células não-neuronais produzem uma 

variedade de mediadores, como bradicinina, serotonina e 

neuropeptídeos, que agem sobre as terminações nervosas 

aferentes. Nos seres humanos, muitas dessas terminações são
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fibras C não-mielinizadas com baixa velocidade de condução (< 1 

m/s) e conhecidas como nociceptores polimodais C, que respondem 

tanto a estimulação mecânica quanto térmica, e a maioria destas 

fibras estão associadas com terminações nociceptivas polimodais 

(Kerrefa///, 1978; Rang et alii, 1991).

Um nova classe de nociceptores foi descrito e se caracterizam 

por não responderem a estímulos nocivos mecânicos ou térmicos e 

são por isso chamados de “silenciosos”, mas são ativados durante o 

processo inflamatório, por serem quimiossensíveis (Grigg et alii, 

1986; Schaible e Schmidt, 1988). Tais nociceptores já foram 

identificados em vários tecidos como na pele, articulação e vísceras 

e em várias espécies animais incluindo gatos e coelhos (Grigg et 

alii, 1986; Meyer e Campbell, 1988; Hãbler et alii, 1990). Sua função 

parece estar claramente associada ao processo inflamatório, pois 

na artrite experimental, estas fibras, virtualmente não-responsivas, 

passam a disparar sob os mais leves movimentos articulares (Grigg 

et a///, z 1986; Schaible e Schmidt, 1988). Na pele de orelha de 

coelho (Cohen e Perl, 1990) e em neurônios aferentes de bexiga de 

gatos (Hãbler et alii, 1990) foram obtidos resultados semelhantes.
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Considerando os mecanismos complementares da dor 

inflamatória, excitação direta e sensibilização, descritos 

anteriormente, é possível definir, segundo Ferreira (1994), as 

seguintes classes de analgésicos periféricos:

1. Inibidores da ativação dos nociceptores prevenindo a dor 

mediante a inibição da ativação de nociceptores sensibilizados 

através de antagonismo ou evitando a estimulação excitatória. Este 

tipo de mecanismo pode ser observado com os antihistamínicos, a- 

simpatolíticos, anestésicos locais e, ainda, através da eliminação do 

estímulo mecânico ou térmico.

2. Prevenção da hiperalgesia através dos anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINE’s) que inibem a ciclooxigenase (COX) reduzindo a 

liberação dos produtos da cascata do ácido araquidônico; com os 

simpatolíticos que inibem a liberação de aminas simpáticas 

(guanetidina) ou antagonismo 0 e dos receptores dopaminérgico; 

inibidores da atividade ou liberação de citocinas (AINE’s), 

antagonistas de interleucina-1 e antagonistas da bradicinina.

3. Bloqueio direto da hiperalgesia através da estimulação do 

sistema L-arginina:óxido nítrico:guanosina mono-fosfato cíclico (L- 

arginina:NO:GMPc), através de redução da sensibilidade 
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nociceptiva (opióides periféricos, dipirona, diclofenaco) ou através 

da regulação indireta da sensibilidade dos nociceptores liberando 

opióides endógenos de ação periférica (clonidina).

1.2.5. Dor inflamatòria articular

No estudo da dor inflamatòria articular, vários modelos 

experimentais têm demonstrado que a compressão de uma pata 

inflamada ou injetada com mediadores que sensibilizem os 

nociceptores provoca uma resposta de aversão no animal, que é 

mais rápida do que seria num animal não sensibilizado. Essa 

abreviação é tida como sinal de hiperalgesia e tem sido utilizada 

para investigação dos mecanismos de dor em artrites.

Diversas substâncias têm sido empregadas para estudo da 

dor inflamatòria articular, com destaque para os cristais de urato de 

sódio (Faires e McCarty, 1962; Coderre e Wall, 1987), o adjuvante 

de Freund (Larsen e Arnt, 1985; Attal et alii, 1988), a formalina 

(Pardo e Rodrigues, 1966) a carragenina (van Arman et alii, 1970) 

e, mais recentemente, o zymosan (Comerford e Etwebi, 1995; 

Gegout et alii, 1995; Magalhães et alii, 1997; Viana et alii, 1998).
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De acordo com o modelo experimental empregado, diferentes 

comportamentos podem ser observados no animal. A nocicepção já 

foi avaliada pela observação de retirada espontânea do membro 

afetado após receber estimulação lesiva enquanto outros modelos, 

que aumentam a carga sobre a articulação ou forçam a sua flexão, 

empregam a estimulação externa para provocar a nocicepção 

(Payne et alii, 1989; Rates e Barros, 1994). Esses modelos 

permitem o estudo de drogas analgésicas, mas são poucos os 

modelos que permitem avaliar os mecanismos subjacentes à 

nocicepção inflamatòria articular.

A limitação da mobilidade em artrites já foi usada como 

parâmetro de lesão em um modelo de artrite induzida por 

lipopolissacarídeo de E. coli. Neste estudo, foi sugerido que a 

liberação sistêmica de mediadores inflamatórios seria responsável 

pela limitação dos movimentos dos animais submetidos à artrite 

(Otterness et alii, 1993).

Há dois tipos de testes algesimétricos que se baseiam na 

resposta inflamatòria. No teste de compressão da pata (Ferreira et 

alii, 1978) e no teste da retirada da pata inflamada provocada pela 

estimulação térmica (Hargreaves et alii, 1988), a resposta 
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comportamental é produzida por um estímulo exógeno térmico, 

químico ou mecânico aplicado sobre a região inflamada. É um 

modelo onde a resposta inflamatória modifica a latência para o 

aparecimento do comportamento relacionado à nocicepção. O 

estudo dos mediadores isolados mostrará apenas se ele modificará 

ou não a latência da resposta ao estímulo, ou seja, se ele produz ou 

não hiperalgesia.

Por outro lado, nos testes de contorções abdominais 

(Sigmund et alii, 1957) e incapacitação articular (Tonussi e Ferreira, 

1992), o próprio estímulo provoca uma resposta nociceptiva 

espontânea. Nestes modelos, o estudo de um mediador 

isoladamente pode verificar se ele, per se, induz nocicepção ou se 

facilita a indução do comportamento provocado pelo próprio agente 

ou pelo próprio mediador, induzindo sensibilização e hiperalgesia. 

Neste caso, o mesmo mediador pode induzir nocicepção e 

hiperalgesia.

1.3. Modelos experimentais para estudo da artrite

Apesar das limitações próprias do estudo de modelos 
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experimentais e de não se dispor de uma forma de AR em animais, 

a maioria dos modelos atualmente empregados apresentam 

similaridades com a doença humana, entre as quais é importante 

citar o aumento da permeabilidade vascular demonstrado pelo 

edema na fase aguda, associado ao aumento do influxo celular. Na 

fase crônica, ocorre hiperplasia sinovial e proliferação 

linfomonocitária (Harris, 1990)

Entre os modelos empregados para estudo da artrite, 

destacam-se a artrite por adjuvante (AA), a artrite induzida por 

antígeno (AIA), a artrite induzida por colágeno (AIC) e a artrite 

induzida por imunocomplexos. Na AIA emprega-se o coelho como 

animal e estuda-se, basicamente, o componente do imunocomplexo 

no desenvolvimento da sinovite, o que representa uma limitação. Na 

AIC emprega-se como animal experimental o camundongo o que 

dificulta a obtenção de material articular para análise. Em resumo, 

os diferentes modelos experimentais apresentam vantagens e 

limitações que os tornam válidos dependendo da abordagem que se 

pretende fazer, porém há mais similaridades que diferenças entre 

estes modelos e a artrite reumatóide, o que justifica o seu emprego. 

Além do mais, muito do que se conhece sobre a fisiopatologia e os 
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mecanismos de ação de drogas nas artropatias foi obtido, 

inicialmente, a partir de modelos animais.

Não obstante o desenvolvimento de modelos experimentais 

para estudos da nocicepção, a maioria dos parâmetros observados 

ainda permanece sujeita ao treinamento cuidadoso do observador e 

os modelos em uso são dispendiosos e pouco úteis para a 

avaliação de drogas analgésicas.

Até o momento, o estudo de analgésicos de ação central e 

periférico tem como base variações do teste de “tail flick”, placa 

quente e “pinch test”, o modelo de contorção abdominal e o teste de 

compressão da pata. No entanto, estes modelos são pouco 

específicos, particularmente o teste de contorção, além de exibirem 

uma grande variabilidade e terem componente comportamental a 

influenciá-los. No caso específico do teste de compressão da pata, 

tem sido observada uma grande variação entre os registros obtidos, 

dificultando a comparação entre os dados. O teste da formalina 

goza dç ampla aceitação talvez mais por sua simplicidade do que 

por sua sensibilidade e eficiência, os quais dependem do 

treinamento do observador.

Mais recentemente, Tonussi e Ferreira (1992) descreveram 
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um novo modelo que se mostrou útil para avaliação de dor 

inflamatòria articular. Antes de discutirmos o modelo, faremos um 

breve relato do seu emprego no estudo do processo inflamatório.

O modelo de incapacitação articular foi originalmente descrito 

por Bustamante (1982), que empregou cristais de urato para induzir 

incapacitação femuro-tibial em animais e usou como parâmetro de 

avaliação o número de toques que a pata correspondente a 

articulação lesada exercia sobre uma superfície metálica. Partindo 

desta idéia inicial, .Tonussi e Ferreira (1992) passaram a utilizar 

como agente indutor da incapacitação articular a carragenina e 

desenvolveram um modelo baseado em microcomputador que, por 

suas características, permitem que circuitos eletrônicos sejam 

simulados por programação, o que os torna mais simples, seguros e 

sensíveis.

Adaptando o modelo para as nossas condições de laboratório 

passamos a estudar, além da incapacitação articular, também o 

influxo de neutrófilos para o processo inflamatório (Magalhães et 

alii, 1997). A seguir, passamos a empregar como agente 

inflamatório o zymosan (Viana et alii, 1988) e a estudar a 

permeabilidade vascular (Rocha et alii, IN PRESS). Desta forma, 
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além do estudo da incapacitação articular o modelo permite analisar 

o influxo celular e a permeabilidade vascular no foco inflamatório.

