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RESUMO

HIPERALGESIA ARTICULAR NO MODELO DE OSTEOARTRITE POR
TRANSECCAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR EM RATOS - EFEITO DE
INIBIDORES DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO E DE POLISSACARIDEOS DE
ELEVADO PESO MOLECULAR. Rondinelle Ribeiro Castro. Orientador: Prof. Dr.
Francisco Airton Castro da Rocha.

Modelos animais sdo usados para estudo da Osteoartrite (OA), mas a hiperalgesia
articular tem sido pouco investigada. Nesse trabalho, padronizamos um método para
estudo da hiperalgesia no modelo de OA em ratos, por transeccdao do ligamento
cruzado anterior (TLCA) e investigamos a participagdo do Oxido Nitrico (NO).
Polissacarideos de alto peso molecular (PM), como o Hilano GF-20, na forma de gel,
sao usados para reduzir a dor em pacientes com OA, mas ndo esta claro se sua
acgao é atribuivel ao alto PM ou a forma em gel (viscossuplementagao). Usamos o
modelo de TLCA para avaliar o efeito de um polissacarideo de goma guar (GG) na
hiperalgesia. Ratos Wistar foram submetidos a TLCA (grupo OA). A hiperalgesia foi
avaliada pelo teste de incapacitagao articular (IA) para ratos (Tonussi & Ferreira,
1992), por até 28 dias. O exsudato articular foi usado para medida do influxo celular
(IC) e da liberagdo de NO. A atividade da enzima NO sintase indutivel (iNOS) foi
avaliada por imunohistoquimica das sindvias. A cartilagem articular foi avaliada pela
quantificagdo dos glicosaminoglicanos (GAG) da cartilagem dos céndilos femorais.
Os animais do grupo OA foram comparados a grupos falso-operados (Sham) e a
controles normais (Naive). Animais do Grupo OA receberam indometacina (2mg/kg/d
s.c.), L-NAME (30mg/kg i.p.) ou 1400W (0,5mg/kg/d s.c.), inibidores da NOS, 30 min
antes da cirurgia e até o sacrificio, aos 7 dias (intervengao profilatica). Outros
animais do grupo OA receberam L-NAME ou 1400W a partir de 3 dias apds a
cirurgia, até o sacrificio, aos 7 dias (Intervencdo terapéutica). Outros grupos OA
receberam GG (100ug i. art.), como gel ou solugdo, dos 4 aos 7 dias de OA e foram
comparados ao grupo sham e a um grupo que recebeu Hilano G-F 20 (100ug i. art.),
como gel. Grupos controle receberam o veiculo. O grupo OA apresentou IA
significantemente maior durante os primeiros 7 dias (p<0,001). Nao houve diferenca
no IC entre todos os grupos. A liberacdo de NO, aos 7 dias, foi maior no grupo OA
(p<0,05), que foi associada a maior atividade da iINOS na sindvia. A quantidade de
GAG foi maior no grupo OA, medida aos 14 dias (p<0,05). Indometacina reduziu
significantemente a |IA, em relagdo ao grupo OA (p<0,05). L-NAME e 1400W inibiram
a |A, apenas quando dados profilaticamente (p<0,01) sendo revertida pela co-
administragcdo de L-NAME e L-arginina. A GG, em gel ou solugédo, da mesma forma
que o Hilano G-F 20, reduziu significantemente a IA (p<0,05), em relagdo ao grupo
OA. Esta é a primeira demonstracdo de um modelo de estudo de hiperalgesia, de
forma quantitativa, em modelos experimentais de OA. Existe aumento na liberagcao
de NO no modelo de TLCA, provavelmente via ativacdo da iNOS. A administracao
de inibidores de NOS inibe a IA nesse modelo apenas se feita de forma profilatica.
Esta é também a primeira demonstragdo que a GG promove analgesia no modelo de
TLCA em ratos. Ainda, o efeito antinociceptivo de polissacarideos, pelo menos
nesse modelo, independe do seu estado coloidal.



ABSTRACT

ARTICULAR HYPERALGESIA IN THE ANTERIOR CRUCIATE LIGAMENT
TRANSECTON MODEL OF OSTEOARTHRITIS IN RATS - EFFECT OF NITRIC
OXIDE SYNTHASE INHIBITORS AND OF HIGH MOLECULAR WEIGHT
POLYSACCHARIDES. Rondinelle Ribeiro Castro. Orientador: Prof. Dr. Francisco
Airton Castro da Rocha.

Animal models have been employed for the study of osteoarthritis (OA), but the
articular hyperalgesia has received little attention. In this study, we standardized a
method to study hyperalgesia in an OA model in rats, through the anterior cruciate
ligament transection (ACLT), as well as the role of Nitric Oxide (NO). High molecular
weight (MW) polysaccharides, such as Hylan G-F 20, as a gel preparation, have
been used to relive pain in OA patients. Whether their activity is due to the high MW
or to the gel state (viscossuplementation) is a matter of debate. We used the ACLT
model to evaluate the effect of a polysaccharide from gum guar (GG) in the
hyperalgesia. Wistar rats were subjected to ACLT (OA group). The hyperalgesia was
measured using the test for articular incapacitation (Al) in rats (Tonussi & Ferreira,
1992), until 28 days. The joint lavage was used for determining cell influx (Cl) and
NO levels. The activity of the inducible NO synthase enzyme (iNOS) was evaluated
by immunohistochemistry of the synovia. The articular cartilage was evaluated by
quantifying the glycosaminoglycans (GAG) content of the cartilage of the femoral
condyles. The animals of the OA group were compared to a sham group and to naive
animals. Animals of the OA group received indomethacin (2mg/kg/d s.c.), L-NAME
(30mg/kg i.p.) or 1400W (0,5mg/kg/d s.c.), NOS inhibitors, 30 min before the surgery
and until sacrifice, at 7 days (prophylactic intervention). Animals of the OA group
were compared to sham and naive groups. Other animals of the OA group received
L-NAME or 1400W 3 days after the surgery, until sacrifice, at 7 days (therapeutic
intervention). Still other animals of the OA group received GG (100ug i. art.), as a gel
or as solution, from 4 through 7 days of OA and were compared to both a sham
group and to a group that received Hylan G-F 20 (100ug i. art.), as a gel. Control
groups received the vehicles. The OA group displayed significantly increased Al
during the first 7 days (P<0.001). There was no difference in Cl among all groups.
NO release, at 7 days, was increased in the OA group (P<0.05), that was associated
with an increased activity of the INOS in the synovia. The GAG content was
significantly increased in the OA group, measured at 14 days (P<0.05). Indomethacin
significantly reduced the Al, as compared to the OA group (P<0.05). L-NAME and
1400W reduced the Al, only when given prophylactically (P<0.01), that was reversed
by the co-administration of L-NAME and L-arginine. GG, either as a gel or as a
solution, as well as the Hylan G-F20, significantly reduced the Al (P<0.05), as
compared to the OA group. This is the first demonstration of a model to study
hyperalgesia, quantitatively, in OA experimental models. There is increased release
of NO in the ACLT model, probably via iNOS activation. The administration of NOS
inhibitors inhibits the Al only if given prophylactically. This is also the first
demonstration that GG promotes analgesia in the ACLT model in rats. Moreover, the
anti-nociceptive effect of polysaccharides, at least in this model, is independent of
their colloidal state.
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1. OSTEOARTRITE - ASPECTOS GERAIS

A Osteoartrite (OA) é a doenga articular mais comum em todo o mundo,
tornando-se um problema de Saude Publica em alguns paises. Em populag¢des
ocidentais, evidéncias radiograficas de OA ocorrem na maioria das pessoas de
sessenta e cinco anos de idade, e em 80% daquelas com idade superior a setenta e
cinco anos. Nos Estados Unidos da Ameérica, constitui a segunda causa de
incapacidade ocupacional em homens maiores de cinquenta anos, sendo superada
apenas pela isquemia cardiaca. Nesse mesmo pais, a OA responde por um numero
de internagdes hospitalares maior que as provocadas pela artrite reumatdide
(Denisson & Cooper, 2003).

A Osteoartrite € definida pelo American College of Rheumatology como:
“‘um grupo heterogéneo de condi¢cées que produzem sinais e sintomas articulares
associados a integridade defectiva da cartilagem articular, somados a alteragbes nas
margens do osso subcondral” (Altman et al., 1986). Uma definicdo mais recente da
osteoartrite acrescenta que a articulacdo inteira é afetada na OA, incluindo
ligamentos, membrana sinovial e musculos periarticulares (Keuttner & Goldberg,
1995).

A degeneragcdo da cartilagem articular constitui a alteragdo mais
caracteristica e importante da OA. Aparecimento de fissuras verticais (fibrilagado) da
matriz, ulceracdes e exposicdo do osso subcondral sdo os principais fendbmenos
ocorridos na degeneracao da cartilagem, acompanhados de hipertrofia éssea, com
formacgao de ostedfitos. Em estagios clinicos da doencga, sdo observadas alteragdes
na membrana sinovial, normalmente associadas a reag¢des inflamatérias (Pelletier,
2003).

A OA pode ser classificada em primaria (idiopatica) ou secundaria
(associada a uma condi¢cdo conhecida) (Mankin et al., 1986). Alguns fatores sao
reconhecidos como causas da OA secundaria. Sdo eles: desordens metabdlicas
(ocronose); desorganizagdes anatdmicas; trauma em ligamentos cruzados ou
meniscos, cirurgias articulares ou artropatia inflamatéria prévia (artrite reumatoéide).
Fatores de risco foram identificados para a ocorréncia de OA em humanos. Foram

relatadas associagdes entre desenvolvimento de OA e sexo feminino, obesidade,



osteoporose, hipermobilidade, tabagismo e doencas de base (diabetes mellitus,
hipertensao e hiperuricemia) (Denisson & Cooper, 2003).

Evidéncias epidemioldgicas apontam para uma relagdo entre genética e
osteoartrite. A influéncia do fator genético é estimada entre 39 e 65% e um
parentesco de primeiro grau aumenta o risco da doenga em duas a trés vezes. Em
subtipos mais raros da OA, o envolvimento de genes especifico ja foi demonstrado.
Em displasia espondiloepifisal e condrodisplasias, por exemplo, foram descritas
mutagdes para o gene que codifica o colageno tipo Il (Manek et al., 2003).

As caracteristicas radiograficas convencionalmente utilizadas para definir
OA incluem estreitamento do espacgo articular, formacao de osteodfitos, esclerose
subcondral, cistos subcondrais e anormalidades no contorno 6sseo. Entretanto,
metade dos pacientes portadores de alteragcdes radiograficas é assintomatica.
(Hochberg et al., 1989). Quando a OA é sintomatica, a queixa mais comum dos
pacientes € a dor, sendo essa a causa principal da consulta médica (Brandt, 1989).
Comumente é dificil localizar a dor a uma area restrita da articulacdo. Pacientes
cujos joelhos sdo acometidos de OA relatam dor presente em toda a junta (Creamer
et al., 1998).

Portadores de OA sintomatica em joelhos normalmente apresentam um
alterado padrdo de deambulagdo, provocado pela dor articular ou por um
comportamento defensivo em proteger a articulagdo acometida (Altman & Lozada,
2003).

2. A CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem articular & essencial para o movimento normal das
articulacdes, apresentando, em sua composicéo, condrécitos imersos em uma matriz
extracelular. Essas células, que ocupam apenas 1% do volume da cartilagem hialina,
sao responsaveis pela biossintese, homeostase e catabolismo da mesma.

A rede de colageno perfaz 50% a 60% do peso seco da cartilagem
articular. O colageno tipo Il € o mais abundante (Heinegard et al., 1989), além das
fibras colagenas tipos IX e Xl. Na camada superficial da cartilagem, as fibras
colagenas e os condrdcitos se dispdem paralelamente a superficie. Em camadas

mais profundas, as fibras colagenas se dispdem de modo randdmico, e sustentam



unidades verticais contendo condrdcitos dispostos em filas. Nas camadas basais da
cartilagem, as fibras colagenas estdo praticamente verticais, e se inserem na
superficie do osso subcondral (Silver et al., 2001a). As fibras de colageno tipo Il s&o
ligadas cruzadamente entre si, fato que restringe o movimento molecular e o numero
de sitios disponiveis para hidratagao (Bank, 2000).

A matriz da cartlagem contém um componente mais especifico,
denominado agrecano. Duzentas ou mais moléculas de agrecano podem ligar-se
lateralmente a uma longa cadeia de acido hialurénico (llustracdo 1), formando um
agregado proteoglicano cujo peso molecular pode ultrapassar cem milhdes de
daltons. Esse agregado mostra uma extrema dispersédo em tamanho e composig¢ao
(Watanabe et al., 1998).

A estrutura do agrecano consiste em uma proteina cerne (core protein), a
qual se inserem as cadeias laterais de glicosaminoglicanos (GAGs). Existe na
proteina central uma regido hidrofébica que € sitio de ligacéo para o glicosilfosfatidil-
inositol das membranas celulares. Uma proteina de ligacdo (link protein) adere
lateralmente o agrecano a uma cadeia de &acido hialurénico de peso molecular

variavel entre duzentos mil a um milhdo de daltons (Bali et al., 2001).
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llustragao 1: Estrutura do acido hialurénico

Os GAGs sao componentes ubiquos das membranas celulares e da matriz
celular. Sua ocorréncia esta filogeneticamente demonstrada desde os espongiarios
(Dietrich, 1984). Entre as diversas fungbes dos GAGs, podemos citar o controle do
equilibrio hidroeletrolitico, integridade estrutural celular, cicatrizagao, divisao celular,
resisténcia a infecgcbes, transporte de calcio mitocondrial e atividade
antitrombogénica (Obrink et al., 1975; Kanwar and Farquhar, 1980). Fazem parte
desse grupo de macromoléculas o heparan sulfato, heparina, queratan sulfato,
condroitin-4 sulfato (condroitin sulfato A), dermatan sulfato (condroitin sulfato B) e

condroitin-6 sulfato (condroitin sulfato C) e o acido hialurénico. Além de constituir os



agregados proteoglicanos da matriz organica da cartilagem, o acido hialurénico é

encontrado livre no liquido sinovial, contribuindo para sua viscoelasticidade
caracteristica.

Os condroitins sulfatados (CS) diferem entre si tanto pela composi¢cao dos
monossacarideos constituintes quanto pelo padrdo de sulfatacdo. O dermatan
sulfato (CS B) é constituido por unidades dissacaridicas formadas por N-acetil-
galactosamina, sulfatada na posigdo 2, e acido idurbnico, enquanto que os
condroitin-4 sulfato (CS-4 ou CS A) e condroitin-6 sulfato (CS-6 ou CS C) séo
constituidos por unidades dissacaridicas formadas por N-acetil-galactosamina e
acido glicurdnico. Os residuos de N-acetil-galactosamina sao sulfatados na posicéao
4 ou 6, para o CS-4 e CS-6, respectivamente (llustragdo 2). Os grupos sulfato, junto
ao grupo carboxil dos acidos glicurénico ou idurdnico, estdo ionizados em pH
fisiolégico, conferindo as cadeias polissacaridicas uma forte carga negativa global

(Bali et al., 2001).
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llustragcao 2: Estruturas dos condroitin-4-sulfato e condroitin-6-sulfato

Os GAGs estao localizados em duas principais regides no agrecano da
cartilagem articular, uma delas contendo cerca de cem cadeias CS-4 ou CS-6, do
tamanho de cinquenta a sessenta unidades dissacaridicas, e outra regido com cerca
de cinquenta cadeias de keratan-sulfato (Bali et al., 2001). O padrdo de sulfatagéo

dos dissacarideos dos condroitins da cartilagem humana normal varia com a idade



do individuo, a topografia da superficie articular e a zona da cartilagem examinada.
Camadas profundas da cartilagem imatura possuem quatro vezes mais residuos
sulfatados que regides mais superficiais do tecido. Os condroitin-4 sulfato e
condroitin-6 sulfato sédo, portanto, os GAGs mais importantes na cartilagem articular,
sendo o CS-6 predominante em cartilagens maduras, enquanto que o CS-4 é
caracteristico da cartilagem jovem (Bayliss et al., 1999).

As propriedades dos proteoglicanos sdo explicadas principalmente pelas
cadeias de GAGs, que perfazem 80% a 90% do peso do agrecano. O excesso de
cargas negativas no agrecano atrai um numero igual de cations méveis (em especial
o ion sodio), a fim de manter a neutralidade elétrica. Um desequilibrio na
concentragdo de cations moveis surge entre o tecido e a solugéo externa, resultando
no aparecimento de uma pressdo osmoética de hidratacdo da cartilagem. Esta
pressdo de hidratagdo é contrabalangada pela tensdo na rede de colageno-
proteoglicana da matriz sélida, e pela tensao de sobrecarga da articulagcao (Setton et
al., 1999). Quando uma pressao é aplicada a cartilagem, as moléculas de agua séo
forcadas a sair das regides proximas dos grupos sulfato e carboxila. As cargas
negativas, ao se aproximarem, repelem-se mutuamente, aumentando a pressao de
hidratacdo, de modo a atrair novamente as moléculas de agua ao ser suspensa a
presséo aplicada (Caplan, 1984).

A homeostase da cartilagem articular é mantida pelo equilibrio entre a
neossintese de colageno e proteoglicanos e a lise enzimatica dos mesmos. Os
condrocitos sdo capazes de secretar enzimas liticas, tais como as metaloproteases
de matriz (MMPs).

As MMPs constituem uma familia de endopeptidases extracelulares
estruturais e funcionalmente semelhantes, capazes de degradar, em pH neutro, uma
variedade de componentes protéicos da matriz extracelular, incluindo colageno,
proteoglicanos, fibronectina e laminina (Woessner, 1991).

A familia das MMPs pode ser subdividida em cinco grupos principais: as
colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13); as gelatinases (MMP-2 e MMP-9); as
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11); um subgrupo heterogéneo constituido
pela matrilisina (MMP-7), enamelisina (MMP-20), metaloprotease de macréfago
(MMP-12) e MMP-19; e as metaloproteases de membrana (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17, MMP-24 2e MMP-25) (Nagase, 1997).



Tais enzimas possuem trés dominios distintos: um pro-peptidio na porgao
N-terminal envolvido na laténcia da enzima; um dominio catabdlico ligante a cations
bivalentes (zinco e calcio); e uma porg¢ado C-terminal. As MMPs s&o produzidas como
pré-enzimas, tornando-se ativas mediante clivagem enzimatica do peptidio
localizado na porcdo N-terminal. Grande numero das MMPs é ativado no meio
extracelular por agcao de proteases dependentes de serina ou cisteina. As MMP-2 e
MMP-3 s&o ativadas na superficie celular. Em contraste, as MMPs de membrana e a
MMP-11 tornam-se ativas intracelularmente, no complexo de Golgi (Nagase, 1997).

Da familia das MMPs, as colagenases e as estromelisinas desempenham
papeis primordiais na degradacao da matriz extracelular, clivando respectivamente
colageno e proteoglicanos (Pelletier, 2003). As gelatinases clivam ainda o colageno
desnaturado e a elastina. (Murphy and Crabbe, 1995).

As adamalisinas (ADAMSs) constituem outro grupo importante de proteases
presente na cartilagem. Sao enzimas associadas a membranas e possuem um
dominio para desintegrina e um dominio tipico das metaproteases, fato que lhes
conferem esta denominagao (A Desintegrin And Metalloprotreinases). Deste grupo,
a ADAM-17, conhecida como TACE (Tumour-necrosis Factor-alpha Converting
Enzyme) é de particular importancia em artropatias. Esta enzima é responsavel pela
clivagem da pré-forma do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) a sua forma ativa
(Moss et al., 1997). O TNF-a é uma citocina participante em inUmeros processos
inflamatdrios e patologias, inclusive na osteoartrite, como veremos adiante.

Novos membros da familia das adamalisinas, conhecidos como ADAMTS,
foram identificados. Estas enzimas contém, além dos dominios metaloprotease e
desintegrina, um dominio trombospondina. Diferentemente das enzimas ADAM, que
sao proteinas intrinsecas da membrana e expressas na superficie celular, as
enzimas ADAMTS nao possuem dominios transmembrana, sendo, portanto,
enzimas secretadas pelas células. Duas enzimas desta familia, ADAMTS-4 e
ADAMTS-5/ADAMTS-11 (sinbnimos), foram identificadas como agrecanase-1 e
agrecanase-2, respectivamente (Tortorella et al, 2000). Tais enzimas estédo
relacionadas a degradacao dos proteoglicanos da matriz da cartilagem.

Ao lado da secrecdo de MMPs, os condrécitos produzem os inibidores
tissulares de metaloproteases (TIMPs), proteinas estaveis capazes de interagir ndo
covalentemente ao sitio ativo das MMP, em uma relacdo estequiométrica de um

para um. Os complexos MMP-TIMP formados s&o inativos ou, pelo menos, menos



ativos que as MMPs nao complexadas. Se os niveis de TIMPs excederem os de
MMPs, o turnover dos componentes da cartilagem € inibido. Quatro TIMP foram
identificadas. TIMP-1 e TIMP-2 estdo presentes na cartilagem articular. TIMP-3 foi
originalmente encontrada em associagdo com a matriz extracelular. TIMP-4 foi
encontrada apenas em células cancerosas (Leco et al.,, 1994; Brew et al., 2000).
Todas as MMPs ativas podem ser inibidas pelos TIMPs, além das pré-formas de
MMP-2 (TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e MMP-9 (TIMP-1 e TIMP-3). TIMP-2 e TIMP-3
sao inibidores efetivos das metaloproteases de membrana. TIMP-3 inibe também a
TACE (ADAM-17) (Pelletier et al., 2001).

2.1. ALTERAGOES DA CARTILAGEM ARTICULAR NA OSTEOARTRITE

A hiper-hidratagao da cartilagem € um evento inicial na OA e proporcional
ao dano sobre a rede de colageno (Bank, 2000). Em cartilagens osteoartriticas, as
fibras colagenas apresentam tanto o comprimento quanto a constante elastica
reduzidos, limitando a capacidade da cartlagem em absorver energia elastica
durante a locomog3o. E consistente a associacdo entre essas alteracdes e danos no
tecido cartilaginoso (perda da camada superficial, formacdo de fissuras e
degradacgao de proteoglicanos) (Silver et al., 2001b).

Esta demonstrado por marcagdo imunohistoquimica que a desnaturagao
da rede de colageno tipo Il inicia-se na superficie da cartilagem, especialmente nas
regides pericelulares, e alcanga as zonas mais profundas da cartilagem conforme a
progressao da OA (Hollander et al., 1995). Estudos posteriores demonstraram que
os condrécitos das zonas superficiais da cartilagem OA apresentam marcacao
imunohistoquimica para colagenases (Tetlow, 2001) e que as MMP-1 e MMP-13
(colagenases 1 e 3, respectivamente) podem ser encontradas na matriz articular, ao
redor dos condrdcitos (Wu et al., 2002). Esses achados indicam que os condrécitos,
através da producao de metaloproteases de matriz, participam ativamente no dano a
rede de colageno tipo Il na OA.

A perda de proteoglicanos da cartilagem articular € um importante evento
na OA. Cartilagens OA apresentam a coloragdo reduzida para proteoglicanos
(Aigner & McKenna, 2002). Em pacientes de OA, as concentragdes de condroitins

sulfatados e de keratan sulfato encontram-se aumentadas no liquido sinovial (Poole



et al., 1994), como produtos de degradacado das moléculas de agrecano liberados de
seus locais originais na matriz da cartilagem articular.

O condroitin-6-sulfato e o keratan-sulfato sdo os glicosaminoglicanos
encontrados em maior concentragdo na cartilagem adulta saudavel. Em contraste,
na cartilagem OA, existe um incremento nas concentragées de condroitin-4-sulfato,
em detrimento aquelas de condroitin-6-sulfato e keratan-sulfato (Mankin and Lipiello,
1971), sugerindo uma sintese compensatoria de componentes tipicos de uma
cartilagem imatura. No liquido sinovial de pacientes de OA, uma diminuigdo na razéo
CS-6/CS-4 concorda com alteragdes da cartilagem articular nesta patologia (Ishiguro
et al., 1999).

A apoptose de condrdcitos € um fendmeno frequente na cartilagem OA.
Foi observado que nas areas da cartilagem onde se encontra maior numero de
células apoptéticas, a deplecao de proteoglicanos € mais intensa (Hashimoto,
1998b). A apoptose dos condrdcitos contribui para a faléncia dos mecanismos de
reparo da matriz da cartilagem.

A sintese de colageno tipo Il e de proteoglicanos estad normalmente
reduzida na OA (Martin & Buckwalter, 2002). Embora seja comum um aumento na
sintese de proteoglicanos nos estagios iniciais da OA (Pinals, 1996; Lohmander et
al., 1999), o processo de montagem do agrecano que ocorre na matriz da cartilagem
parece estar prejudicado (Malemud, 1991).