Neste método, ratos são colocados para andar em um cilindro 

metálico. Os animais são “calçados” com uma sapatilha metálica, 

de tal forma que, ao deambular, eles tocam o cilindro. Conecta-se 

um fio à sapatilha e o fio é ligado a um sistema de aquisição e 

processamento de dados computadorizado. O tempo, durante um 

intervalo de 60 segundos, em que o animal deambula sem que 

toque o cilindro é tomado como Tempo de Suspensão da Pata 

(TSP). Dessa forma, quanto maior o tempo que o animal mantiver a 

pata erguida, ou seja, deambula sem tocar essa pata no cilindro, 

maior será a incapacitação articular, conforme definido pelos 

autores. Assim, uma vez injetado um estímulo na pata do animal, 

quanto maior a dor que esse estímulo provocar, maior será o TSP 

e, por conseguinte, maior será a incapacitação articular. O sistema 

apresenta a vantagem de permitir avaliar vários animais 

simultaneamente, ter sua medida independente do observador e 

apresentar boa reprodutibilidade.

Usando esse método, demonstrou-se que a incapacitação 

articular é um fenômeno que não depende de edema local, uma vez 
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que animais submetidos à injeção de dextran intra-articular, apesar 

de apresentarem edema, não têm alteração no TSP. A 

administração de inibidores da COX, como indometacina, 

simpatolíticos como a guanetidina e de opióides centrais provoca 

redução no TSP na artrite induzida por carragenina, revelando o 

caráter multimediado da incapacitação articular e a adequação do 

método para a sua avaliação (Tonussi e Ferreira, 1992; 1997; 

1999). O nosso laboratório, utilizando o mesmo sistema, observou 

que o extrato aquoso de uma planta, Ageratum conyzoides, tem 

efeito analgésico em ratos submetidos à artrite por carragenina 

(Magalhães et alii, 1997) enquanto no modelo de artrite induzida por 

zymosan, demonstrou-se que a IA depende do sítio de injeção do 

estímulo, que leva à sensibilização de nociceptores localizados nos 

tecidos periarticulares (Rocha et alii, IN PRESS).

1.3.1. Artrite induzida por zymosan

O zymosan é um polissacarídeo constituinte da parede de 

células de fungos que causa uma resposta inflamatória quando 

injetado intradérmica (Ridger et alii, 1997), intraperitoneal (Rao et 
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alii, 1994; Boughton-Smith e Ghelani, 1995; Ajuebor et alii, 98) ou 

intra-articularmente (Gegout et alii, 1995; Comerford e Etwebi, 1995; 

Pettipher e Salter, 1996). O zymosan induz extravasamento de 

proteínas plasmáticas e infiltrado de células inflamatórias, 

resultando numa cascata de eventos incluindo ativação do sistema 

do complemento, degranulação de mastócitos e geração dos 

produtos do metabolismo do ácido araquidônico (Griffiths et alii, 

1991).

A injeção intra^articular de zymosan produz uma monoartrite 

caracterizada inicialmente por edema e grande influxo celular para a 

cavidade articular. Posteriormente, ocorre proliferação sinovial e 

aumento da população celular na sinóvia, predominando 

linfomononucleares. Há ainda estudos sugerindo degradação da 

cartilagem articular e do osso subcondral na fase crônica da artrite 

por zymosan (Gegout et alii, 1995).

O modelo de artrite induzida por zymosan tem a vantagem de 

utilizar ratos, o que torna o modelo de fácil reprodução e de baixo 

custo. Adicionalmente, em nosso laboratório, demonstramos que é 

possível obter o lavado articular para análise do influxo celular e 

dosagem de mediadores. Também, consegue-se saber exatamente 
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o início do processo inflamatório e os estudos do nosso grupo têm 

demonstrado que a lesão sinovial na artrite por zymosan cronifica, 

com participação de componente imunológico, evidenciado por 

proliferação linfomonocitária e presença de células gigantes na 

sinovite, em sua fase crônica. Neste modelo, é possível ainda obter 

material de cartilagem articular e já foi demonstrado perda da matriz 

articular (glicosaminoglicanos) a partir de 14 dias de artrite por 

zymosan (Oliveira et alii, 1997).

1.4. Óxido nítrico (NO)

1.4.1. Descoberta

O NO é formado a partir do oxigênio molecular e da porção 

aminoterminal da L-arginina em células e tecidos de várias espécies 

animais, inclusive mamíferos.

Sua participação em eventos fisiopatológicos começou a ser 

delineada a partir dos trabalhos de Furchgott e Zawadzki (1980) 

que, estudando aorta isolada de coelho, observaram que a 

vasodilatação induzida por acetilcolina era dependente da 
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integridade do endotélio, sugerindo que a acetilcolina liberaria uma 

substância a qual foi denominada Fator de Relaxamento Derivado 

do Endotélio (FRDE) (Moncada et alii, 1991; Moncada e Higgs, 

1993; Moncada et alii, 1997).

Nos trabalhos que se seguiram, foi determinado que o FRDE 

não era um prostanóide, pelo fato de a indometacina, um 

bloqueador da via da COX, não inibir o relaxamento do endotélio 

produzido pela acetilcolina e por agonistas como histamina (van de 

Voorde e Leusen, 1983). Determinou-se que o FRDE era difusível e 

sua síntese dependente de íons cálcio (Furchgott, 1983). Observou- 

se também que o- relaxamento da musculatura lisa dos vasos 

estava associado a elevação dos níveis de GMPc e que essa 

elevação podería ser inibida por azul de metileno (inibidor da 

enzima guanilato ciclase solúvel) (Martin et alii, 1985) ou por 

bloqueadores (scavengers) de radicais livres como a hemoglobina 

(Murad et alii, 1978) assim como por ânions superóxido e outros 

radicais livres (Ignarro et alii, 1988b; Moncada et alii, 1986; Rubanyi 

e Vanhoutte, 1986; Gryglewski et alii, 1986) demonstrando que o 

FRDE podería ser um radical livre. Embora controverso no início, o 

acúmulo de evidências permitiu que Furchgott (1988) e Ignarro et 
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alii, (1988a) identificassem, independentemente, que o FRDE seria 

o NO. A síntese de L-citrulina a partir da L-arginina, numa reação 

inibida por L-NMMA, demonstrou que a L-citrulina e o NO são 

produtos da mesma reação enzimática (Hibbs et alii, 1987; Palmer e 

Moncada, 1989). Finalmente, Moncada e Palmer (1990) 

demonstraram a síntese de NO a partir da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS).

1.4.2. Biossíntese e Metabolização

Diversas células, são capazes de produzir NO, destacando-se 

células endoteliais, neurônios, neutrófilos (Fierro et alii, 1995; Wright 

et alii, 1989), macrófagos (di Rosa et alii, 1990), sinoviócitos 

(Mclnnes et alii, 1996) e condrócitos (Stadler et alii, 1991).

A biossíntese (Figura 1) de NO ocorre a partir da L-arginina e 

do oxigênio molecular, gerando NO e L-citrulina através das 

isoenzimas óxido nítrico sintase (NOS). A via é estereoespecífica 

visto que a D-arginina não funciona como substrato para a 

produção do NO. Foram detectados, até o momento, três subtipos 

de NOS; a NOS endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), ambas 
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constitutivas, e a NOS induzida (iNOS).

A via das enzimas constitutivas (cNOS) é cálcio-calmodulina 

dependente, produzindo picomoles de NO por curtos períodos de 

tempo. Sua ativação é importante na comunicação celular e 

manutenção de processos fisiológicos normais. Por outro lado, a via 

da iNOS independe de cálcio-calmodulina e produz nanomoles de 

NO por períodos prolongados e, do ponto de vista inflamatório e 

fisiopatológico, parece ser a mais importante e talvez a única 

envolvida já que. em situações inflamatórias e modelos 

fisiopatológicos ocorre a liberação de NO e ativação do gene da 

iNOS bem como a expressão da enzima em tecidos inflamados. Um 

outro diferencial entre os sistemas é que apenas a via induzida é 

afetada por glicocorticóides (Radomski et alii, 1990).

A metabolização do NO ocorre por oxidação originando nitrito 

(NO-2) e nitrato (NO3). O NO'2 é rapidamente metabolizado a nitrato 

(Ignarro, 1990).
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1.4.3. Estudo da participação do NO em processos 

fisiopatológicos

Por ser um gás instável a detecção do NO nos tecidos é difícil, 

mas possível através da quantificação dos seus metabólitos finais, 

nitrito e nitrato. Outra forma de detectar a participação do NO é por 

demonstração da ativação do gene do RNAm que leva à expressão 

da iNOS (Mohaupt et alii, 1994).

Outra forma de se avaliar o papel do NO em fenômenos 

biológicos é através do bloqueio farmacológico da produção de NO 

por meio de inbidores da síntese. Estes são análogos estruturais de 

L-arginina que atuam como falsos substratos enzimáticos e 

ocupando os sítios de ligação entre a L-arginina e a NOS. Entre os 

inibidores há o L-NMMA (Rees et alii, 1990), o N“-nitro-L-arginina- 

metil ester (L-NAME) (Rees et alii, 1990). A enzima induzida pode 

ser inibida por N5-iminoetil-L-ornitina (L-NIO) (Rees et alii, 1990) e 

aminoguanidina (Stefanovic-Racic et alii, 1995; Ridger et alii, 1997) 

O ideal seria termos inibidores específicos para a iNOS ou cNOS o 

que, tecnicamente, permitiría distinguir a participação de cada uma 

delas nos diferentes eventos estudados. A rigor, considera-se que a 
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aminoguanidina e o L-NIO sejam inibidores seletivos de iNOS. 

Adicionalmente, foi relatado a inibição seletiva da iONS através do 

composto U-1945A (uma S-metil-isotio-uréia), com elevada 

afinidade pelo tecidos nervosos, que não afetaria a nONS (Stratman 

et alii, 1996).

Outra alternativa de se detectar a participação do NO é 

através da administração de substâncias que liberem NO ao serem 

biotransformadas, como o nitroprussiato de sódio (NPS) (Fidecka e 

Lalewicz, 1997), o trinitrato de glicerila (GTN) (Shafter et alii, 1992) 

e a S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP) (Gibson et alii, 1992; 

Shafter et alii, 1992). A administração da L-arginina, aminoácido 

precursor da síntese de NO, é uma forma de reverter os efeitos dos 

inibidores enzimáticos da síntese de NO, funcionando como 

ferramenta para demonstrar especificamente participação do NO 

em eventos biológicos. Adicionalmente, a contra-prova com seu 

estereoisômero D-arginina, que não funciona como substrato, ajuda 

nos estudos das ações do NO.
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1.4.4. Ações do óxido nítrico

A via L-arginina-NO é um mecanismo vasodilatador que 

influencia a pressão arterial; inibe a aderência e agregação de 

plaquetas, leucócitos, neutrófilos e monócitos; parece participar dos 

mecanismos de neurotransmissão e plasticidade neuronal; no 

sistema nervoso periférico é apontado como transmissor não- 

adrenérgico e não-colinérgico em vários tecidos e participa dos 

mecanismos de ereção peniana (Rajfer et alii, 1992).

O NO tem efeitos citotóxicos e citostáticos que são 

importantes na defesa inespecífica do hospedeiro contra células 

tumorais e patógenos tais como bactérias, fungos e parasitas 

(metazoários e protozoários). O efeito antivirótico do IFN-y 

provavelmente deve-se à indução de NOS. A produção de NO por 

neutrófilos e monócitos é acompanhada por produção de ânion 

superóxido que reage com NO produzindo peroxinitrito, que é 

citotóxico e destrói microrganismos invasores mas pode também 

lesar tecidos do hospedeiro, quando produzido em excesso. Outros 

mecanismos de lesão celular induzidos pelo NO incluem 

nitrosilação de ácidos nucleicos e a combinação a enzimas que 
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contêm grupo heme, inclusive as envolvidas no ciclo celular 

(Ignarro, 1990).

1.4.5. Óxido nítrico e artrite

A importância do NO na artrite ainda merece estudos mais 

aprofundados pois diferentes tipos celulares, como condrócitos, 

fibroblastos, neutrófilos, sinoviócitos, macrófagos e células 

endoteliais, todas presentes nas sinovites, podem liberar NO 

(Moulton, 1996; Clancy et alii, 1998) e vários trabalhos já 

demonstraram que existe a participação do NO em artrite através 

da detecção da liberação de NO e nitrito no líquido sinovial de 

pacientes com AR (Farrell et alii, 1992; Grabowski et alii, 1996; 

Mclnnes et alii, 1996; Miyasaka e Hirata, 1997).

Foi demonstrado no modelo experimental de artrite induzida 

por Streptococcus que houve aumento da produção de NO e da 

expressão da NOS no tecido sinovial dos animais submetidos à 

artrite (McCartney-Francis et alii, 1993). Também foi observado 

melhora dos animais após tratamento com inibidores da síntese de 

NO (lalenti et alii, 1993; Connor et alii, 1994; Stefanovic-Racic et alii,
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1994) .

Adicionalmente, foi mostrada a presença de S- 

nitrosoproteínas, produto estável resultante da redução de grupos 

tióis que retêm a atividade farmacológica do NO, tanto no líquido 

sinovial quanto no soro de pacientes artríticos, fornecendo 

evidência adicional da participação do NO em artrites (Hilliquin et 

alii, 1997).

Ademais, foi observado ação do NO sobre os osteoclastos. 

Os osteoclastos são células envolvidas na reabsorção óssea e sua 

atividade está aumentada em patologias como artrite reumatóide. O 

NO, localmente, exerçe efeito inibitório sobre a atividade reabsortiva 

dos osteoclastos por um mecanismo independente de GMPc e 

diferente do efeito da calcitonina (Maclntyre et alii, 1991).

Por outro lado, há controvérsias sobre o papel pró ou anti- 

inflamatório do NO na artrite reumatóide. Por exemplo, foi 

demonstrado que a aminoguanidina, um inibidor específico da 

iNOS, suprimiu apenas a excreção urinária de nitrato sem reduzir a 

gravidade da artrite induzida por adjuvante (Stefanovic-Racic et alii,

1995) . Os mesmos autores observaram pouca eficácia tanto da 

aminoguanidina como do L-NAME, em animais submetidos à artrite 
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por adjuvante. Ainda nesta linha de argumentação, tem-se 

apontado que o NO também pode exercer efeitos claramente anti- 

inflamatórios e que contribuem para modificar o curso da artrite 

reumatóide (Miyasaka e Hirata, 1997; Clancy et alii, 1998). Todas 

estas evidências apontam para o provável envolvimento do NO em 

artropatias inflamatórias, embora ainda não esteja claro esse papel 

nos mecanismos de lesão articular.

1.4.6. Óxido nítrico e dor

Há muita controvérsia acerca da participação do NO nos 

mecanismos envolvidos na resposta nociceptiva.

O efeito antinociceptivo das drogas colinérgicas foi 

demonstrada após administração intra-cerebroventricular (Pedigo et 

alii, 1975), intratecal (Yaksh et alii, 1985) e sistêmica (Houser, 

1976). Antinocicepção periférica também foi demonstrada em 

modelos de hiperalgesia em pata de ratos (Ferreira e Nakamura 

1979b) e no método de vocalização e resposta motora de defesa a 

estímulos elétricos em cobaios (Nakamura, 1984). Foi sugerido que 

o efeito analgésico periférico dos colinérgicos estaria relacionado ao 
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aumento dos níveis de GMPc nos receptores já que foi relatado que 

o GMPc exógeno, o dibutiril-GMPc (Db-GMPc) também produz 

antinocicepção (Ferreira e Nakamura, 1979a). Realmente, 

observou-se que a acetilcolina causa acúmulo de GMPc em 

coração isolado de rato (George, 1970) e no córtex cerebral e 

cerebelo de camundongos (Ferrendelli et alii, 1970).

O efeito antinociceptivo periférico das drogas colinérgicas 

também foi demonstrado por Duarte et alii (1990a) em modelo de 

hiperalgesia em pata de ratos (Randal e Selitto, 1957) sensibilizada 

por carragenina ou prostaglandina E2. A confirmação foi feita logo 

após, no mesmo modelo, onde observou-se bloqueio da analgesia 

periférica da acetilcolina por L-NMMA, inibidor da síntese de NO, ou 

azul de metileno, inibidor de guanilato ciclase solúvel, e potenciação 

com MY 5445, inibidor da fosfodiesterase de GMPc, sugerindo que 

a analgesia periférica induzida por acetilcolina envolve a ativação 

da via L-arginina: NO:GMPc (Duarte et alii, 1990b).

Também observou-se que a morfina tem efeito antinociceptivo 

periférico via ativação de GMPc tanto no modelo de hiperalgesia em 

pata de ratos sensibilizada por prostaglandina E (Ferreira et alii, 

1991) quanto no teste da formalina em pata de ratos (Granados- 
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Soto et alii, 1997). Similarmente, foi relatado a inibição do efeito de 

dipirona e mirceno, dois analgésicos periféricos de ação direta, por 

L-NMMA e azul de metileno (Duarte et alii, 1992) reforçando a 

hipótese de participação do sistema L-arginina:NO:GMPc no 

mecanismo antinociceptivo periférico ou central.

Por outro lado, Moore et alii (1991) utilizando o teste da 

formalina, demonstraram que L-NAME, administrado pelas vias 

intraperitoneal, cerebroventricular ou oral, induziu antinocicepção de 

forma dose-dependente. No mesmo trabalho, foi demonstrado efeito 

antinociceptivo de L-NAME no teste da placa aquecida (hot plate 

test) e no modelo de contorção abdominal por ácido acético.

Outros autores também obtiveram resultados similares. Assim, 

foi demonstrado que o L-NAME provocou analgesia em modelo de 

nocicepção induzida por capsaicina (Sakurada et alii, 1996). Por 

fim, observou-se que a administração de L-NAME ou L-NMMA 

resultou em reversão da hiperalgesia induzida por bradicinina na 

pata de ratos (Nakamura et alii, 1996).

Estes dados apontam para a participação do NO na mediação 

dos fenômenos da dor inflamatória articular. No entanto, as 

controvérsias sobre o efeito analgésico ou indutor pelo NO ainda 
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carecem de investigação, particularmente no que dia respeito a dor 

articular no modelo que nos propomos estudar.

1.5. OBJETIVOS

A artrite reumatóide é uma doença que reduz 

significativamente a qualidade de vida dos indivíduos acometidos. O 

tratamento ainda é muito pouco eficiente e freqüentemente traz 

apenas alívio sintomático sem atingir a causa subjacente da 

doença. Assim, é de grande interesse buscar informações que 

permitam conhecer melhor essa patologia e elaborar novas 

abordagens terapêuticas. No que diz respeito especificamente ao 

NO, as controvérsias existentes na literatura justificam a 

investigação de suas ações, particularmente na mediação da dor 

articular. Desta forma, constitui-se objetivos deste trabalho 

investigar o papel do NO no modelo de artrite por zymosan 

analisando:

1. O envolvimento do NO na dor articular através da avaliação 

da incapacitação articular e
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2. O envolvimento de NO no influxo celular através da medida 

do influxo de leucócitos (neutrófilos e monócitos) no líquido sinovial.
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2. 0. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus norvegicus) machos ou 

fêmeas, pesando entre 170 e 210 g, fornecidos pelo Biotério Central 

do Campus do Pici-Universidade Federal do Ceará e Biotério 

Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Os animais 

receberam água e alimentação ad libitum.

2.2. Soluções, drogas e solventes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e 

propriedades analíticas.

Aminoguanidina: Sigma - USA

Azul de metileno: Sigma - USA

D-NAME: Sigma - USA

Etanol: Merck - Alemanha

Hemoglobina: Sigma - USA

Heparina: Cristália - Brasil
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L-arginina: Sigma -USA

Corante de Turk

Ácido acético glacial P.A. (Merck).........20.0 ml

Violeta de genciana................................. 2.0 ml

Água destilada q.s.p.......................... 1000.0 ml

L-NAME: Sigma - USA

Naloxona: Rhodia - USA

Nitroprussiato de sódio (NPS): Sigma - USA

Solução Salina 0.9%: Cristália - Brasil - estéril e apirogênica

2.3. Registro da incapacitação articular

2.3.1. Descrição do sistema

O modelo empregado foi descrito anteriormente (Tonussi & 

Ferreira, 1992) e sofreu adaptações em nosso laboratório 

(Magalhães et alii, 1997; Viana et alii, 1998). O sistema consiste de 

um cilindro metálico giratório de 30 cm x 50 cm (diâmetro x largura), 

que gira a uma velocidade de 3 rpm. O cilindro é dividido em três 

pistas e ligado a um fio terra (Figura 2). Os animais são calçados 
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com sapatilhas metálicas, que são colocadas nas patas posteriores, 

permitindo-se um período de deambulação para que os animais se 

habituem. A seguir, conecta-se a sapatilha direita à porta de entrada 

de dados de um microcomputador, mantendo-se a sapatilha 

esquerda para o equilíbrio do animal. O tempo em que o animal 

deambula sem tocar a superfície do cilindro é tomado como o 

Tempo de Suspensão da Pata (TSP), que é registrado no 

microcomputador, durante um período de 60 segundos, por um 

programa de aquisição de dados que foi desenvolvido em nosso 

laboratório. Dessa forma, um aumento no TSP, em relação ao 

registro basal, é tomado como refletindo incapacidade do animal 

para deambular normalmente (incapacitação articular), o que 

refletiría dor inflamatòria articular.