Na OA, o desequilibrio na sintese de TIMPs e MMPs, em prol dessas
ultimas, contribui para a suspensao da homeostasia da cartilagem. Foi relatado que
a concentragdo da MMP-3 (estromelisina) no liquido sinovial de pacientes de OA
supera a concentragdo de seus inibidores tissulares. A correlagdao direta entre as
concentragcbes dessa metaloprotease e TIMP-1 sugere uma produgéo
compensatoéria de inibidores de metaloprotease nesse processo patolégico (Ishiguro
et al., 1999). Esta demonstrado também que a expressao de MMP-3 se correlaciona
a expressao de agrecano na cartilagem OA, sugerindo haver uma regulagédo comum

compensatéria entre metabolismo anabdlico e catabdlico (Stove et al., 2001).



3. MEMBRANA SINOVIAL E OSTEOARTRITE

Denomina-se sindvia a estrutura delicada que reveste internamente as
superficies articulares e que esta em contato com o liquido sinovial (Edwards, 2003).
Por sindvia, entende-se tanto a camada celular superficial dessa estrutura (intima ou
membrana sinovial) quanto o tecido subsinovial (sub-intimal).

De acordo com o tecido subsinovial presente, a sindvia pode ser
classificada como areolar, adiposa ou fibrosa (Edwards, 2003). A sindvia areolar € a
mais especializada das trés. Normalmente ela esta enrugada, formando dobras que
se desfazem por distensao leve. Capilares sanguineos e mastdcitos estao presentes
entre ou sob as células sinoviais. Mais profundamente no tecido encontram-se
vénulas e arteriolas (Wilkinson & Edwards, 1989).

Impropriamente denominada de membrana, por n&o possuir membrana
basal, a membrana sinovial constitui-se de camadas celulares — duas a cinco células
de espessura — que repousam sobre uma matriz extracelular. Os tipos celulares
componentes da membrana sinovial, os sinoviocitos, tém sido tradicionalmente
classificados como células tipo A (macréfagos-simile) ou células tipo B (fibroblastos-
simile) (Edwards, 2003).

Embora a OA ndo seja classicamente considerada uma doenga
inflamatdria, evidéncias recentes sugerem que a ocorréncia de inflamacédo da
membrana sinovial seja importante na progressao das lesdes da cartilagem na OA.
A liberacdo de fragmentos da matriz por agdo de enzimas proteoliticas promoveria
inflamacéao sinovial, o que pode refletir em posterior degradacdo da cartilagem, a
maneira de um ciclo vicioso (Pelletier, 2003).

Esta relatado que o tecido sinovial na OA manifesta caracteristicas
inflamatdrias tipicas, tais como espessamento da camada interna, formacido de
agregados linféides e angiogénese, na qual o endotélio vascular se apresenta
imunorreativo ao Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor) (Haywood et al., 2003). A infiltragcdo de Linfocitos T CD4+
(auxiliares, helper) esta presente na sindvia OA, com prevaléncia de células que
expressam o fenotipo Th1 (produtores de Interferon-y), indicando que a regulagao da
resposta imune ocorre na OA (Ishii et al., 2002). Foi observada a fagocitose de

detritos de cartilagem por células sinoviais CD68+ (macrofagos-simile) na OA. Esse



fendtipo celular esta mais freqientemente presente no compartimento medial do
joelho, onde também s&o mais abundantes as células CD4+, suportando a hipétese
de interagdo entre macrofagos e células T auxiliares na sinovite na OA (Saito et al.,
2002). Alem disso, Interleucina-1a, Interleucina-13 e Fator de Necrose Tumoral o
sdo produzidos na sindvia OA (Smith et al., 1997). Conforme sera discutido adiante,
citocinas pré-inflamatérias participam nos mecanismos de lesdo da cartilagem na

osteoartrite.

3.1. FLUIDO SINOVIAL E OSTEOARTRITE

O espaco articular encontra-se preenchido pelo fluido sinovial, obtido por
ultrafiltracdo do pasma sanguineo através capilares sinoviais e posterior adicdo de
acido hialurénico (Edwards, 2003). Os sinovidcitos tipo B (fibroblastos-simile) s&o as
células da intima responsaveis pela producdo do acido hialurénico encontrado no
fluido sinovial. Essas células possuem uma enzima chamada uridina difosfo-glicose
desidrogenase (UDPGD), que oxida a uridina difosfo-glicose a uriridina difosfo-
glicuronato, um dos substratos necessarios para a sintese do acido hialurénico
(Wilkinson et al., 1992). Em alteragbes patoldgicas sinoviais, a atividade da UDPGD
costuma estar diminuida.

Dentre as fungdes do fluido sinovial em articulagbes, podemos destacar a
lubrificagdo da cartilagem articular durante o movimento e a nutricdo da cartilagem.
Uma vez que a cartilagem articular é avascular, ndo podendo, portanto, conferir
aporte nutricional aos condrdcitos, postula-se que nutrientes presentes no fluido
sinovial possam fluir livremente pela matriz tipicamente hidratada da cartilagem,
alcancando os condrocitos (Edwards, 2003).

O &cido hialurénico € um glicosaminoglicano de elevado peso molecular.
Descoberto por Meyer e Palmer em 1934, no humor vitreo, este biopolimero é
constituido de unidades dissacaridicas repetitivas composta por N-acetilglicosamina
e acido glicurénico, em ligagdes do tipo B 1-4. Ja as unidades dissacaridicas s&o

unidas por ligagées do tipo B 1-3 (Krause et al., 2001).

O comportamento viscoelastico do acido hialurénico varia conforme a
intensidade de cisalhamento a qual é exposto. Em baixas velocidades de

cisalhamento, a solugao € viscosa e relativamente inelastica; mas em velocidades de



cisalhamento mais elevadas, a solugéo se torna extremamente elastica. Portanto as
solugdes de acido hialurénico podem agir como lubrificante em movimentos lentos e
como absorvedor de choques quando os movimentos s&o rapidos (Scott et al.,
2000).

A repeticao perioddica da carga negativa do grupo acido carboxilico confere
linearidade e repulsdo mutua as cadeias do acido hialurénico, de modo que essas
cadeias lineares podem fluir umas sobre as outras, fato que garante a consisténcia
escorregadia das secregbes mucosas e do liquido sinovial. A presenga desses
grupos carregados provoca um elevado grau de hidratagdo as cadeias. Quando uma
solucao de acido hialurénico € comprimida, a agua € ejetada dos espacos entre as
cadeias de acido hialurénico, as quais sdo forgcadas a ocupar um volume menor.
Quando a compressao é liberada, o volume original é restabelecido (Champe &
Harvey, 1997).

A presenga de citocinas proinflamatérias (discutido em seguida), radicais
livres e proteases na sindvia OA podem adversamente afetar o metabolismo dos
sinoviécitos B (fibroblastos-simile), provocando a sintese de acido hialurénico de
peso molecular alterado (Balazs et al., 1980; Dahl et al., 1985). Mais ainda, o acido
hialurbnico pode ser fragmentado por radicais livres derivado do oxigénio
(Greenward, 1991) ou intracelularmente por hialuronidades ou demais glicosidades
presentes tanto em sinovidcitos quanto em leucécitos na sindvia (Stephens et al.,
1975; Stair-Nawy et al, 1999).

A diminuicdo no tamanho da molécula de acido hialurénico presente,
concomitante a sua diluicdo devida ao aumento da permeabilidade vascular sinovial,
reduz as propriedades viscoelasticas do fluido sinovial na osteoartrite (Balazs &
Dehlinger, 1985; Greenward, 1991), o que possivelmente submete a cartilagem a

atritos excessivos capazes de lesiona-la.

4. CITOCINAS E OSTEOARTRITE

Citocinas proé-inflamatorias, tais como Interleucina-1 (IL-1) e Fator de
Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), participam na fisiopatologia da osteoartrite. A IL-1 e o

TNF-a sédo produzidos em sindévias de pacientes com OA (Smith et al., 1997). Tanto



a sindvia quanto a cartilagem OA expressam a protease ICE (Interleukin-1f3
Converting Enzime), que converte a pro-IL-13 a sua forma ativa (Saha et al., 1999).
A ICE esta localizada em todo o tecido da cartilagem OA, com preferencial
expressao na zona supeficial. O TNF-a pode ser ativado a partir de sua pro-forma
por acao da TACE, presente em tecidos artriticos (Moss et al., 1997). Em sindvias
OA, foi demonstrado um déficit na sintese do antagonista fisioldgico do receptor para
IL-1 (IL-1Ra) (Fernandes et al., 2002).

In vitro, a IL-1 aumenta de maneira dose-dependente a proporgao de
condrécitos apoptdticos, tanto em tecidos humanos normais quanto OA (Herauld,
2000), inibe a sintese de proteoglicanos por condrocitos de cartilagem de
camundongos (Scharstuhl et al., 2002), potencia a perda de proteoglicanos de
cartilagem articular bovina submetida a injuria mecéanica, fenbmeno também
provocado pelo TNF-a (Patwari et al., 2003), promove a expressdo de MMP-1, MMP-
3, MMP-13, ADAMTS-4 em condrécitos humanos (Bau et al., 2002) e inibe a
sulfatagdo de proteoglicanos, afetando preferencialmente o condroitin-6-sulfato
(Hickery & Bayliss, 1998). O TNF-a suprime a sintese da proteina cerne (core
protein) do agrecano e a expressao de colageno tipo Il em condrécitos da cartilagem
articular de ratos (Seguin & Bernier, 2003). Em condrécitos humanos OA, o TNF-a
induz a sintese de MMP-13 (Liacini et al., 2003).

O Fator Transformador de Crescimento-B (TGF-B) parece participar de
mecanismos protetores na OA. TGF-B é capaz de inibir a reducao da sintese de
proteoglicanos induzida pela IL-1 em cultura de cartilagens de camundongos jovens
(Scharstuhl et al., 2002). A inibicdo in vivo do TGF-B exacerba a perda de
proteoglicanos na osteoartrite experimental em camundongos (Scharstuhl et al.,
2003). A formacéao de ostedfitos, que constitui um fendbmeno anabdlico caracteristico
na OA, parece ser mediada, ao menos em parte, pelo TGF-B. De fato, a inibicado do
TGF-B endogeno reduz a formagdo de osteofitos na osteoartrite experimental em
camundongos (Scharstuhl et al., 2003).

Algumas citocinas apresentam atividade antiinflamatéria. Trés dessas
citocinas — IL-4, IL-10 e IL-13 — foram identificadas. A Interleucina 4 (IL-4) foi testada
in vitro em tecidos de pacientes portadores de OA e mostrou suprimir a sintese de
IL-18 e TNF-a. Em membranas sinoviais OA estimuladas com lipopolissacarideo, a
Interleucina-13 (IL-13) inibiu a sintese de IL-18 e TNF-a, enquanto aumentou a

producao de IL-1Ra (Fernandes et al., 2002).



5. PROSTAGLANDINAS E OSTEOARTRITE

As prostaglandinas (PGs) sado produtos lipidicos derivados do acido
araquidénico, em wuma via metabdlica na qual enzimas conhecidas por
ciclooxigenases (COX) catalizam a etapa inicial limitante. As ciclooxigenases
compreendem ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2), ambas
enzimas homodiméricas que possuem pesos moleculares semelhantes (71kDa).
Embora sejam codificadas por genes diferentes, COX-1 e COX-2 compartilham entre
si uma homologia de 60% em suas cadeias polipeptidicas (Vane et al., 2000).

A COX-1 esta expressa de maneira constitutiva e participa em funcdes
fisioldgicas homeostaticas, como a manutencdo da fungcdo renal normal e a
integridade da mucosa gastrica (Vane and Botting, 1995; Jouzeau et al., 1997). A
COX-2 esta expressa na resposta inflamatéria apds indugao por citocinas e fatores
de crescimento (Jouzeau et al., 1997; Vane at al., 1998). Apenas a indugéo da COX-
2 é inibida pela corticoterapia (Hoff et al., 1993; deWitt and Meade, 1993; Ristimaki
et al., 1996). Aléem das isoformas COX-1 e COX-2, uma variante (splicing alternativo)
denominada ciclooxigenase-3 (COX-3) foi identificada como um produto do gene da
COX-1 cujo mRNA conserva o intron 1. Em humanos, a COX-3 esta expressa no
tecido cardiaco e no cortex cerebral (Chandrasekharan et al., 2002).