2.4. Indução da artrite por zymosan

A artrite foi induzida na articulação do joelho direito através da 

administração de zymosan 1 mg/intra-articular (iart) (Rocha et alii, 

IN PRESS) diluído em 50 ul de solução salina. O grupo controle 

recebeu apenas solução salina.
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Figura 2. Fotografia do sistema de registro da 

incapacitação articular. Os animais (A) são postos a deambular, 

isoladamente, sobre o cilindro giratório (B) conectado a um 
microcomputador (C), que registra o Tempo de Suspensão da Pata 

para cada animal.
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2.5. Influxo de leucócitos

Os animais foram sacrificados, sob anestesia (hidrato de 

cloral - 400 mg/kg-i.p.), por decapitação e exsangüinação. A seguir, 

procedeu-se à lavagem das articulações com salina heparinizada 

(40 Ul/ml). Uma alíquota desse lavado foi utilizada para contagem 

total de células, após diluição em líquido de Turk a 10%, em câmara 

de Neubauer. Em seguida, o lavado articular era centrifugado (500 

g/10 min.) e o sobrenadante estocado à -20°C para análise 

posterior.

2.6. Análise do edema articular

Grupos de animais foram sacrificados após 3 horas de artrite, 

quando o edema nesse modelo é máximo, conforme descrito 

anteriormente (Rocha et alii, 1996). Em seguida procedeu-se à 

retirada cirúrgica do tecido periarticular, incluindo patela e sinóvia, 

cujo peso úmido foi registrado. O material foi incubado em estufa à 

80°C por 24 horas, sendo então obtido o peso seco. A diferença 

entre peso úmido e peso seco foi tomada como refletindo edema 
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articular.

2. 7. Medida de pressão arterial média

Grupos de animais foram anestesiados com éter e submetidos 

à canulação da artéria carótida comum direita para colocação de 

uma cânula de polietileno, contendo solução salina heparinizada. 

Em seguida, após os animais estarem despertos, foram feitos 

registros da pressão arterial, por acoplamento da cânula a um 

transdutor de pressão e registrado em polígrafo da marca Marco 

Biosystems. Os resultados obtidos foram comparados a um registro 

de calibração prévia, com manômetro de pressão. As medidas, para 

os animais tratados com antagonistas de óxido nítrico, foram 

efetuadas a intervalos horários, por até 4 horas.

2.8. Dosagem de prostaglandina E2

Foi efetuada no sobrenadante dos lavados articulares 

coletados e estocados, através de ensaio imunoenzimático, 

adquirido comercialmente, conforme descrito anteriormente
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(Pradelles et alii, 1985).

2.9. Modulação farmacológica

a) L-NAME: diluído em solução salina (0.9%) nas doses de 10, 30, 

100 e 300 mg/kg-intra-peritoneal (i.p.), 1 hora antes da indução da 

artrite. Um grupo recebeu L-NAME 100 mg/kg-i.p., 2 horas após a 

indução da artrite.

b) D-NAME: diluído em solução salina (0.9%) na dose de 100 

mg/kg-i.p., 1 hora aptes da indução da artrite.

c) L-Arginina: diluída em solução salina (0.9%) na dose de 1 g/kg- 

via oral, 30 minutos antes da administração de L-NAME 100 mg/kg- 

i.p. ou isolada.

d) Aminoguanidina: diluída em solução salina (0.9%) nas doses de 

10, 30, 100 e 300 mg/kg-i.p., 1 hora antes da indução da artrite. Um 

grupo recebeu aminoguanidina 100 mg/kg-i.p., 2 horas após a 

indução da artrite.
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e) Naloxona: na dose de 1 mg/kg-i.p., 1 hora antes da 

administração de L-NAME 100 mg/kg-i.p. ou de aminoguanidina 100 

mg/kg/-i.p.

f) Nitroprussiato de sódio: diluído com solução salina (0.9%) nas 

doses de 100, 250 e 500 pg/iart 2 horas após a indução da artrite.

h) Azul de metileno: diluído com solução salina (0.9%) na dose de 

500 pg/iart 1 hora antes da indução da artrite.

i) Hemoglobina: diluída com solução salina (0.9%) na dose 30 

pmol/iart concomitante à indução da artrite.

2.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados foram expressos como média+e.p.m. Para 

comparação entre médias, utilizou-se ANOVA univariada. Para 

múltiplas comparações, seguindo-se o teste de Tukey, quando 

havia diferença entre os grupos, p<0.05 foi considerado significante.
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^Resultados
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3.0. RESULTADOS

3.1. Incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A injeção de zymosan 1 (mg) no joelho direito de ratos produz 

incapacitação articular dose e tempo dependente (Figura 3) com 

pico entre a 3a e 4a hora após a indução da artrite, com o Tempo de 

Suspensão da Pata (TPS) de 41.2 segundos (s), em comparação 

ao controle, cujo TSP é de 9.9 s.

3.1.2. Efeito da administração de L-NAME sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de L-NAME 1 hora antes da indução da 

artrite inibiu, de forma significante (p<0.05) e dose-dependente, a 

incapacitação articular medida entre a 3a e 4a hora de artrite, nas 

doses de 30, 100 e 300 mg/kg-i.p. (Figura 4) sendo 22.3%, 51.2% e 

49.8% menor em relação ao grupo não-tratado (p<0,05). Em 
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experimentos posteriores, utilizou-se a dose de 100 mg/kg-i.p., por 

ter reduzido a incapacitação articular de forma reprodutível e não ter 

havido diferença em relação à dose de 300 mg/kg-i.p.

3.1.3. Efeito da administração de L-arginina e L-NAME sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração prévia de L-arginina 1 g/kg-v.o. reverteu o 

efeito do L-NAME 100 mg/kg-i.p., sobre a incapacitação articular. 

Apenas L-arginina pão alterou a incapacitação articular quando 

comparada com o grupo não-tratado (p>0.05) (Figura 5).

3.1.4. Efeito da administração de D-NAME sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de D-NAME 100 mg/kg-i.p. 1 hora antes da 

indução da artrite não inibiu a incapacitação articular na artrite 

induzida por zymosan (p>0.05) (Figura 4).
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Figura 3. Tempo de incapacitação articular em ratos submetidos a 

artrite experimental induzida por zymosan. A artrite foi induzida através 

da administração de zymosan nas doses de 250, 500, 1000 ou 2000 y.g no 

joelho direito dos animais e a incapacitação articular foi registrada até a 6a hora 

através do Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos, representado 

no gráfico. O grupo controle recebeu apenas salina. Os dados representam a 

média+EPM (n=6). * p<0.05 em relação ao grupo salina (ANOVA).
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Zymosan 1 mg

Figura 4. Efeito da administração de L-NAME (LN) ou D-NAME (DN) 
sobre a incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida 

por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da 

administração de zymosan 1 mg/iart. LN, nas doses de 10, 30, 100 e 300 

mg/kg-i.p., ou DN 100 mg/kg-i.p., foi administrado 1 hora antes da indução da 

AZy. A IA foi registrada até a 6a hora através do Tempo de Suspensão da Pata 

(TSP), em segundos. No gráfico, o TSP representa o pico de IA, registrado 
entre a 3a e 4a hora. O grupo controle (C) representa os animais sem artrite. Os 

dados representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo não- 
tratado (-) (ANOVA).
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LN DN

Zymosan 1 mg

Figura 4. Efeito da administração de L-NAME (LN) ou D-NAME (DN) 
sobre a incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida 

por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da 

administração de zymosan 1 mg/iart. LN, nas doses de 10, 30, 100 e 300 

mg/kg-i.p., ou DN 100 mg/kg-i.p., foi administrado 1 hora antes da indução da 

AZy. A IA foi registrada até a 6’ hora através do Tempo de Suspensão da Pata 

(TSP), em segundos. No gráfico, o TSP representa o pico de IA, registrado 
entre a 3a e 4a hora. O grupo controle (C) representa os animais sem artrite. Os 

dados representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo não- 

tratado (-) (ANOVA).
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Figura. 5. Efeito da administração de L-arginina (L-ARG) e L-NAME 
(LN) sobre a incapacitação articular (IA) na artrite experimental 
induzida por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da 

administração de zymosan 1 mg/iart. L-ARG 1g/kg-v.o. foi administrada 30 
minutos antes de LN 100 mg/k-i.p. LN foi administrado 1 hora antes da indução 

da AZy. A IA foi registrada até a 6a hora através do Tempo de Suspensão da 

Pata (TSP), em segundos. No gráfico, o TSP representa o pico de IA, 

registrado entre a 3a e 4a horas. O grupo controle (C) representa os animais 

sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação 

ao grupo não-tratado(-) (ANOVA).
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3.1.5. Efeito da administração de aminoguanidina sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de aminoguanidina 1 hora antes da indução 

da artrite inibiu, de forma significante (p<0.05) e dose dependente a 

incapacitação articular medida entre a 3a e 4a hora de artrite, nas 

doses de 30, 100 e 300 mg/kg (Figura 6) sendo 44.9%, 52.9% e 

53.2% menor em relação ao grupo não-tratado, respectivamente. 

Em experimentos posteriores, utilizou-se a dose de 100 mg/kg, em 

virtude de ter reduzido a incapacitação articular de forma 

reprodutível e não ter havido diferença significante em relação à 

dose de 300 mg/kg-i.p.

3.1.6. Efeito da administração de L-NAME ou aminoguanidina 

sobre a incapacitação articular após a indução da artrite 

experimental por zymosan em ratos

A administração de L-NAME ou aminoguanidina 100 mg/kg- 

i.p. 2 horas após a indução da artrite induzida por zymosan não 

modificou a incapacitação articular em relação ao grupo não-tratado
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(p>0.05) (Figura 7).

3.1.7. Efeito da administração de naloxona e L-NAME ou 

aminoguanidina sobre a incapacitação articular na artrite 

experimental induzida por zymosan em ratos

A administração prévia de naloxona 1 mg/kg-i.p. reverteu o 

efeito do L-NAME ou aminoguanidina 100 mg/kg-i.p., administrado 1 

hora antes da indução da artrite, sobre a incapacitação articular na 

artrite induzida por zymosan (Figura 8).