A prostaglandina E, (PGE;) esta envolvida em um grande numero de
fungdes bioldgicas (revisto em Vane et al., 2000). A PGE; é sintetizada no coértex e
na medula renal, provocando vasodilatagcdo e aumento do fluxo sanguineo renal.
PGE; reduz a liberagao de acido gastrico pelas células parietais gastricas e estimula
a sintese de muco gastroprotetor. PGE;,, sinergicamente com a protaglandia Faq
(PGF2q), induz contragdo da musculatura uterina gravidica. No Sistema Nervoso
Central, PGE,; modula o sono e a temperatura corporal.

Os estudos acerca da participacao das PG em eventos fisiopatoldgicos
permitiram demonstrar que as drogas antiinflamatorias nao-esteroidais (DAINESs)
aspirina-simile tais como indometacina e diclofenaco, reduzem a sintomatologia da
inflamacao por inibirem a sintese de protaglandinas (Vane, 1971; Moncada et al.,
1975; Ferreira et al; 1978). Dados adicionais confirmaram a elevagao da
concentragdo de prostaglandinas, em especial PGE;, durante a resposta

inflamatdria, mediando os eventos de vasculares (vasodilatagdo com aumento do



fluxo sanguineo no sitio inflamatério, e aumento na permeabilidade vascular)
(Williams and Morley, 1973; William, 1979) ou a resposta nociceptiva (Doherty et al.,
1985; 1987).

Esta demonstrado que as PGs nao ativam diretamente os nociceptores,
mas os sensibiliza para estimulos mecanicos ou para outros mediadores quimicos,
como a bradicinina (Ferreira, 1972), ou seja, potencializam a resposta de um
estimulo doloroso. Por tal motivo, as PG podem ser consideradas mediadores
hiperalgésicos (Lindblon., 1986).

Concentragdes elevadas de PGE, estdo presentes no liquido sinovial de
pacientes com OA (Egg, 1984). In vitro, células sinoviais produzem PGE; por
ativagdo da fosfolipase A, quanto estimuladas com IL-1 (Gilman et al., 1988). O
tecido sinovial parece ser a principal fonte de eicosanoides no liquido sinovial
(Wittenberg et al., 1993). Nas inflamagdes sinoviais, ocorre um aumento da
expressdo da COX-2, predominantemente nas células do endotélio vascular, no
infiltrado mononuclear e nos fibroblastos sub-sinoviais. Além disso, as células da
membrana sinovial expressam constitutivamente a COX-1 (Crofford, 1999).

Existem controvérsias na literatura quanto ao papel das PGs no
metabolismo 6sseo e da cartilagem. A PGE, estimula o processo de diferenciagao
de condrdcitos, observado pela expressdo de mRNA para o colageno tipo Il
(Miyamoto, 2003). As PG, em especial a PGE;, estimulam a reabsorcéo éssea por
estimular a atividade de osteoclastos (Raisz, 1999). As PG também promovem
replicacéo e diferenciacdo de osteoblastos (Woodiel et al., 1996), de modo que a
inibicdo da sintese de PGs suprime a resposta osteogénica a estimulos mecénicos
(Chambers et al., 1999).

Entretanto, foi demonstrado que a PGE; induz apoptose de condrécitos
articulares bovinos in vitro (Miwa et al., 2000). A PGE, exdgena sensibiliza
condrocitos OA humanos a morte celular induzida pelo 6xido nitrico (NO) (Notoya et
al, 2000).A apoptose de condrécitos na OA € um fenbmeno complexo e relaciona-se
a sintese excessiva de fatores pro-apoptéticos na cartilagem e na sindvia. Dentre
esses fatores, NO e PGE; sédo predominantes. Estudos recentes revelaram que a
apoptose de condrécitos OA pelo NO é mediada via ativagdo do gene da COX-2 e
subsequente producédo enddgena aumentada de PGE; (Notoya et al, 2000). O exato
mecanismo pelo qual a PGE, esta envolvida na apoptose de condrécitos ainda nao

esta bem definido.



Nem todas as PG sao pré-inflamatérias. Estudos recentes vém
demonstrando que a 15d-PGJ; (15-desoxi-12,12-Prostaglandina J;), um metabdlito
da prostaglandina D, apresenta propriedades antiinflamatérias (revisto em Fahmi et
al, 2002a). Em condrdcitos humanos, a produgéo de NO e MMP-13 induzidos por IL-
1 é inibida pela 15d-PGJ, (Fahmi et al., 2001). A expressdao de COX-2 e
consequente producado de PGs sao inibidas pela 15d-PGJ, em condrdcitos humanos
(Fahmi et al, 2002b).

6. OXIDO NiTRICO

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso de curta meia vida — poucos
segundos — nos fluidos biolégicos. O NO é produzido a partir da oxidagcao
estereoespecifica do aminoacido L-arginina pelo oxigénio molecular, catalisada por
enzimas denominadas oxido nitrico sintases (NOS) (Moncada and Palmer, 1990).
Esta reacao necessita de NADPH e FAD como cofatores, e forma o aminoacido L-
citrulina como produto secundario. Nos liquidos organicos, o NO produzido se oxida
nos anions nitrito (NOy’) e nitrato (NO3"), sequencialmente (Ignarro, 1990).

Uma grande variedade de células é capaz de sintetizar NO, dentre as
quais destacam-se células endoteliais, neutréfilos (Rees et al., 1990a; McCall et al.,
1991), sinoviocitos e condrécitos (Stefanovic-Racic et al., 1994; Stichtenoth et al.,
1998). Com relagdo a esses ultimos, foi demonstrado que o NO produzido pelos
condrécitos contribui de forma significativa para a quantidade total de NO gerada na
cavidade articular durante artropatias inflamatérias (Stefanovic-Racic et al., 1993).

A participagdo do NO em eventos fisiopatoldégicos esta amplamente
documentada. NO participa no controle da pressao arterial (Furchgott, 1983; Ignarro
et al., 1987), na inibicdo da agregacéo plaquetaria e da aderéncia de neutroéfilos e
mondcitos ao endotélio vascular (Kubes et al., 1991; 1993; Belenky et al., 1993a;
1993b; Thomassen and Kavuru, 2001). NO parece participar na neurotransmissao e
na neuroplasticidade (Southan and Garthwaite, 1993; Holscher, 1997). NO participa
no sistema ndo-adrenérgico-n&o colinérgico periférico (Rand, 1992; Rajfer et al.,
1992; Liu et al., 1992; Ziessen et al., 2002) e nos mecanismos de ere¢cdo peniana
(Rajfer et al., 1992; Burnett, 1995). Os efeitos do NO podem ser explicados, ao
menos parcialmente, pela ativagdo de uma via denominada L-arginina: NO: cGMP. A



ativacdo da enzima guanilato ciclase pelo NO eleva as concentragdes intracelulares
de guanosina monofosfato ciclica (cGMP) (Cohen et al., 2000).

Trés isoformas da NOS foram descritas: NOS endotelial (eNOS ou NOS1)
e neuronal (nNOS ou NOS3), ambas expressas constutivamente; e a NOS induzida
(INOS ou NOS2), detectada em algumas células apds estimulacdo por agentes
inflamatdrios (Fukuto e Chaudhuri, 1995). As isoformas constitutivas, que levam a
producao de pequenas quantidades de NO (picomoles) por curto periodo de tempo,
sao dependentes do complexo calcio-calmodulina, estando ativas sob elevadas
concentracdes de ions calcio no citossol. As NOS constitutivas estao presentes no
endotélio vascular, plaquetas e sistema nervoso. Além disso, essas isoformas
participam primariamente na modulagdo de processos fisioldgicos homeostaticos,
tais como o relaxamento vascular e regulagdo da pressdo sanguinea, a agregagao
plaquetaria e a neurotransmissao.

Por outro lado, a iNOS pode ser induzida em uma grande variedade de
células, incluindo macréfagos, células endoteliais, hepatocitos e células da glia,
produzindo NO em grandes quantidades (nanomoles) por longos periodos de tempo.
A iINOS possui um sitio com elevada afinidade pelo complexo calcio-calmodulina, de
modo que esta enzima ja se encontra ativa mesmo em reduzidas concentragdes
intracelulares de Ca®*. Citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-2 e TNF-a) podem induzir
a expressado de iINOS, ao passo que citocinas antiinflamatérias (IL-4 e IL-13) e
glicocorticéides inibem sua expressdo (Oswald et al., 1992; McCall et al., 1991;
Kengatharan et al., 1996). A rigor, considera-se que o NO produzido apés a indugao
da INOS participe em processos fisiopatoldgicos. Dados da literatura demonstram
que as atividades tumoricida e microbicida dos macréfagos séo dependentes da
geragao de grandes quantidades de NO nestas células pela INOS (Moncada et al.,
1991).

6.1. INIBIGAO DA SINTESE DE NO

A liberacdo excessiva de NO tem sido associada a eventos patologicos,
tais como o choque séptico (Thiermermann and Vane, 1990), doencgas
neurodegererativas (Jenner e Olanow, 1996) e processo inflamatério articular

(Palmer et al., 1993; Stefanovic-Racic et al., 1994). Desta forma, agentes seletivos



que modulem a sintese de NO a partir da isoenzima induzida, sem prejuizo a
atividade de isoenzimas constitutivas, sdo de consideravel valor terapéutico. Além
disso, como a detecgdo de NO in situ € complicada, os inibidores especificos das
NOS sao importantes ferramentas no estudo das acbées do NO em processos
patolégicos.

Dentre os principais inibidores das NOS, estdo os analogos estruturais da
L-arginina, que competem com o substrato L-arginina pelo sitio de ligagao nas NOS.
O primeiro inibidor descrito desta classe de compostos foi o N¥-monometil-L-arginina
(L-NMMA). Outros analogos da L-arginina sdo: L®-iminoetil-L-ornitina (L-NIO), Nitro-
L-arginina (L-NA) e N“-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Embora os analogos
estruturais da L-arginina sejam potentes inibidores das NOS, normalmente
demonstram pouca seletividade para as distintas isoformas da NOS (Rees et al.,
1990b).

Os derivados da L-citrulina também inibem a sintese de NO. Estes
compostos exercem sua atividade através de ligacdo a enzima, impedindo a
ativagdo do oxigénio molecular. Os principais representantes deste grupo sdo L-
tiocitrulina (inibidor ndo-seletivo da NOS) e S-metil-L-tiocitrulina (potente inibidor da
NNOS). Outro analogo estrutural de aminoacidos, a L-iminoetil-lisina (L-NIL)
apresenta seletividade para a isoforma induzida (Connor et al., 1995; Pelletier et al.,
1999; Pelletier et al., 2000).

Agentes ndo analogos da L-arginina, tais como as guanidinas, tém sido
investigados para fins de inibicdo seletiva da iINOS. Esta demonstrado que a
aminoguanidina (AG) inibe seletivamente a iINOS (Corbett et al., 1992). Entretanto
sao normalmente necessarias elevadas doses de AG para se obter inibigao
significativa da isoforma induzida. Nestas condi¢des, porém, é provavel que a AG
iniba também as isoformas constitutivas (Laszlo et al., 1995) ou interfira na atividade
de outras enzimas tais como a catalase (Ou and Wolff, 1993), promovendo acumulo
de espécies reativas do oxigénio.

Além das guanidinas, as isotiouréias foram identificadas como potentes
inibidores da NOS (Southan et al., 1995). Por exemplo, a S-isopropil-isotio-uréia é
seletiva para a INOS humana in vitro; S-metil-isotio-uréia mostra-se seletiva para a
iINOS in vivo, sendo benéfica no choque séptico em roedores (Kengatharan et al.,
1995).



Dentre os inibidores recentemente descobertos que ndo guardam relacao
estrutural com a L-arginina, destaca-se a N-(3-(Aminometil)-benzil)-acetamidina
(1400W). Esta demonstrado que AG, L-NIO e isotiouréias, todos inibidores
considerados seletivos, sdo cerca de trinta vezes mais potentes sobre a iINOS, em
relacdo a eNOS (Wolff and Lubeskie, 1995; Connor et al, 1995; Nakane et al., 1995),
ao passo que o 1400W é cerca de 5000 vezes mais potente para a iNOS, em

relacdo a eNOS (Garvey et al., 1997).

6.2. OXIDO NiTRICO E DOR

A participacao do NO na nocicepcao nao esta totalmente definido. Esta
demonstrado que a analgesia periférica da acetilcolina, no modelo de hieralgesia
induzida por carragenina ou prostaglandina, pode ser bloqueada pelo L-NMMA,
inibidor da NOS, azul de metileno, inibidor da guanilato ciclase, ou potenciada com
MY 5445, inibidor de fosfodiesterase (enzima que degrada o cGMP), sugerindo que
a analgesia colinérgica periférica envolve a ativagdo da via L-arginina:NO:cGMP
(Duarte et al., 1990). Estudos sobre a antinocicepgédo pela morfina em hiperalgesia
de pata de ratos sensibilizada por PGE; (Ferreira et al., 1991a; 1991b) e no teste de
formalina em pata de ratos (Granados-Soto et al.,, 1997), via sintese de cGMP,
confirmam tal hipétese. Mais ainda, L-NMMA inibem a analgesia da dipirona e do
mirceno, reforgando a participagdo do sistema L-arginina:NO:cGMP no controle da
resposta algica (Duarte et al., 1992).