■f

3.1.8. Efeito da administração de nitroprussiato de sódio sobre 

a incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de nitroprussiato de sódio, 2 horas após a 

indução da artrite, inibiu de forma significante (p<0.05) e dose- 

dependente a incapacitação articular na dose 500 p.g/iart (Figura 9), 

sendo 42.0% menor em relação ao grupo não-tratado.
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Aminoguanidina

Zymosan 1 mg

Figura 6. Efeito da administração de aminoguanidina sobre a 

incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida por 
zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da administração de 

zymosan 1 mg/iart. Aminoguanidina foi administrado nas doses de 10, 30, 100 

e 300 mg/kg-i.p. 1 hora antes da indução da AZy. A IA foi registrada até a 6a 

hora através do Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. No gráfico 

o TSP representa o pico de IA, registrado entre a 3a e 4a hora. O grupo controle 

(C) representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM 

(n=6). *p<0,05 em relação ao grupo não-tratado (-)(AN0VA).
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Figura 7. Efeito do tratamento com L-NAME (LN) ou aminoguanidina 

(AMG) sobre a incapacitação articular (IA) após a indução da artrite 

experimental por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através 

da administração de zymosan 1 mg/iart. LN ou AMG foi administrado na dose 

de 100 mg/kg-i.p. 2 horas após a indução da AZy. A IA foi registrada até a 6a 

hora através do Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. No 

gráfico, o TSP representa o pico de IA, registrado entre a 3a e 4a hora. O grupo 

controle (C) representa os animais sem artrite. Os dados representam a 
média+EPM (n=6).
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Zymosan 1 mg/kg

Figura 8. Efeito da administração de naloxona e L-NAME (LN) ou 

aminoguandina (AMG) sobre a incapacitação articular (IA) na artrite 

experimental induzida por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi 

induzida através da administração de zymosan 1 mg/iart. Naloxona 1 mg/kg-i.p. 

foi administrada 1 hora antes de LN 100 mg/kg/i.p. ou AMG 100 mg/kg-i.p. LN 

ou AMG foi administrado 1 hora antes da indução da AZy. A IA foi registrada 
até a 6a hora através do Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. 

No gráfico, o TSP representa o pico de IA, registrado entre a 3* e 4‘ hora. O 

grupo controle (C) representa os animais sem artrite. Os dados representam a 

média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA).
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Zymosan 1 mg

Figura 9. Efeito da administração de nitroprussiato de sódio (NPS) 
sobre a incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida 

por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da 

administração de zymosan 1 mg/iart. NPS foi administrado nas doses de 100, 

250 e 500 gg/iart., na 2a hora de AZy. A IA foi registrada até a 6a hora através 

do Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. No gráfico, o TSP 
representa o pico de IA, registrado entre a 3a e 4a hora. O grupo controle (C) 

representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). 

* p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA).
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3.1.9. Efeito da administração de azul de metileno sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de azul de metileno, na dose de 500 p.g/iart, 1 

hora antes da indução da artrite, inibiu significatemente (p<0.05), a 

incapacitação articular na artrite por zymosan (Figura 10) sendo 

56.3% menor em relação ao grupo não-tratado.

3.1.10. Efeito da administração de hemoglobina sobre a 

incapacitação articular na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de hemoglobina, na dose de 30 pmol/iart 

concomitante a indução da artrite, não inibiu a incapacitação 

articular na artrite por zymosan (p>0.05) (Figura 11).

3.2. Influxo de leucócitos

O influxo de leucócitos para o foco inflamatório é máximo na 

6a hora após a administração de zymosan (Tabela 1) e se compõe, 

principalmente, de neutrófilos (> 80%) , sendo de 4.8 x 103/mm3, em 
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comparação ao controle, que é de 0.3 x 103/mm3, com predomínio 

de mononucleares.

A título de ilustração demonstramos um corte histológico onde 

podemos observar o intenso infiltrado celular resultante da 

administração de zymosan intra-articular (Figura 12).

3.2.1. Efeito da administração de L-NAME sobre o influxo de 

leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan em 

ratos

A administração de L-NAME 1 hora antes da indução da 

artrite inibiu, de forma significante (p<0.05) e dose-dependente o 

influxo de leucócitos medido na 6a hora de artrite, sendo de 2.5 x 

103/mm3, 0.9 x 103/mm3 e 1.3 x 103/mm3, para as doses de 30, 100 

e 300 mg/kg-i.p (Figura 13), sendo 47.9%, 81.2% e 72.9% menor 

em relação ao grupo não-tratado, respectivamente. Em 

experimentos posteriores, utilizou-se a dose de 100 mg/kg-i.p por 

ter reduzido o influxo de leucócitos de forma reprodutível e não ter 

havido diferença significante em relação à dose de 300 mg/kg-i.p.
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Figura 10. Efeito da administração de azul de metileno sobre a 

incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida por 
zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da administração de 

zymosan 1 mg/iart. Azul de metileno foi administrado nas doses 500 pg/iart 1 

hora antes da indução da AZy. A IA foi registrada até a 6a hora através do 

Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. No gráfico o TSP 

representa o pico de IA, registrado entre a 3a e 4a hora. O grupo controle (C) 

representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). 

*p<0,05 em relação ao grupo não-tratado (-)(ANOVA).
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Figura 11. Efeito da administração de hemoglobina sobre a 

incapacitação articular (IA) na artrite experimental induzida por 
zymosan (AZy) em ratos . A artrite foi induzida através da administração de 

zymosan 1 mg/iart. Hemoglobina foi administrada na dose de 30 jimol/iart. 1 

hora antes da indução da AZy. A IA foi registrada até a 6* hora através do 

Tempo de Suspensão da Pata (TSP), em segundos. No gráfico, o TSP 
representa o pico de IA, registrado entre a 3a e 4a hora. O grupo controle (C) 

representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). 

* p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA).
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Tabela 1. Artrite experimental induzida por zymosan em ratos

Aumento do influxo de leucócitos

Células x 10 3/mm3

3a hora 4a hora 6a hora

Controle 0.12+0.69 0.11+0.80 0.13+0.49

Não-tratado 1.6+1.17* 1.7+1.82* 9.2+4.60*

A artrite foi induzida através da administração de zymosan (1 mg) 

no joelho direito dos animais. O controle recebeu salina intra- 

articular. A contagem das células no exsudato sinovial foi feita em 

câmara de Neubauer na terceira, quarta e sexta hora após a 

administração do estímulo. Os dados representam a média+DP de 

pelo menos cinco experimentos.* p<0.01 em relação ao grupo 

controle (ANOVA).
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Figüra 12. Fotomicrografia da região periarticular de joelho de 

ratos. A artrite foi induzida através da administração de zymosan (1 mg) 

na articulação do joelho direito. Os animais foram sacrificados 6 horas 

após a injeção do estímulo. Observa-se intenso influxo celular (b), em 

comparação com os animais controle (a) que receberam apenas salina. 

HE, 100x.
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Zymosan 1 mg

Figura. 13 - Efeito da administração de L-NAME (LN) ou D-NAME (DN 

sobre o influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por 
zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da administração de 

zymosan 1 mg/iart. LN, nas doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg-i.p., ou DN 100 

mg/kg-i.p., foi administrado 1 hora antes da indução da AZy e o lavado articular 

foi coletado na 6a hora para contagem do número total de células, representado 

no gráfico. O grupo controle (C) representa os animais sem artrite. Os dados 

representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) 

(ANOVA).
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3.2.2. Efeito da administração de L-arginina e de L-NAME sobre 

o influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração prévia de L-arginina 1 g/kg-v.o. reverteu 

o efeito do L-NAME 100 mg/kg-i.p., administrado 1 hora antes da 

indução da artrite por zymosan, sobre o influxo de leucócitos na 

artrite por zymosan. L-arginina, sozinha, não alterou o influxo de 

leucócitos em comparação com o controle (p>0.05) (Figura 14).

3.2.3. Efeito da administração de D-NAME sobre o influxo de 

leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan em 

ratos

A administração de D-NAME 100 mg/kg-i.p., 1 hora antes da 

indução da artrite, não inibiu o influxo de leucócitos na artrite por 

zymosan (p>0.05) (Figura 13).

3.2.4. Efeito da administração de aminoguanidina sobre o 

influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por



66

zymosan em ratos

A administração de aminoguanidina 1 hora antes da indução 

da artrite inibiu, de forma significante (p<0.05) e dose-dependente o 

influxo de leucócitos medido na 6a hora de artrite, sendo de 2.1 x 

103/mm3, 1.2 x 103/mm3 e 1.5 x 103/mm3, nas doses de 30, 100 e 

300 mg/kg-i.p. (Figura 15), sendo 56.2%, 75.0% e 68.8% menor em 

relação ao grupo não-tratado, respectivamente. Em experimentos 

posteriores, utilizou-se a dose de 100 mg/kg-i.p. em virtude de ter 

reduzido o influxo de leucócitos de forma reprodutível e não ter 

havido diferença significante em relação à dose de 300 mg/kg-i.p.

3.2.5. Efeito da administração de L-NAME ou aminoguanidina 

sobre o influxo de leucócitos após a indução da artrite 

experimental por zymosan em ratos

A administração de L-NAME ou aminoguanidina 100 mg/kg- 

i.p. 2 horas após a indução da artrite por zymosan não modificou o 

influxo de leucócitos em relação ao grupo não-tratado (p>0.05) 

(Figura 16).
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LN 100 mg/kg

Zymosan 1 mg

Figura. 14. Efeito da administração de L-arginina (L-ARG) e L-NAME 

(LN) sobre o influxo de leucócitos na artrite experimental induzida 

por - zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da 

administração de zymosan 1 mg/iart. L-ARG 1g/kg-v.o. foi administrada 30 

minutos antes de LN 100 mg/kg-i.p. LN foi administrado 1 hora antes da 
indução da artrite e o lavado articular foi coletado na 6a hora para contagem do 

número total de células, representado no gráfico. O grupo controle (C) 
representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). 

* p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA
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Aminoguanidina

Zymosan 1 mg

Figura 15. Efeito da administração de aminoguanidina sobre o influxo 

de leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan (AZy) em 

ratos. A artrite foi induzida através da administração de zymosan 1 mg/iart. 