Entretanto o efeito hiperalgésico do NO também foi demonstrado. L-
NAME, inibidor da NOS, induz antinocicepcdo dose-dependente no teste de
formalina em pata de ratos, no teste da placa quente e no modelo de contor¢cbes
abdominais, estes dois ultimos em camundongos (Moore et al., 1991). L-NAME
também bloqueia a hiperalgesia induzida por capsaicina em ratos (Sakurada et al.,
1996) e reverte, igualmente como o L-NMMA, a hiperalgesia por bradicinina em pata
de ratos (Nakamura et al., 1996). A administracédo terapéutica de L-NAME reduz a
hiperalgesia térmica em ratos (Tedesco et al., 2002). No modelo de dor neuropatica
por compressdo de terminagdes nervosas espinhais, L-NAME suprime a alodinia

mecéanica e térmica e o estresse induzido pelo frio (Yoon et al., 1998), sendo, neste



mesmo modelo, demonstrada a expressao local de NOS (Levy and Zochodne, 1998;
Levy et al., 1999).

A dualidade analgesia-hiperalgesia pelo oxido nitrico foi estudada por
nosso grupo na fase aguda do modelo de artrite induzida por zymosan (Rocha et al.,
2002). Foi demonstrado que L-NAME, AG e 1400W, inibidores de NOS, séao
analgésicos se administrados antes da indugédo da artrite, mas ndo o sao na artrite
em desenvolvimento. Por outro lado, os doadores de NO, tais como nitroprussiato de
sédio (NPS) e 3-morfolinosidnonimina (SIN-1), promovem analgesia na artrite
estabelecida. O aparente paradoxo entre o efeito de doadores de NO e inibidores de
sua sintese pode ser explicado pelo fato dos inibidores de sintese prevenirem a
inflamacdo sinovial, com consequente liberagdo de mediadores inflamatérios
hiperalgésicos, enquanto que os doadores de NO promoveria analgesia por agao

direta sobre a via L-arginina:NO: cGMP.

6.3. OXIDO NiTRICO E OSTEOARTRITE

Muitas evidéncias implicam a participagdo do 6xido nitrico na fisiopatologia
da osteoartrite. Concentracdes elevadas de nitrito — metabdlito do NO — foram
determinadas no soro e no liquido sinovial de portadores de OA (Farrell et al., 1992).
Diferentemente de condrécitos de cartilagem sadia, células da cartilagem OA
espontaneamente produzem NO (Amin et al., 1995). Quando estimulados em
cultura, condrécitos articulares expressam a isoforma indutivel da NO sintase (iNOS)
(Charles et al, 1993). Entretanto condrdcitos de cartilagens OA expressam uma NO
sintase semelhante a nNOS (Amin et al., 1995).

A apoptose de condrocitos € um importante fator para a degeneragéo da
cartilagem articular na OA. O NO tem sido considerado um indutor primario de
apoptose de condrdcitos (Blanco et al., 1995), mediada pela ativacdo de caspase-3
e tirosina —quinase. Entretanto, foi mostrado que em cartilagens OA humanas, a
prevaléncia de proteinas nitrosiladas (marcadoras para NO) em células apoptdticas
nao diferia em relagdo a células ndo apoptoéticas, sugerindo que o NO poderia nao
ser o sinal iniciador direto de apoptose (Greisberg et al., 2002). Essa hipétese foi
confirmada por outro estudo (Del Carlo et al., 2002;). Para a ocorréncia de apoptose,

parece ser necessaria a formagao de outras espécies reativas do oxigénio, como o



anion superoxido (O2), o qual reage com o NO, formando o anion peroxinitrito
(ONOOQO)).

A sintese de macromoléculas constituintes da matriz da cartilagem
articular parece ser prejudicada pelo NO. Condrécitos articulares humanos expostos
in vitro a doadores de NO e ao peroxinitrito apresentam reducdo na atividade
mitocondrial e na formacédo de adenosina-trifosfato (ATP) (Johnson et al., 2000).
Nessas células a inibicdo da respiragao celular se relaciona a inibicdo na sintese de
colagenos e proteoglicanos. In vitro, condrocitos OA humanos, submetidos a
pressao de cisalhamento continua, liberam NO de maneira dose e tempo
dependentes. Nessas células, os niveis intracelulares de mRNA para o colageno tipo
Il e proteinas do agrecano estdo reduzidos, efeitos que s&o reproduzidos pelo
tratamento dessas células com doadores de NO, tais como o nitroprussiato de sodio
(NPS) (Lee et al., 2002).

Na osteoartrite, o NO interfere na sintese de proteoglicanos por
condrécitos. NO esta implicado na inibicdo da sintese de agrecano por condrocitos
de coelhos em cultura induzida pela IL-1(Taskiran et al., 1994). In vitro, cartilagens
de pacientes portadores de OA apresentam declinio no conteudo de proteoglicanos
de maneira tempo-dependente, evento que pode ser atenuado pela inibicdo da
sintese de NO. (Cohen et al., 2000).

Condrécitos de cartilagens OA sdo pouco responsivos a estimulagéo da
sintese de proteoglicanos pelo Fator de Crescimento Insulina-simile | (IGF-I, Insulin-
like Growth Factor) (Studer et al., 2000), mas adquirem a responsividade ao IGF-I,
sintetizando proteoglicanos, quando tratados com L-NMMA ou com inibidores de
proteinas quinases dependentes de cGMP. (Studer et al., 2003), sugerindo que ao
menos em parte a refratariedade ao IGF promovida pelo NO se deva a via L-
Arginina:NO:cGMP.

O NO contribui para a lesdo da cartilagem também por ativacdo de
colagenases e por aumento na expressdo de genes que codificam as
metaloproteases de matriz (MMP). Por exemplo, L-NMMA inibe a expressao do gene
da MMP-9 induzida pela IL-1 (Sasaki et al., 1998). L-NMMA deprime a atividade de
estromelisina e colagenase em explantes bovinos e humanos (Murrell et al., 1995).



7. DOR E OSTEOARTRITE

Essencialmente a dor constitui um mecanismo de prote¢cdo do organismo
e ocorre associada a lesao tecidual. A dor induz, no individuo, uma reagéo defensiva
a fim de afastar ou eliminar o agente nocivo. O comité de taxonomia da International
Association for the Study of Pain — IASP — conceitua a dor como “experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a lesao tecidual presente ou em
potencial” (Merskey & Bogduk, 1994).

A dor na osteoartrite pode ser originada a partir de diferentes mecanismos.
A cartilagem articular e os meniscos sao estruturas desnervadas (Wyke, 1981), ndo
podendo diretamente ser fontes da sensagao dolorosa. Entretanto, alteracdes
nessas estruturas e até mesmo no liquido sinovial podem indiretamente causar dor
na OA. Fragmentos de cartilagem - contendo colageno, proteoglicanos, cristais,
enzimas proteoliticas ou citocinas - liberados no liquido sinovial podem desencadear
uma resposta inflamatdria sinovial, acompanhada de dor. Embora a inflamacéo da
sindvia em juntas afetadas pela OA sejam geralmente menos intensa em relagéo a
observada em outras artropatias (como artrite reumatoide ou gota), a ativagdo de
resposta inflamatéria sempre ocorre em articulagées osteoartriticas (Lindblad and
Hedfors, 1989). A ruptura de superficie da cartilagem pode favorecer a deposicao de
cristais soluveis dentro da cavidade articular, estimulando uma resposta inflamatoria
(Schumacher, 1989). Porgbdes fragmentadas de meniscos podem deslocar-se pelo
espaco articular e inserir-se entre tecidos delicados e superficies articulares lisas,
distendendo a capsula articular (Altman and Lozada, 2003).

Alteracbes Osseas estdo epidemiologicamente associadas a dor na OA
(Felson et al., 2001). O osso subcondral é inervado por fibras nervosas de pequeno
didmetro (Serre et al., 1999; Mach et al.,, 2002). Esses axbnios tém acesso a
superficie Ossea interna através dos canais medulares. Tais fibras apresentam
marcagdo imunohistoquimica caracteristica para nociceptores relacionados a
substancia P e ao peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), a
semelhanga de nociceptores encontrados em outras regides do corpo. Existem
indicagdes funcionais de que essa inervacao pode acarretar sensacao dolorosa. Na
ocorréncia de isquemia subcondral ou aumento da presséo venosa, a substancia P e

0 CGRP s&o liberados das termina¢des nervosas no osso (Kiaer et al., 1989).



O periésteo apresenta elevada densidade de fibras nervosas
imunorreativas ao GCRP bem como inervagao simpatica (Mach et al., 2002), e pode
estar distendido por formacgdes osteofiticas ou por tensdes na inser¢gdo dos
ligamentos periarticulares. A capsula articular e os ligamentos periarticulares sao
estruturas ricamente inervadas e, uma vez distendidas, podem causar por ativacao

de mecanorreceptores e nociceptores (Altman and Lozada, 2003).

8. TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR COMO MODELO
EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE

A osteoartrite provoca a faléncia da articulagdo como um érgéo (Liang and
Fortin, 1991). Os processos bioquimicos e biomecanicos que participam na
fisiopatologia da OA sado dinamicos e complexos para serem adequadamente
reproduzidos em sistemas bioquimicos ou em culturas celulares, apenas.
Adicionalmente, a OA humana é comumente diagnosticada em estagios avancgados,
periodos no quais os pacientes ja se apresentam sintomaticos ou as alteragdes
radiologicas — osteofitose e estreitamento do espago articular - sdo evidentes
(Carney, 1993). Em tais circunstancias, uma variedade de modelos animais foi
desenvolvida no intuito de caracterizar as alteragcdes precoces na OA, estudar os
fatores relacionados a sua progressao e avaliar novos potenciais terapéuticos.

Os modelos animais disponiveis para o estudo da OA costumam ser
classificados segundo a ocorréncia espontdnea ou induzida da OA. Modelos
espontaneos foram bem descritos nas linhagens C57BI/6, BALB/c, STR/IN e
STR/ORT de camundongos, em cobaios Hartley e em macacos Rhesus, e propiciam
condigbes similares a OA primaria humana. A OA pode ser induzida por
desestabilizagdo da articulagdo (transecgdo de ligamentos, meniscectomia,
desnervacgao), resultando em redistribuicdo anormal das forgas atuantes na junta
durante a deambulagdo e na posicao de repouso; degradacédo enzimatica da matriz
da cartilagem (injecdo intra-articular de papaina ou colagenase bacteriana) ou
interferéncia no metabolismo dos condrécitos (administragdo intra-articular de
iodoacetato ou vitamina A). Os modelos induzidos de OA simulam as alteragbes

comumente observadas na OA secundaria humana (Jouzeau et al., 2000).



Tem sido relatado que degeneragdes articulares incidem em pacientes
apresentando ruptura no ligamento cruzado anterior (Feagin and Curl, 1976; Dandy
et al., 1982; Kieffer et al., 1984). Deste modo, a transec¢édo do ligamento cruzado
anterior (LCA) tornou-se um modelo cirurgico bem estabelecido de inducéo
experimental da osteoartrite.

Coelhos submetidos a transeccdo do LCA manifestam alteragdes
histoquimicas na cartilagem articular (Hanashi et al., 2002), formagéao de osteofitos
nos céndilos femorais e no plateau tibial (Hashimoto et al., 2002), apoptose de
condrécitos das zonas superficiais e intermediarias da cartilagem e na por¢gao medial
do menisco (Hashimoto et al., 1998a; Hashimoto et al., 1999). Concentra¢des de
neo-epitopos de condroitin-sulfato estdo elevadas no liquido sinovial de cées
submetidos a secgdo do LCA (Johnson et al.,, 2002), sugerindo liberacdo de
produtos degradacéo dos proteoglicanos a partir da matriz da cartilagem.