Aminoguanidina foi administrado nas doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg-i.p. 
1 hora antes da indução da AZy e o lavado articular foi coletado na 6a hora 

para contagem do número total de células, representado no gráfico. O 

grupo controle (C) representa os animais sem artrite. Os dados 
representam a média+EPM (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo não-tratado 

(-)(ANOVA).
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Figura 16. Efeito do tratamento com L-NAME (LN) ou 
aminoguanidina (AMG) sobre o influxo de leucócitos após a indução 

da artrite experimental por zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi 

induzida através da administração de zymosan 1 mg/iart. LN ou AMG foi 

administrado na dose de 100 mg/kg-i.p. 2 horas após a indução da AZy e o 

lavado articular foi coletado na 6a hora para contagem do número total de 

células, representado no gráfico. O grupo controle (C) representa os animais 
sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). *p<0,05 em relação ao 

grupo não-tratado (-)(ANOVA).
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3.2.6. Efeito da administração de nitroprussiato de sódio sobre 

o influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de nitroprussiato de sódio, nas doses de 100, 

250 e 500 jig/iart, 2 horas após a indução da artrite, não inibiu o 

influxo de leucócitos na artrite por zymosan (p>0.05) (Figura 17).

3.2.7. Efeito da administração de azul de metileno sobre o 

influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por 

zymosan em ratos

A administração de azul de metileno, na dose de 500 jig/iart, 1 

hora antes da indução da artrite, inibiu significatemente (p<0.05), o 

influxo de leucócitos na artrite por zymosan (Figura 18) sendo 

70.8% menor em relação ao grupo não-tratado.

3.2.8. Efeito da administração de hemoglobina sobre o influxo 

de leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan em 

ratos.
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A administração de hemoglobina, na dose de 30 pmol/iart 

concomitante a indução da artrite, não inibiu o influxo de leucócitos 

na artrite por zymosan (p>0.05) (Figura 19).

3.3. Efeito de inibidores da síntese de óxido nítrico sobre o 

edema articular

A diferença média observado entre o peso seco e o peso 

úmido no grupo controle foi de 69,2+4,8 g enquanto no grupo não- 

tratado a administração de zymosan (1mg) induziu um aumento da 

diferença média para 142+8,0 g (Tabela 2).

3.3.1. Efeito de L-NAME ou aminoguanidina sobre o edema 

articular na artrite experimental induzida por zymosan em ratos

A administração de L-NAME ou aminoguanidina 100 mg/kg-i.p 

não alterou (p>0.05) o edema articular em relação ao grupo não- 

tratado (Tabela 2).



72

NPS

Zymosan 1 mg

Fig. 17 - Efeito da administração de nitroprussiato de sódio (NPS) 
sobre o influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por 
zymosan (AZy) em ratos. A artrite foi induzida através da administração de 

zymosan 1 mg/iart. NPS foi administrado nas doses de 100, 250 e 500 ng/iart. 

na 2a hora de AZy e o lavado articular foi coletado na 6a hora para contagem do 

número total de células. O grupo controle (C) representa os animais sem artrite.

Os dados representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em relação ao grupo 

não-tratado(-)
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Figura 18. Efeito da administração de azul de metileno sobre o 

influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan 

(AZy). em ratos. A artrite foi induzida através da administração de zymosan 1 

mg/iart. Azul de metileno foi administrado na dose de 500 pg/iart 1 hora antes 

da indução da AZy e o lavado articular foi coletado na 6a hora para contagem 

do número total de células, representado no gráfico. O grupo controle (C) 
representa os animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). 

* p<0,05 em relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA
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Figura. 19 - Efeito da administração de hemoglobina (HB) sobre o 

influxo de leucócitos na artrite experimental induzida por zymosan 

em ratos. A artrite foi induzida através da administração de zymosan 1 

mg/iart. HB foi administrada na dose de 30 pmol/iart. concomitante a indução 

da AZy e o lavado articular foi coletado na 6a hora para contagem do número 

total de células, representado no gráfico. O grupo controle (C) representa os 
animais sem artrite. Os dados representam a média+EPM (n=6). * p<0,05 em 

relação ao grupo não-tratado(-) (ANOVA).



75

Tabela 2. Efeito de L-NAME ou aminoguanidina sobre edema 

articular na artrite experimental induzida por zymosan em ratos

Edema (g)

Controle Não-tratado L-NAME Aminoguanidina

69.2+4,8 142.3+8,0 154.9+18 171.3+15.5

A AZy foi induzida através da administração de zymosan (1mg) no 

joelho direito dos animais. Grupos foram tratados com L-NAME 100 

mg/kg-i.p. ou aminoguanidina 100 mg/kg-i.p. O controle recebeu 

salina intra-articular. O edema articular, em gramas (g), foi obtido 

através da diferença entre peso úmido e peso seco de tecido 

periarticular e sinóvia após a 3a hora da AZy. Os dados representam 

a média+DP (n=6).
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3.4. Efeito de inibidores da síntese de NO sobre a pressão 

arterial média de ratos

3.4.1 Efeito de L-NAME sobre a pressão arterial média de ratos

O tratamento com L-NAME 100 mg/kg elevou 

significantemente (p<0.05) a pressão arterial média dos animais em 

relação ao grupo controle, que recebeu apenas salina, sendo de 

144.5+3.3 mmHg na dose de 100 mg/kg-i.p. (Tabela 3).

3.4.2. Efeito de aminoguanidina sobre a pressão arterial média 

de ratos

O tratamento com aminoguanidina 100 mg/kg-i.p. não alterou 

significatemente (p>0.05) a pressão arterial média dos animais em 

relação ao grupo controle, que recebeu apenas salina, sendo de 

101.3^1.7 mmHg na dose de 100 mg/kg-i.p. (Tabela 3).

3.5. Efeito de inibidores da síntese de óxido nítrico sobre a 

liberação de prostaglandina E2 na artrite experimental induzida
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por zymosan em ratos

3.5.1 Efeito de L-NAME ou aminoguanidina sobre a liberação de 

prostaglandina E2 no lavado articular na artrite experimental 

induzida por zymosan em ratos

A administração de L-NAME ou aminoguanidina 100 mg/kg-i.p 

não alterou a liberação de prostaglandina E2 no lavado articular, 

colhido na 6a h de artrite por zymosan, quando comparado com o 

grupo não-tratado (p>0.05) (Tabela 4).
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Tabela 3. Efeito de L-NAME ou aminoguanidina sobre a pressão 

arterial média de ratos

Pressão Arterial (mmHg)

Controle L-NAME Aminoguanidina

96.0+4 153.0+7* 97.6+4

Grupos de animais foram tratados com L-NAME ou aminoguanidina 

100 mg/kg-i.p. O controle recebeu salina intra-articular. A pressão 

arterial média, em mmHg, representa o valor máximo obtido entre o 

momento da administração das drogas até a 6a hora de artrite. Os 

dados representam a média+DP (n=6).*p<0,05 em relação ao grupo 

controle (ANOVA).
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Tabela 4. Efeito de L-NAME ou aminoguanidina sobre a 

liberação de prostaglandina E2 no lavado articular na artrite 

experimental induzida por zymosan em ratos

Prostaglandina (pg/ml)

Controle Não-tratado L-NAME Aminoguanidina

99.0+47* 550.2+364 1375+523* 549.6+256

A artrite foi induzida por administração de zymosan (1 mg) no joelho 

direito dos animais. Grupos foram tratados com L-NAME ou 

aminoguanidina 100 mg/kg-i.p. O controle recebeu salina intra- 

articular. PGE2 foi medida, por ensaio imunoenzimático, no lavado 

articular após 6 horas de artrite. Os dados representam a 

média+DP de pelo menos três animais.* p<0.05 em relação ao 

grupo não-tratado (ANOVA).
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4.0. DISCUSSÃO

A primeira parte do presente estudo compreendeu a execução 

do modelo de artrite experimental induzida por zymosan em ratos 

enfocando aspectos da fase aguda, com o objetivo de reproduzir 

achados relatados neste e em outros modelos de artrite (Magalhães 

et alii, 1997; Viana et alii, 1998).

A injeção de zymosan (1 mg) no joelho de animais provocou 

reação inflamatória intensa, caracterizada por aumento de 

permeabilidade vascular, influxo de leucócitos, liberação de 

prostaglandina E2 (PGE2) e incapacitação articular.

O influxo de leucócitos para o interior da cavidade articular se 

iniciou a partir das três horas de artrite e foi máximo na sexta hora, 

com predomínio de polimorfonucleares neutrófilos. O aumento de 

permeabilidade vascular, avaliado pela medida da diferença entre 

peso úmido e peso seco do tecido sinovial e periarticular, o que 

traduz'edema local, foi máximo após três horas de artrite. No intuito 

de demonstrar a liberação de mediadores inflamatórios, 

determinamos a concentração de PGE2 no líquido sinovial na sexta 

hora de artrite, tempo que corresponde ao pico do influxo de
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leucócitos.

Abordando um parâmetro indireto de dor inflamatória articular, 

avaliado pelo teste de incapacitação articular, obtivemos que a 

incapacitação articular se inicia a partir da segunda hora de artrite, 

tornando-se máxima entre a terceira e quarta horas após aplicacão 

do estímulo. Apesar de ser signiflcantemente menor na sexta hora, 

a incapacitação articular ainda persiste até esse tempo, quando o 

tempo de suspensão da pata do animal ainda é maior que o valor 

obtido no tempo basal.

Em uma abordagem geral, recapitulamos os achados já 

obtidos na artrite induzida por zymosan tanto por nosso grupo como 

por outros autores. Realmente, foi demonstrado que o pico do 

influxo celular ocorre na sexta hora de artrite, tanto na artrite por 

zymosan (Rocha et alii, IN PRESS) como em outros modelos tais 

como na artrite induzida por imunocomplexos (Rocha et alii, 1996), 

ocorrendo redução nesse influxo a partir de vinte e quatro horas de 

artrite: No que diz respeito ao edema, nosso grupo demonstrou 

ocorrência do pico na terceira hora de artrite, medindo o aumento 

de permeabilidade vascular através da quantificação do

extravasamento do azul de Evans no interior da cavidade articular 
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(Rocha et alii, IN PRESS). Corroborando este achado, avaliamos, 

no presente estudo, o edema articular através da diferença entre o 

peso seco e o peso úmido do tecido periarticular. De forma similar, 

a cinética de liberação de PGE2 aqui observado é semelhante ao 

demonstrado por Gegout et alii (1995), que também utilizou modelo 

de artrite por zymosan em ratos assim como na artrite induzida por 

antígeno em coelhos (de Brum-Fernandes et alii, 1992) e na artrite 

induzida por imunocomplexos em ratos (Rocha et alii, 1996)

Com relação a dor articular, Tonussi e Ferreira (1992), 

modificando o modelo descrito inicialmente por Bustamente (1982) 

e empregando > como agente inflamatório a carragenina, 

quantificaram-na através da medida de incapacitação articular. 