Recentemente, a utilizacdo do modelo de OA por sec¢cao do LCA em ratos
foi padronizada (Stoop et al., 2000). Nesse estudo, as alteragdes ocorreram de
maneira bifasica: as mais precoces concentraram-se nas regides marginais da
cartilagem, e consistiram em destruicdo da cartilagem, com morte de condrdcitos e
deplecado de proteoglicanos. Em estagios posteriores, foi observada a fibrilagdo na
regido central da cartilagem. Um estudo seguinte mostrou que as alteragbes da
cartilagem articular de ratos submetidos a secgdo do LCA iniciam-se na zona
superficial (Stoop et al., 2001). A execugdo do modelo de OA induzida por
transeccdo do LCA em ratos se apresenta vantajosa em relagdo ao praticado em
outras espécies animais em virtude do reduzido periodo de tempo necessario para

serem observadas as primeiras alteracdes caracteristicas da osteoartrite.

9. VISCOSSUPLEMENTAGAO

Originalmente introduzido por Balazs e Denlinger (1993), o termo
viscossuplementagao significa o restabelecimento das propriedades viscoelasticas
do fluido sinovial mediante administracdo intra-articular de solugdes de acido
hialurbnico de elevado peso molecular. Segundo esses pesquisadores, o

restabelecimento ou a suplementacdo da viscosidade do fluido sinovial na OA



poderia melhorar a funcionalidade articular e consequentemente reduzir os sintomas
da OA.

A hipotese de Balazs foi comprovada por estudos clinicos, nos quais
sintomas de OA — dor e disfungéo articular - em joelhos humanos foram atenuados
pela administracao de acido hialurénico (AH) de elevado peso molecular (da ordem
de 10° daltons) (Wobig et al., 1999; Hochberg, 2000; Evanich et al., 2001).
Entretanto, foi observado que o alivio desses sintomas da OA pdéde ser obtido pela
administracdo de AH com menor peso molecular (entre 5,0 a 7,5 x 10° Daltons) pelo
molecular inferior (Pasquali Ronchetti et al., 2001). Mais ainda, a eficacia clinica da
viscossuplementacao pdde ser observada por um periodo de varias semanas, ou até
meses, apos a administragdo intra-articular do AH (Huskisson & Donelly, 1999;
Kinwar, 2001), fato inconsistente com a velocidade de eliminagao (clearance) do AH
em juntas sinoviais. Dados em coelhos apontam para uma meia-vida inferior a vinte
e quatro horas para o AH, podendo ser mais curta em animais submetidos a OA
experimental (Lindenhayn et al., 1997).

Por esses resultados, torna-se evidente que os efeitos benéficos obtidos
em longo prazo pela administragéo intra-articular de AH n&o podem ser explicados
completamente pelo conceito de viscossuplementagao definido por Balazs. De fato,
uma exaustiva pesquisa tem sido realizada a fim de elucidar o mecanismo de agao
das preparagdes de AH na OA (revisto em Ghosh & Guidolin, 2002).

Fortalecendo a hipétese de um mecanismo de agao farmacoldgico para o
AH, relatou-se a existéncia de um receptor especifico para o AH, o CD44 (Aruffo et
al., 1990), presente em uma variedade de células, incluindo aquelas implicadas na
fisiopatologia da OA, tais como macréfagos, linfocitos T, sinoviécitos e condrdcitos
(Knudson, 1993; Culty et al., 1994; Lesley et al, 1994; Fujii et al., 1999). A ligagéo do
AH ao CD44 dispara uma variedade de eventos intracelulares, dentre os quais estao
as cascatas de fosforilagdo de proteinas, a liberagdo de citocinas e sintese de
proteinas do ciclo celular (Turney, 1989; Underhill, 1992).

Alguns efeitos da administracdo exdgena de AH, ndo explicados pela
hipétese da viscossuplementagao, foram relatados: estimulo a produ¢cdo enddgena
de AH e da sintese de proteoglicanos, inibicdo da liberagdo de enzimas capazes de
degradar a cartilagem e inibigdo da fagocitose por células mononucleares e da

migracgao leucocitaria (revistos em Dougados, 2000). Foi demonstrado também que



o AH neutraliza radicais livres gerados nos tecidos articulares em atividade
inflamatdria (Jahn et al., 1999).

Em joelhos humanos acometidos pela OA, a administracdo de acido
hialurbnico promoveu redugdo no numero e na agregacao de sinoviocitos, bem
como no numero e calibre dos vasos sinoviais (Pasquali Ronchetti et al., 2001).

Apesar dos efeitos benéficos da administracdo de AH exdgeno, reagoes
locais adversas sao relatadas em dois a quatro por cento dos pacientes tratados
(Adams et al., 2000; Bernadeau et al., 2001). Tais reacbes variam desde edema
local até um quadro de artrite asséptica aguda, e se desenvolvem algumas horas

apods a aplicacéo.

10. GOMA GUAR

As gomas representam uma das principais fontes naturais de
polissacarideos. Dentre as gomas mais comuns, encontramos a Goma Guar (GG),
extraida do endosperma de sementes da leguminosa Cyamopsis tetragonobola. A
GG é uma galactomanana com massa molecular média de 2,2 x 10° Daltons e
constituida por uma longa cadeia central formada por residuos de manose, unidos
por ligagdes glicosidicas do tipo p-(1—4). A essa cadeia central (manana) se ligam
residuos laterais de galactose por ligagdes do tipo a-(1—6) (llustracdo 3). Os
monossacarideos constituintes da GG sdo encontrados normalmente na razdo de

1,5 a 2 residuos de manose para cada residuo de galactose (Cheng et al., 2002).

A goma guar se hidrata tanto em agua fria quanto em agua quente,
formando solugdes bastante viscosas. Quando as cadeias lineares de
galactomanana sdo ligadas cruzadamente (reticuladas), essas solugdes formam

hidrogéis, que apresentam viscosidade superior as solugdes originais.

Devido a seu baixo custo e excelentes propriedades reoldgicas, a goma
guar e seus derivados sdo extensivamente utilizados na industria alimenticia e
cosmética (Cheng et al., 2002). Na industria farmacéutica, a goma guar tem sido
empregada na elaboragdo de veiculos de liberagao controlada para farmacos
(Krishnaiah et al.,, 1999; Soppirnath &, Aminabhavi, 2002). Por serem
biocompativeis, formulacbdes reticuladas de GG tém sido desenvolvidas como

substitutas para o muco cervical (Burruano et al., 2002).
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llustragao 3: Estrutura da Goma Guar
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Dentre as doengas articulares, a Osteoartrite (OA) destaca-se pela
prevaléncia e reducdo na qualidade de vida que provoca em pacientes por ela
acometidos. A dor articular representa o principal sintoma da osteoartrite e esta
geralmente associada a um padrdo de deambulagao alterado.

Modelos animais tém sido desenvolvidos no intuito de elucidar a
etiopatogenia da OA, com especial interesse nos mecanismos envolvidos na
degeneracgao das estruturas articulares. A hiperalgesia articular, entretanto, tem sido
pouco investigada nesses modelos.

O o6xido nitrico (NO) € uma espécie quimica que participa em processos
inflamatorios e na resposta hiperalgésica. O envolvimento do 6xido nitrico na lesao
da cartilagem na OA tem sido bem documentado. Entretanto, ndo sdo relatadas
evidéncias quanto a participacdo do NO em dor articular especifica na OA.

A viscossuplementacdo constitui uma possibilidade terapéutica na OA, na
qual sao utilizadas preparagdes de acido hialurénico de elevado peso molecular.
Controvérsias na literatura sugerem, porém, que ag&o do acido hialurénico na OA se
deva a mecanismos farmacologicos, ndo somente biomecanicos.

A utilizacdo de acido hialurbnico na OA ainda tem um custo
financeiramente elevado. Resultados recentes apontam para o uso de biopolimeros
(polissacarideos) como substitutos do acido hialurénico na terapia da OA. A goma
guar, uma galactomanana extraida de endosperma de sementes de Cyamopsis
tetragonobola, produzem solugbes aquosas viscosas. Géis reticulados de tais
solugdes podem apresentar viscosidade semelhante ao Hilano G-F 20, uma das
preparagdes de acido hialurbnico comumente empregadas na OA.

Nessa perspectiva, nosso trabalho tem os seguintes objetivos:

— Caracterizar a hiperalgesia articular na fase subcrénica do modelo de

osteoartrite por transecgao do ligamento cruzado anterior em ratos;

— Investigar o papel do 6xido nitrico no desenvolvimento da hiperalgesia

articular nesse modelo;

— Auvaliar o efeito de preparagcées de goma guar na hiperalgesia articular

nesse modelo.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS



Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando entre
180 a 200 gramas, fornecidos pelo biotério central do Campus do Pici-UFC e pelo
biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Os animais
receberam agua e alimentagdo ad libitum. Todos os esforgos foram feitos para
minimizar o numero e o sofrimento dos animais utilizados.

O protocolo experimental foi submetido ao comité de ética em
experimentacdo animal (CEPA-UFC), sendo aprovado com o numero 03/03 (vide

Anexo 1).

2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Agitador Certomat BO (B. Braun)

— Agitador tipo vortex Certomat BO (B. Braun)
— Balanca Analitica Marte AL200

— Balanga Analitica Ohaus AS2600

— Banho-maria Thermomix BM (B. Braun)

— Camara de Neubauer (0,100/0,0025mm?)

— Centrifuga Eppendorf 5804R

— Citocentrifuga Revan 2000D

— Cuba elotroforética acrilica

— Depilador Oster Golden A5

— Dispositivo para avaliagao da incapacitagao articular
— Espatulas de Ago

— Estufa Olidef cz

— Fio cirurgico Nylon monofilamentar 4-0 (Point Suture)
— Fio cirargivo Vycril 5-0 (Ethicon)

— Fonte eletroforética Model 250 (Gibco)

— Funis de placa sinterizada G3 e G4

— Laminas para microscopia

— Laminulas

— Material Cirurgico (tesouras e pingas)

— Microanalisador CARLO ERBA EA1108



— Micropipetas de 10, 200 e 1000uL (FinnPipette)
— Microscépio Optico binocular acoplado & camera fotografica Olympus
— Papel de filtro qualitativo

— Placas de vidro formato 7,5cm x 10cm

— Provetas graduadas

— Recipientes tipo béquer e erlenmeyer

— Redmetro digital BROOKFIELD D-V llI

— Secador 1500W (Braon)

— Seringas de 1mL (B-D Plastipak)

— Tubos Falcon de 15mL (B-D Plastipak)

— Tubos tipo eppendorf de 1,5mL

— Viscosimetro Capilar de Ubberlohde | — 71

3. DROGAS, REAGENTES E SOLUGOES

3.1. DROGAS E REAGENTES

Todos as drogas e reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e

propriedades analiticas adequadas.

- Acetona (REAGEN)

- Acido cloridrico (SYNTH)

- Acido fosférico (SYNTH)

- Acido sulfurico (SYNTH)

- Acido Tricloro-acético (TCA) (VETEC)

- Agarose (SIGMA)

- Anticorpo de coelho anti-iINOS de rato (Santa Cruz Biotecnology, CA,
USA).

- Avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA)

- Benzina de petréleo (VETEC)

- Bicarbonato de sédio (REAGEN)

- Cloral hidratado (REAGEN)



- Condroitin-4-sulfato (SIGMA)
- Condroitin-6-sulfato (SIGMA)
- Corante rapido HEMAS3
- EDTA sdédico (MERCK)
- Formaldeido (VETEC)
- Glutaraldeido (VETEC)
- Goma guar (SIGMA)
- Heparan-sulfato (SIGMA);
- Hilano G-F 20 (NOVARTIS)
- Indometacina (SIGMA)
- L-arginina (SIGMA)
- L-NAME (SIGMA)
- Maxatase (protease alcalina) (BIOCON INDUSTRIAL LTDA - Rio de
Janeiro, RJ, Brasil);
- Metanol (SYNTH)
- N-(1-naftil)-etilenodiamina (SIGMA)
- B-NADPH (SIGMA)
- Nitrato redutase (SIGMA)
- Nitrito de sodio P.A. (REAGEN)
- Solugdo salina 0,9% (estéril e apirogénica) (GASPAR VIANA);
- Sulfanilamida (SIGMA)
- Sulfato de cobre P. A. (VETEC)
- Tartarato de sodio e potassio P. A. (VETEC)
- Tetracloridrato de diamino-benzidina (DAB, Sigma, USA)
- Trizma base (SIGMA)
- 1400W (CAYMAN CHEMICAL)
3.2. SOLUGOES

Agarose para eletroforese:
AGarose (SIGMA) ... 600mg
TampPaA0 PDA ... 100mL



Azul de Toluidina para 1,3-diamino-propano-acetato:

Azul de Toluidina (SIGMA) ... 100mg
STe][810= T Je [=T-To o] = o | (= RS 100mL
Liquido de Turk:

Acido acético glacial P.A. (MERCK) ......cooiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 20mL
Violeta de genciana (LAB. ODALY SOARES & CIA.) ....ccccoveeeeernnns 2,0mL
Agua destilada (4.5.0.) woveoveeeeeeeeeeeeeeeee e, 1,0L
PBS

Cloreto de SOdio (SYNTH) .o 8g
Cloreto de Potassio (REAGEN)........coooiiiiiii s 200mg
Fosfato de sédio dibasico (SYNTH) .....cccoovviiiiiiiiiiieeeee e 1,159
Fosfato de sédio monobasico (CINETICA QUIMICA) .......cccceeu..... 200mg
Agua destilada (4.5.0.) woveoveeeeeeeeeeee e, 1,0L

Solugédo de Brometo de Cetil-Trimetilamdnio (CTV) 5%:
CTV (VETEQC) ettt ettt e e e e e e e e 59
Agua destilada (4.5.D.) c.ovevevereeeeieeeeee e 100mL

Solugao descorante para 1,3-diamino-propano-acetato:

Acido acético glacial P.A. (MERCK) ......ccoiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10mL
Etanol (REAGEN)...... oo 500mL
Agua destilada (4.5.0.) woveoveeeeeeeeeeeee e 1,0L

Tampao 1,3-diamino-propano-acetato (PDA) pH 9,0:

1,3-diamino-propano (SIGMA) .........uciiiiiieie e 8,5mL
Acido acético glacial P.A. (MERCK)......cc.coeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 7,5mL
Agua destilada (4.5.D.) c.oveeveveeeeeeeeeee e, 2,0L

Tampao Tris/HCI/NaCl pH 8,0:
Solugao aquosa de Trizma base (SIGMA) 0,2M ...........cceeeiieiieiiiiiein. 5mL



Solugdo aquosa de Acido cloridrico (SYNTH) 0,2M.......c.ccocoveverennnne.. 5mL
Cloreto de SOdio (SYNTH) ..oovvuiieiiieeeeceeee e 147mg
Agua destilada (4.5.D.) woeeveveeeeeeeeeeeee e, 20mL

Solugdo 01 para método de Fehling:

Sulfato de cobre (VETEQC) ... 34,64¢g
Acido SUlfUrico (SYNTH) ...ovoeieeeeeeeeeeeee e, 3 gotas
Agua destilada (4.5.0) «..oeveveeeeeeeeeeeee e 500mL

Solugao 02 para método de Fehling:

Hidroxido de S6Gi0 (VETEC) w.v.vvveoeeeeeeooeoeeeoeeeoeeoeeeeoeeoeoeoeeoeeoeooen 60g
Tartarato de sodio e potassio (VETEC)........, 173g
Agua destilada (4.5.0) «..ovevevereeeeeeeeeee et 500mL

4. MODIFICAGAO E ANALISE QUIMICAS DO POLISSACARIDEO DE GOMA
GUAR

A modificagdo e as analises quimicas do polissacarideo de goma guar foram
realizadas pelo Laboratorio de Polimeros do Departamento de Quimica Organica e

Inorgéanica, da Universidade Federal do Ceara, e constituiram as seguintes etapas:

4.1. PURIFICAGAO DO POLISSACARIDEO DE GOMA GUAR

A goma guar foi purificada de contaminagao protéica pela combinagédo do
método fisico seguido pelo método de Fehling, conforme descrito a seguir:

Método Fisico (Wientjes et al., 2000): Goma guar foi dissolvida a quente
em alcool 80%, para obtengao de solugédo a 5%. A goma guar precipitada foi diluida

em agua e centrifugada (1500g/1h). O sobrenadante foi precipitado por adigdo de



em um volume de acetona. O precipitado obtido foi dissolvido novamente em agua
destilada a 80°C e centrifugado (6000g/1,5h). A goma guar foi precipitada a partir do
sobrenadante, por adigao dois volumes de etanol.

Método de Fehling (Jones & Stoodley, 1966): Vinte volumes de solugcéo
aquosa de goma guar a 1% foram misturados com um volume do reagente de
Fehling (1 parte da solugdo 01 para 1 parte da solugdo 02) recém-preparado. O
precipitado formado foi dissolvido em 60 mL de acido cloridrico 0,1M. Apos a

dissolugéo, a goma obtida foi precipitada com quatro volumes de etanol.

4.2. REAGAO DE RETICULAGAO DO POLISSACARIDEO DE GOMA GUAR

Amostras de goma guar nao purificada (GGNP) e goma guar purificada
(GGP) foram reticuladas com glutaraldeido pelo seguinte procedimento (Gliko-Kabir
et al., 1999): Quarenta volumes de solugdes aquosa de goma guar a 0,8% em pH 2
foram postas a reagir com um volume de solugdo aquosa de glutaraldeido 25%.
Apods doze dias, o gel formado foi dialisado contra agua destilada e contra uma

solucao de tampao fosfato 0,1M (pH = 7,3) e NaCl.

4.3. DETERMINAGAO DO TEOR DE PROTEINAS EM AMOSTRAS DE GOMA
GUAR

O teor de proteina em amostras de goma guar pode ser estimado a partir
da determinagdo do teor de nitrogénio nas mesmas, uma vez que a estrutura da
goma guar (galactomanana) ndo possui atomos de nitrogénio. As analises
elementares foram realizadas em um microanalisador CARLO ERBA EA1108, e o
teor de proteinas foi calculado pelo fator de conversao igual a 5,87, utilizado para

galactomananas.

4.4. DETERMINAGAO DA MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA DA GOMA GUAR



A massa molar de amostras de goma guar pode ser estimada por
viscometria (Robinson et al., 1982). Amostras de goma guar foram dissolvidas sob
agitacdo magnética em agua durante 24 horas, para obtengao de solug¢des a 0,07%.
A viscosidade (n) dessas solug¢des foi determinada em um viscosimetro capilar de
Ubberlohde | — 71, na temperatura de 25°C. A massa molar viscosimétrica (MM) foi
calculada pela equacao de Mark- Howink,

[n] = k. MM?,

na qual as constantes a e k valem 0,72 e 3,8x10™ , respectivamente.

4.5. REOLOGIA COMPARADA ENTRE DE SOLUGOES E GEIS DE GOMA GUAR
E HILANO G-F 20.

O comportamento reologico de amostras de solugdes e géis de goma guar
(ambos com concentragcdo de goma guar igual a 0,8%) e de Hilano G-F 20 foi
estudado em um redmetro digital BROOKFIELD D-V Ill, sob uma taxa de

cisalhamento de 0,04s™", em uma temperatura de 36°C.

5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1. TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (modificado de
Stoop et al., 2001)

Os animais foram anestesiados com éter etilico por via inalatéria. Apos
depilagdo da regido ventral articulagdo do joelho direito e anti-sepsia, a pele foi
submetida a uma incisao longitudinal. Procedeu-se a uma incisdo parapatelar lateral,
seguida de luxacgéao lateral da patela, proporcionando acesso ao espaco articular. O
ligamento cruzado anterior foi seccionado com o auxilio de uma tesoura. O livre
movimento da tibia em relagdo ao fémur, no sentido postero-anterior (“sinal da
gaveta”) foi utilizado como controle da completa sec¢ao do ligamento. Procedeu-se a
reducao da luxagao patelar e a articulagao foi suturada com fio cirurgico reabsorvivel

Vycril 5/0 (polyglactin 910 - Ethicon). A pele foi sutura com fio Nylon monofilamentar



4/0 (Point Suture), e submetida a anti-sepsia. Os pontos da sutura da pele foram
retirados sete dias apds a cirurgia.

Um grupo SHAM foi submetido ao procedimento cirurgico descrito acima,
exceto a transecgao do ligamento cruzado anterior (Fotografia 1).

Os animais foram sacrificados em distintos periodos de evolucdo da

doenca (sete, quatorze ou vinte e oito dias).

5.2. REGISTRO DA INCAPACITAGAO ARTICULAR

Utilizamos uma modificagdo do modelo de avaliacdo da incapacitacao
articular proposto por Tonussi & Ferreira (1992) (Fotografia 2). Os animais foram
postos a deambular em um cilindro metalico giratério de aluminio, com 30cm de
diametro e 50cm de largura, com capacidade para trés animais por vez. O cilindro
gira a uma velocidade de 3rpm. As patas traseiras do animal foram calgadas com
sapatilhas metalicas especialmente desenhadas. A sapatilha direita -
correspondente a articulacdo submetida a artrotomia — foi conectada a uma porta de
entrada de dados de um microcomputador, no qual esta instalado um programa de
aquisicao de dados. Ao tocar a superficie do cilindro, o animal fecha um circuito, que
€ registrado em um computador. O tempo total de registro foi de dez minutos,
fornecendo em segundos o tempo durante o qual o animal permaneceu com a pata
suspensa. Essa medida € denominada por tempo de suspensao da pata (TSP),
considerada proporcional a dor articular. O TSP foi avaliado diariamente até o fim de
sete ou vinte e oito dias.

Para a avaliagdo da resposta per si de preparacbes de goma guar em
cavidades articulares de ratos NAIVE, o tempo total de registro foi de um minuto, e a
incapacitacao articular foi avaliada pelo TSP registrado a cada uma hora até a sexta

hora, tempo no qual esses animais foram sacrificados.

5.3. COLETA DO EXSUDATO ARTICULAR E DA MEMBRANA SINOVIAL

Os animais foram sacrificados por exsanguinagdo sob anestesia terminal

(hidrato de cloral — 400mg/kg, i.p.). A seguir, realizou-se a lavagem das articulagdes,



fazendo-se duas injecdes de 0,2mL de EDTA 10mM em PBS, na cartilagem articular.
O exsudato articular foi coletado por aspiracdo e mantido em banho de gelo. A
membrana sinovial foi dissecada, fixada em formalina 10% e reservada para
processamento posterior (histoquimica para iNOS).



Fotografia 1: Transecg¢ao do Ligamento Cruzado Anterior (LCA). O LCA esta indicado pela seta.
Em (A), o animal foi submetido a artrotomia, mas o LCA permanece intacto. Em (B) o LCA esta

seccionado.



Fotografia 2: Animais deambulando no sistema de registro da incapacitagado articular. Ratos
Wistar machos (A), apds colocagdo de sapatilhas metalicas, sdo postos a deambular sobre um
cilindro metalico (B) que gira a 3rpm. O cilindro esta conectado a um microcomputador (C), no qual
esta instalado um programa especifico para o registro do Tempo de Suspensdo da Pata, em

segundos, para cada animal.

5.4. ANALISE DA CELULARIDADE NO EXSUDATO SINOVIAL

Aliquotas do exsudato articular foram diluidas em liquido de Turk, para

contagem total de leucdcitos em camara de Neubauer. Em seguida, o lavado



articular foi centrifugado (430g/10min/4°C). O precipitado celular foi ressuspenso em
PBS, para determinacgao diferencial por coloracdo em HEMAS, e o sobrenadasnte

estocado a -20°C, para posterior andlise (determinagao de nitrito total).

5.5. DETERMINAGAO DA PRODUGAO DE NITRITO

A producdo de NO nas articulacdes foi indiretamente determinada através
da medida da concentragao de nitrito (NOz) e nitrato (NO3’) no exsudato articular,
utilizando-se a reacdo de Griess. O nitrato presente nas amostras foi convertido a
nitrito por incubagdo com a enzima nitrato redutase 40uL de cada amostra foram
submetidos a incubagao overnight a 37°C, com 40l de nitrato redutase e B-NADPH
(nas concentragdes respectivas de 0,4U/ml e 1mg/mL). Apds a incubacgao, 80ul do
reagente de Griess (um volume de sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%, para um
volume de N-(1-naftil)-etilenodiamina 0,1%) foram adicionados e a absorbancia foi
medida por espectrofotometria (540nm). A concentragao de nitrito foi determinada
mediante comparagao entre a absorbancia das amostras e aquelas apresentadas

por solugdes cuja concentragdo de nitrito era conhecida (1,25-80uM).

5.6. MARCAGAO IMUNOHISTOQUIMICA PARA iNOS EM MEMBRANAS
SINOVIAIS

A técnica imunohistoquimica para iINOS neste trabalho foi realizada pelo
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina — USP- Ribeirdo Preto.