Tonussi e Ferreira (1992) introduziram um sistema de aquisição de 

dados baseado em computador e conseguiram eliminar a 

subjetividade do observador, freqüentemente apontado como 

importante fator de erros na análise dos dados. O grupo do 

professor Ronaldo Ribeiro, em colaboração com o professor Marcos 

Vale, ambos do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

Universidade Federal do Ceará, adaptou e pôs em funcionamento o 

modelo de incapacitação articular com aferição por computador 
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usando o mesmo estímulo inflamatório, a carragenina (Magalhães 

et alii, 1997) ou usando, de forma pioneira, um outro estímulo 

inflamatório, o zymosan (Viana et alii, 1998). Os dados do nosso 

trabalho confirmam os resultados relatados nos trabalhos anteriores 

no que diz respeito aos parâmetros inflamatórios na artrite por 

zymosan, particularmente incapacitação articular.

A administração de inibidores de óxido nítrico, na forma de 

pré-tratamento, aos animais submetidos a artrite por zymosan, 

reduziu a incapacitação articular de forma dose-dependente, não 

havendo aumento no bloqueio quando se aumentou a dose para 

300 mg/kg-i.p., seja para o grupo tratado com L-NAME, seja para o 

grupo tratado com aminoguanidina. Vale ressaltar que a co- 

administração de L-arginina, substrato da produção de NO, foi 

capaz de reverter os efeitos observados nos animais tratados com 

L-NAME. Ainda, o pré-tratamento com D-NAME, estereoisômero 

inativo de L-NAME, em dose igual a máxima efetiva de L-NAME, 

também não afetou a incapacitação articular. Juntos, os dados 

permitem concluir que a inibição da síntese de NO modificou, 

reduzindo a Incapacitação articular na artrite por zymosan. Esse 

efeito deve-se, provavelmente, a ação específica sobre o bloqueio 
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da óxido nítrico sintase (NOS), uma vez que pode ser revertido por 

L-arginina. O fato de a administração de D-NAME não ter alterado a 

incapacitação articular reforça a hipótese de ação específica sobre 

a produção de NO.

Interessante notar que o bloqueio sobre a incapacitação 

articular foi obtido tanto quanto se administrou um inibidor 

inespecífico, L-NAME, da NOS constitutiva (cNOS) ou induzida 

(iNOS), como nos animais tratados com uma substância que é 

admitida como tendo bloqueio seletivo sobre a iNOS, a 

aminoguanidina. Embora haja controvérsias, vários grupos admitem 

que a aminoguanidina exerce bloqueio específico sobre a iNOS 

(Griffiths et alii, 1993; Misko et alii, 1993). Em modelo de contração 

de músculo liso foi relatado que a aminoguanidina, na dose de 300 

prnol, reduziu significativamente a sensibilidade do músculo liso, 

sensibilizado por endotoxina, ao relaxamento por L-arginina sem 

afetar o relaxamento máximo sugerindo inibição específica da iNOS 

(Griffrths et alii, 1993). Similarmente, um estudo da ordem de 

potência de inibidores de NO contra as enzimas iNOS (induzida em 

macrófagos e monócitos) ou cNOS (neuronal ou endotelial) concluiu 

que a aminoguanidina inibe seletivamente a iNOS quando 
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comparada com L-NMMA, um inibidor específico da cNOS (Misko et 

alii, 1993). Entretanto, Lazlo et alii, (1995) em modelo de 

permeabilidade vascular induzido por endotoxina, propôs que a 

aminoguanidina, numa faixa de dose de 12.5-50 mg/kg-s.c., inibe, 

inespecificamente, ambas as enzimas NOS (a constitutiva e 

induzida). Eles observaram redução do fluxo vascular e reversão 

deste efeito através do tratamento prévio com L-arginina. 

Reforçando a hipótese defendida pelos autores, a aminoguanidina, 

na dose de 50 mg/kg-s.c. elevou a pressão arterial (Lazlo et alii, 

1995). No entanto, para avaliar a competição entre L-arginina e 

aminoguanidina, foi estudado o papel da aminoguanidina no 

relaxamento induzido por L-arginina em anéis de artéria de ratos 

pré-contraídas por endotoxina e observou-se que o tratamento com 

L-arginina promovia relaxamento dose-dependente (Griffiths et alii, 

1993). Este achado é consistente com estudos em aorta de ratos 

demonstrando que a atividade da iNOS pode ser limitada através do 

fornecimento de L-arginina extracelular (Schini e Vanhoutte, 1991; 

Julou-Schaeffer et alii, 1990). Adicionalmente, a dose máxima de 

aminoguandinina é cerca de 10 vezes a máxima de L-NMMA, 

inibidor específico da cNOS. No que diz respeito a pressão arterial 
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seria interessante um registro prolongada da pressão arterial e uso 

de outras vias de administração a fim de confirmar este efeito. Por 

fim, salientamos que, em nosso modelo experimental, apenas L- 

NAME, na dose máxima efetiva sobre a incapacitação articular (100 

mg/kg), elevou a pressão arterial reforçando a nossa proposta de 

que, no modelo de artrite por zymosan, a aminoguanidina inibe, 

seletivamente, a iNOS.

A analgesia produzida por inibidores da síntese de NO 

também foi proposto por outros autores. Moore et alii (1991) 

empregando o modelo de hiperalgesia induzida por formalina em 

pata de rato e o teste de contorção induzida por ácido acético, 

demonstraram efeito antinociceptivo através dos inibidores da 

síntese de NO em ambos os modelos. Similarmente, a ação 

analgésica de inibidores de NO foi observada nos modelos de 

lambidas induzida por capsaicina em camundongos (Sakurada et 

alii, 1996), na hiperalgesia induzida por bradicinina (Nakamura et 

alii, 1996) ou através do emprego de estimulação térmica (Lawand 

et alii, 1997).

Ainda a este respeito, em nosso laboratório, demonstramos 

que L-NAME e aminoguanidina, na dose de 100 mg/kg-i.p., inibiram 
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em 58.3% e 64.4%, respectivamente, as contorções abdominais 

induzidas por zymosan, em camundongos, em relação ao controle 

(p<0.05) (dados não publicados).

Por outro lado, Duarte et alii (1990b), utilizando o modelo de 

pressão de pata de ratos (Randall e Selitto, 1957) sensibilizadas por 

carragenina ou PGE2, propuseram que a ação analgésica periférica 

da acetilcolina envolve a participação de NO via estimulação de 

GMPc, o que ajudaria a explicar a ação de analgésicos periféricos 

como dipirona e mirceno (Duarte et alii, 1992). Esta controvérsia 

provavelmente deve-se ao fato de os modelos experimentais serem 

distintos, bem como variações na via de administração haja visto 

que Ferreira et alii (1991) obtiveram analgesia através da 

administração de nitroprussiato de sódio, um gerador não- 

enzimático de NO, enquanto em nosso modelo experimental 

empregamos os inibidores da síntese de NO de forma sistêmica e 

como pré-tratamento. É importante destacar que, em nossos 

experimentos, o tratamento com L-NAME ou aminoguanidina, após 

a indução da artrite, não logrou reverter a incapacitação articular o 

que sugere que a analgesia promovida pelo pré-tratamento com 

esses compostos pode ter sido devido a efeito inespecífico, 
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reduzindo a resposta inflamatòria como um todo. Desta forma, uma 

vez desencadeada a artrite, a inibição da síntese de NO, per se, 

não teve efeito analgésico. De fato, quando se administrou 

nitroprussiato de sódio duas horas após a indução da artrite, 

obteve-se praticamente abolição da incapacitação articular, sem 

que fosse alterado o influxo de células. Esse dado, aparentemente 

contraditório, sugere que a liberação de NO, por um doador 

exógeno, teve ação analgésica específica na artrite por zymosan. O 

mecanismo preciso operante nesses achados ainda demanda 

investigação.

Em conjunto, estes dados apontam para a ação analgésica de 

antagonistas de NO através de ação direta, por inibir a ativação dos 

nociceptores, ou indiretamente, afetando as células residentes 

articulares pois o influxo celular na artrite por zymosan inicia-se na 

terceira hora e atinge o pico por volta da sexta hora enquanto a
»

incapacitação articular atinge o pico entre a terceira e quarta horas. 

De fato, foi proposto que a incapacitação articular na artrite por 

zymosan independe da participação de polimorfonucleares 

neutrófilos e se deve à estimulação de nociceptores localizados em 

estruturas periarticulares (Rocha et alii, IN PRESS).
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Ainda com relação aos nossos resultados, a co-administração 

de naloxona, um antagonista opióide, reverteu de maneira 

significativamente o bloqueio da incapacitação articular induzido por 

L-NAME ou aminoguanidina levando-nos a supor que o possível 

efeito analgésico dos inibidores de NO na artrite por zymosan se dê 

por liberação de opióides endógenos.

A naloxona é um antagonista específico que se liga 

particularmente a receptores opióides do tipo p. Tem curta duração 

de ação, cerca de uma a duas horas após injeção e inibe 

dramaticamente a ação da morfina em apenas 1 a 3 minutos após 

sua injeção (Rang ,et alii, 1997). Assim, a reversão do efeito 

analgésico provocado pela naloxona observado nos animais que 

receberam L-NAME ou aminoguanidina pode ter sido devido a 

bloqueio de receptores opióides do tipo p. No entanto, não nos é 

possível discernir se o efeito analgésico dos inibidores de NOS se 

deu por ação direta, o que entretanto é pouco provável, ou através 

da liberação de um mediador opióide endógeno (Machelska et alii, 

1997).

Semelhante ao que foi observado para a incapacitação 

articular, tanto L-NAME quanto aminoguanidina inibiram de forma 
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significante e dose-dependente o influxo de leucócitos na artrite por 

zymosan, em doses semelhantes às necessárias para inibir a 

incapacitação articular. Da mesma forma, essa ação provavelmente 

deveu-se a inibição específica da síntese de NO pois a co- 

administração de L-arginina reverteu o efeito inibitório do L-NAME, 

enquanto o estereoisômero inativo D-NAME não alterou o influxo de 

leucócitos. Similarmente, o bloqueio do influxo de leucócitos nos 

animais tratados com aminoguanidina sugere que NO participa na 

mediação deste evento na artrite por zymosan, provavelmente, via 

ativação da iNOS.

A redução do influxo celular por inibidores da síntese de NO 

também já foi demonstrada no modelo de artrite induzida por 

antígeno em coelhos, no qual a administração crônica de L-NAME, 

na dose de 20 mg/kg/d via oral, reduziu o influxo celular (de Mello et 

alii, 1997). Resultado similar foi observado em outros modelos
»

experimentais. Assim, foi demonstrado que a administração local de 

L-NAME, em várias doses, inibiu o acúmulo de eosinófilos e 

neutrófilos induzido na pele de cobaios por plasma ativado por 

zymosan, PAF e reação de anafilaxia (Teixeira et alii, 1993). No 

modelo de pleurisia induzida em ratos (Tracey et alii, 1995; Ferreira 
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et alii, 1996; Menezes de Lima Jr. et alii, 1997) ou em ratos 

previamente sensibilizados por ovoalbumina (Ferreira et alii, 1998) 

também foi relatado redução da migração de eosinófilos e 

neutrófilos através do tratamento com L-NAME.

O mecanismo através do qual os inibidores da síntese de NO 

bloqueiam o influxo celular não foi investigado no presente trabalho. 

No entanto, já foi demonstrado que L-NAME ou L-NMMA aumentam 

a aderência de leucócitos às células endoteliais, sugerindo que o 

NO tem papel importante na modulação endógeno da adesão 

destas células (Kubes et alii, 1991).

Corroborando estes achados, foi demonstrado por Ma et alii, 

(1993) em modelo de isquemia e reperfusão em miocárdio de gatos, 

que a diminuição da liberação basal de NO após injúria miocárdica 

precede o aumento da aderência de leucócitos polimorfonucleares 

coronariano. Adicionalmente, a superfusão in vivo de músculo 

cremaster de ratos com L-NAME também aumentou a adesão de 

leucócitos ao endotélio venular (Akimitsu et alii, 1995).

Os mecanismos exatos envolvidos na inibição da adesão de 

leucócitos pelo NO não estão esclarecidos na literatura. Uma 

possibilidade sugerida por Niu et alii (1992) é de que a inibição da 
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síntese de NO levaria ao aumento do stress oxidativo intracelular 

com conseqüente inibição da interação entre neutrófilos e células 

endoteliais. Outra hipótese plausível envolve a elevação dos níveis 

de GMPc pois foi observado, por vários autores em distintos 

modelos experimentais, que o aumento da concentração de GMPc 

(Sandler et alii, 1975; Anderson et alii, 1976; Gallin et alii, 1978; 

Kaplan et alii, 1989) altera as funções celulares envolvidas no 

processo de migração através dos espaços intercelulares

Por outro lado, observamos que L-NAME e aminoguanidina 

não inibiram o edema articular medido na terceira hora após a 

indução da artrite. Mas foi demonstrado que a administração local 

de L-NAME inibiu de forma dose-dependente o edema induzido por 

injeção intradérmica de bradicinina, histamina, plasma ativado por 

zymosan, reação de anafilaxia passiva cutânea (Teixeira et alii, 

1993), carragenina (Salvemini et alii, 1996a; Salvemini, 1996b; 

lalenti et alii, 1992) ou dextran (lalenti et alii, 1992). Resultado 

similar, foi observado no edema induzido na pele de ratos por 

substância P (Hughes et alii, 1990) . Em vista desta evidência da 

modulação do edema por inibidores de NO, convém destacar que, 

provavelmente, por medirmos a variação de edema apenas na
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terceira hora de artrite por zymosan, quando o edema é máximo, 

não pudemos observar variação nesta hora. Além do mais, nos 

trabalhos em que relatam redução do edema, os inibidores de NO 

foram administrados em, no máximo, uma hora antes da indução do 

edema. Reforçando esta hipótese, já foi demonstrado que L-NAME, 

L-NMMA ou hemoglobina foram potentes inibidores do aumento do 

volume da pata apenas na primeira hora, sendo pouco efetivos nas 

horas subsequentes (Cuzzocrea et alii, 1997). O segundo ponto a 

ser destacado é que não há controvérsia em inibir a incapacitação 

articular e influxo celular e não inibir o edema. Já foi demonstrado 

que o edema não é responsável pela incapacitação pois a 

administração de uma substância edematogênica, como dextran, 

não causou incapacitação (Tonussi e Ferreira, 1992). Em outro 

trabalho também foi demonstrado que o influxo celular não foi 

responsável pela incapacitação articular (Rocha et alii, IN PRESS).

Também avaliamos a interação entre NO e prostaglandina E2 

(PGE2) e encontramos que os inibidores da síntese de NO, L- 

NAME e aminoguanidina, na dose que inibiu a incapacitação 

articular e o influxo de células (100 mg/kg), não reduziram a 

liberação de PGE2 avaliada na sexta hora da AZy. A este respeito, 
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foi relatado que os inibidores da síntese de NO parecem reduzir a 

resposta inflamatòria por inibirem tanto a produção de NO citotóxico 

como de prostaglandina inflamatòria (Salvemini et alii, 1995a; 

Salvemini et alii, 1995b). Contudo foi demonstrado em macrófagos 

ativados por LPS e em experimentos in vivo que o NO tem um 

efeito duplo sobre a COX. Assim, pequena quantidade de NO 

(quando ocorre inibição da NOS, por exemplo) parece potenciar a 

atividade da COX enquanto quantidade elevada parece inibi-la 

(Swierkosz et alii, 1995). Este efeito inibitório do NO sobre a 

atividade da ciclooxigenase pode ser explicada pela capacidade do 

NO em reduzir a forma ferro-ativa da COX para forma ferro-inativa 

(Kanner et alii, 1992).

Adicionalmente, parece haver relação entre a atividade 

inibitória e os níveis de outros radicais livres formados na reação 

inflamatòria como ânions superóxidos ou peróxido de nitrogênio 

(Beckman et alii, 1990; Heinzel et alii, 1992). Finalmente, a 

influencia do NO sobre a síntese de prostanóides pode variar de 

acordo com o tipo celular, o estado de ativação celular e a 

quantidade de iNOS e COX-2 (induzida) presente (Swierkosz et alii,

1995)
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A hemoglobina possui uma molécula relativamente grande e, 

por isso, dificilmente ultrapassa a barreira intercelular e, devido a 

sua ávida ligação ao NO, é uma ferramenta para estudo da 

participação de NO extracelular em fenômenos fisiopatológicos 

(Martin et alii, 1985; Kelm e Schrader, 1990). Com esta finalidade, 

administramos hemoglobina na articulação dos ratos e não 

observamos alteração seja na incapacitação articular seja no influxo 

de leucócitos para o foco inflamatório. A este respeito, foi relatado 

que a hemoglobina, administrada sistemicamente, inibe a resposta 

inflamatória na artrite induzida por adjuvante em ratos (McCartney- 

Francis et alii, 1999). Em outros trabalhos foi demonstrada a ação 

inibitória da hemoglobina por via intratecal, prolongando a resposta 

ao teste do “tail flick” em ratos (Inoue et alii, 1997) ou reduzindo a 

resposta álgica no modelo de hiperalgesia térmica após injúria 

nervosa em ratos (Inoue et alii, 1998).

Por outro lado, foi demonstrado que a administração local de 

hemoglobina reduziu o edema de pata induzido por zymosan em 

ratos apenas aos 30 e 120 minutos após a administração com 

pouca redução no tempo de 180 minutos o que demonstra eficácia 

apenas na fase inicial da resposta inflamatória (Cuzzocrea et alii, 
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1996). No que diz respeito aos nossos resultados, podemos apenas 

afirmar que a incapacitação articular e o influxo celular na artrite por 

zymosan não parece depender de NO exógeno.

Em vista de a maioria dos efeitos do NO serem mediados 

através da elevação dos níveis de GMPc, avaliamos a participação 

de mensageiro celular nos parâmetros avaliados e empregamos o 

azul de metileno, um inibidor da guanilato ciclase solúvel e 

observamos redução significante da incapacitação articular e do 

influxo de leucócitos na artrite por zymosan. No entanto, os relatos 

da literatura tem mostrado que a via NO:GMPc tem efeito 

antinociceptivo periférico (Duarte et alii, 1990b) ou central (Duarte e 

Ferreira, 1992).

Ainda, é importante destacar que há várias observações 

sugerindo que esta mesma via exerce um efeito hiperalgésico, ao 

invés de analgésico. Realmente, foi relatado que a administração 
»

intradérmica de azul de metileno aboliu a hiperalgesia induzida por 

bradicinina no modelo de pressão de pata de ratos (Nakamura et 

alii, 1996) enquanto a administração intratecal provocou reversão 

da hiperalgesia induzida por um doador de NO (Inoue et alii, 1997). 

O papel nociceptivo ou inflamatório da via L-arginina:NO:GMPc 
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também foi demonstrado por outros autores (Kaplan et alii, 1989; 

Bauerefa///, 1995; Salter et alii, 1996; Nakamura et alii, 1996).

Esta controvérsia nos remete à conclusão que chegou 

Granados-Soto et alii (1997) segundo o qual a explicação para esta 

controvérsia acerca do efeito pró- ou anti-inflamatório da via L- 

arginina:NO:GMPc provavelmente depende do estímulo nociceptivo 

e do tipo de neurônios sensoriais envolvidos, necessitando ainda 

maior investigação.
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também foi demonstrado por outros autores (Kaplan et alii, 1989; 

Bauer et alii, 1995; Salter et alii, 1996; Nakamura et alii, 1996).

Esta controvérsia nos remete à conclusão que chegou 

Granados-Soto et alii (1997) segundo o qual a explicação para esta 

controvérsia acerca do efeito pró- ou anti-inflamatório da via L- 

arginina:NO:GMPc provavelmente depende do estímulo nociceptivo 

e do tipo de neurônios sensoriais envolvidos, necessitando ainda 

maior investigação.
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5.0. CONCLUSÕES

1. Na artrite experimental induzida por zymosan o óxido nítrico 

participa:

a) da incapacitação articular e,

b) da migração de leucócitos para o foco inflamatório.

2. O efeito analgésico dos inibidores de óxido nítrico sobre a 

incapacitação articular parece envolver opióides endógenos.

3. O efeito hiperalgésico de óxido nítrico neste modelo parece 

envolver o sistema L-arginina:NO:GMPc.

4. O efeito dos inibidores de óxido nítrico sobre a 

incapacitação articular e a migração de leucócitos independe da 

ação anti-edematogência destas substâncias, pelo menos na 

terceira hora de artrite por zymosan.

5. Os nossos resultados reiteram a participação do óxido 

nítrico na resposta inflamatória articular e reforçam a sensibilidade 

deste, modelo experimental para estudo da dor inflamatória articular 

e migração celular.
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