Membranas sinoviais de animais OA e SHAM, ambos sacrificados sete
dias apés cirurgia articular, e de animais NAIVE foram utilizadas para deteccao da
expressdo da iNOS, utilizando um anticorpo de coelho anti- INOS de rato,
comercialmente disponivel. Apds desparafinizagdo, os tecidos foram incubados com
peréxido de hidrogénio e lavados. Os espécimes foram incubados em tampao citrato
e submetidos a aquecimento brando em forno de microondas. Apds bloqueio
inespecifico com soro de coelho overnigt, as amostras foram incubadas por 2 horas
com anticorpo de coelho anti-iINOS (diluido na propor¢édo de 1:100 em PSB

acrescido de soroalbumina bovina a 1%). As secg¢des foram incubadas com um



anticorpo secundario anti-lgG de coelho ligado a biotina. O produto da reacao foi
detectado com complexo avidina-biotina-peroxidase e a coloracdo da reacao foi
promovida com tetracloridrato de diamino-benzidina. Os espécimes foram contra-

corados com hematoxilina de Mayer.

5.7. QUANTIFICACAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS (GAGs) NA
CARTILAGEM ARTICULAR

5.7.1. EXTRAGAO DOS GAGs

Amostras de cartilagem articular extraida dos coéndilos femorais foram
desengorduradas em acetona e submetidas a protedlise total por maxatase (2mg/ml)
em tampao Tris/HCI/NaCl, em pH 8,0. A incubagao foi mantida a 56°C por 48 horas.
Concluida a protedlise, corrigiu-se a concentragdo de NaCl para 1M, mantendo as
amostrar por 30 minutos a temperatura de 37°C. Seqlencialmente, &acido
tricloroacético (TCA) foi adicionado as amostras até obtengdo de uma concentragéo
final de 10%, apds o qual as amostras foram submetidas a agitagdo a 4°C por 15
minutos. As amostras foram centrifugadas (10.000g/15min/4°C), o precipitado foi
descartado e ao sobrenadante foram acrescentados dois volumes de metanol. As
amostras foram mantidas overnight a temperatura de 4°C, para precipitagdo dos
GAGs. Apos nova centrifugagdo (10.000g/15min/4°C), o sobrenadante foi

descartado e o precipitado ressuspenso em 20uL agua destilada.

5.7.2. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Através da eletroforese em gel de agarose, é possivel identificar e
quantificar os GAG. O método foi descrito por Jaques et al. (1968) e modificado por
Dietrich & Dietrich (1976). 5ul do GAG ressupenso em agua foram aplicados em gel
de agarose 0,6% em tampao PDA (pH 9,0). A migragao eletroforética, realizada sob
refrigeragdo em uma diferenga de potencial de cem volts, tem aproximadamente
uma hora e trinta minutos de duragao. Apds a migragao, os GAGs foram precipitados

no gel por imersao em solugao de CTV (brometo de cetil-trimetilamonio) a 0,1% por



2 horas. O gel foi seco sob calor e ventilacdo e corado com solugao hidroalcdéolica
acida de azul de toluidina 0,1% por 15 minutos. O excesso de corante foi removido
por uma solucdo descorante. A identificacdo do tipo de GAG foi realizada
comparando-se a migracao eletroforética das amostras com a de padrdes
conhecidos.

A quantificagdo dos GAGs foi estimada por densitometria (525nm),

utilizando-se comparativamente padrées de GAGs conhecidos.

5.8. EFEITO INTRA-ARTICULAR DE PREPARAGOES DE GOMA GUAR

Goma guar nao purificada (GGNP) ou de goma guar purificada (GGP), em
solugao, foram administradas em doses crescentes (30ug-400ug i.a.), em cavidades
articulares de animais n&o manipulados. GGNP e GGP, em géis reticulados, foram

administradas na dose de 400ug i.a.

5.9. MANIPULAGAO FARMACOLOGICA

Indometacina (2mg/kg s.c.) foi administrada 30 minutos antes da
transecgdo do LCA (intervencéo profilatica), e diariamente, por sete dias. L-NAME
(30mg/kg i.p. duas vezes diarias) e 1400W (0,5mg/kg s.c. uma vez diaria) foram
administrados 30 minutos antes da transecgao (intervencao profilatica) ou 4 dias
apos a transecgao (intervengao terapéutica), e diariamente até o sétimo dia. L-
arginina (500mg/kg s.c.) foi administrada 30 minutos antes de L-NAME profilatico.
Goma guar purificada (GGP), em solugédo ou reticulada, e Hilano G-F 20 foram
administrados no quarto dia apds a transecgao (intervencgao terapéutica), em dose

unica intra-articular de 100ug.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como médiate.p.m. Para comparagao

multipla entre as médias de trés ou mais grupos, foi utilizada a Analise de Variancia



Univariada (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (p<0,05).



Resultados



IV. RESULTADOS

1. CARACTERIZAGAO DO MODELO DE OSTEOARTRITE POR TRANSECGCAO
DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR EM RATOS

1.1. INCAPACITAGAO ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGCAO
DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA) EM RATOS

Os animais submetidos a Transecgdo do Ligamento Cruzado Anterior
(grupo OA) desenvolveram incapacitagdo articular caracterizada pelo aumento no
tempo de suspensdo da pata (TSP), medido pelo Teste de Incapacitagcado Articular
para ratos (vide acima). Valores do TSP para o grupo OA foram maximos nos trés
primeiros dias, mas diminuiram em seguida, permanecendo significativamente
superiores aos apresentados pelo grupo SHAM (artrotomia sem ruptura do LCA) até
0 inicio da terceira semana (Figuras 1 e 2).

Determinamos a area sob o TSP versus tempo apds a cirurgia articular,
entre 0 quarto e sétimo dias. A incapacitagcao articular foi maxima na primeira
semana, onde ocorreu um aumento de 52,4% na area sob a curva (AUC) para o
grupo OA em relagdo ao grupo SHAM (OA: 552,9+19,7 e SHAM: 362,7+£17,9;
p<0,001) (Figura 3).

A administracdo de indometacina, na dose de 2mg/kg/dia inibiu de forma
significativa o aumento da AUC, sendo 31,8% menor que aquela apresentada pelo
grupo submetido a transecgao do LCA (OA)(p<0,001) (Figura 3).
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Figura 1: Cinética da incapacitagao articular em ratos submetidos a Transec¢ao do Ligamento
Cruzado Anterior (LCA). O grupo OA foi submetido a Transecgdo do LCA. O grupo SHAM foi
submetido a artrotomia, sem transeccdao do LCA. Animais NAIVE ndo foram manipulados. A
incapacitacdo articular foi avaliada diariamente pelo Tempo de Suspensdo da Pata (TSP) em
segundos, até sete (a) ou quatorze dias (b) apds a transeccdo do LCA. Os dados representam
médiaztEPM. n=10-16 por grupo. *p<0,05 relagdo a SHAM, #p<0,05 em relagdo a NAIVE (ANOVA,

seguida de Tukey).
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Figura 2: Cinética da incapacitagao articular em ratos submetidos a Transec¢ao do Ligamento
Cruzado Anterior (LCA). O grupo OA foi submetido a Transecgdo do LCA. O grupo SHAM foi
submetido a artrotomia, sem transeccdo do LCA. Animais NAIVE ndo foram manipulados. A
incapacitacdo articular foi avaliada diariamente pelo Tempo de Suspensdo da Pata (TSP) em
segundos, até vinte e um (a) ou vinte e oito dias (b) apés a transecgdo do LCA. Os dados

representam médiatEPM. n=10-16 por grupo. *p<0,05 relagdo a SHAM, #p<0,05 em relagao a NAIVE
(ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 3: Efeito da administragdo profilatica sistémica de indometacina sobre a incapacitagao
articular em ratos submetidos a Transecg¢ao do Ligamento Cruzado Anterior (LCA). O grupo OA
foi submetido a Transecc¢do do LCA. O grupo SHAM foi submetido a artrotomia, sem transecgéo do
LCA. Animais NAIVE sdo controles ndo manipulados. Grupo nao tratado (NT) recebeu salina s.c.
Indometacina (2mg/kg/dia s.c.) foi administrada trinta minutos antes da Transeccdo do LCA e das
avaliagbes de incapacitagdo articular, registrada pelo Tempo de Suspensdo da Pata (TSP) em
segundos. Os dados sdo expressos como a area (AUC) sob o TSP versus tempo apds cirurgia
articular, entre o quarto e o sétimo dias. As barras representam médiatEPM. n=6-11 por grupo.
*p<0,001 em relagao a NT; #p<0,001 em relagdo a SHAM; &p<0,05 em relagdo a NAIVE (ANOVA
seguida de Tukey).



1.2. CELULARIDADE DO EXSUDATO ARTICULAR DE RATOS SUBMETIDOS A
TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA)

Nao houve diferengca significativa na contagem de leucdcitos entre os
grupos OA, SHAM e NAIVE, em quaisquer dos tempos estudados. Sete dias apds a
cirurgia articular, o nimero de células encontrado em 1 mm?® de exsudato articular
dos grupos OA, SHAM e NAIVE foi de 45116 células/mm?, 70+23 células/mm?® e
49+12, respectivamente. Semelhantemente ao observado em articulagbes NAIVE,
células linfomononucleares (280%) predominam no lavado articular dos grupos OA e
SHAM (Figura 4).

1.3. LIBERAGAO DE OXIDO NiTRICO EM CAVIDADES ARTICULARES DE
RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR
(LCA)

Os niveis de nitrito no grupo OA foram detectados em concentragdo maior
que os encontrados no exsudato articular de animais NAIVE (p<0.001) ou SHAM
(p<0.05), ao fim da primeira semana apo0s a cirurgia articular (OA: 8,2+1,4uM,;
SHAM: 4,8+1,0uM NAIVE: 1,1+£0,4 puM). Os niveis de nitrito em exsudatos do grupo
OA apresentaram-se significativamente superiores, por até 28 dias, em relagao

aqueles encontrados para o grupo NAIVE (Figura 5).

1.4. QUANTIFICAGAO DE CONDROITIN-SULFATO TOTAL NA MATRIZ DA
CARTILAGEM ARTICULAR DE RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO
LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA)

Uma concentragao significativamente elevada (p<0,05) de condroitin-
sulfato foi encontrada na matriz da cartilagem de animais do grupo OA aos quatorze
dias apos a ruptura do LCA, quando comparados a cartilagens do grupos SHAM de
mesmo periodo (OA: 21,+2,2ug/mg, SHAM: 12,2+1,7ug/mg). Nao houve diferencga

na concentragdo de condroitin-sulfato em cartilagens do grupo SHAM medida aos



sete, quatorze ou vinte e oito dias apds a artrotomia, em comparagdo com 0 grupo
NAIVE. (Figura 6).

1.5. IMUNOHISTOQUIMICA PARA A NO SINTASE INDUZIDA (INOS) EM
SINOVIAS DE RATOS SUBMETIDOS A TRANSECCAO DO LIGAMENTO
CRUZADO ANTERIOR (LCA)

A atividade da enzima NO sintase induzida (iNOS) no tecido sinovial foi
determinada de maneira semi-quantitativa através de marcacéo imunohistoquimica.
Foi encontrado um aumento da atividade da iINOS na sindvia dos animais do grupo
OA, sacrificados sete dias apds a transeccdao do LCA, quando comparados a
espécimes de animais SHAM e NAIVE. A analise permitiu observar que a marcagao
era mais intensa em células da superficie da membrana sinovial, em relacdo as

areas mais profundas. (Figura 7).
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Figura 4: Celularidade do exsudato articular de animais sujeitos a Transecgido do Ligamento
Cruzado Anterior (LCA). O grupo OA foi submetido a transeccdo do LCA. O grupo SHAM foi
submetido a artrotomia, sem transec¢&o do LCA. Animais NAIVE sao controles nao manipulados. Os
animais foram sacrificados ao fim de sete, quatorze ou vinte e oito dias. O numero total de leucdcitos
foi quantificado no exsudato articular mediante contagem em cé&mara de Neubauer. Os dados

representam médiatEPM. n=6 por grupo (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 5: Liberagdo de NO na cavidade articular de ratos submetidos a Transec¢dao do
Ligamento Cruzado Anterior (LCA). O grupo OA foi submetido a transecgdo do LCA. O grupo
SHAM foi submetido a artrotomia, sem transec¢do do LCA. Animais NAIVE sio controles nao
manipulados. Os animais foram sacrificados ao fim de sete, quatorze ou vinte e oito dias. A liberagao
de NO foi determinada indiretamente pela técnica de Griess, através da deteccdo da concentracao
total de nitrito no lavado articular tratado com nitrato redutase (de Aspergillus sp) em presenga de
NADPH. Os dados representam médiatEPM. n=6 por grupo. *p<0.05 em relagdo a SHAM de mesmo
periodo; #p<0.05; em relagao a NAIVE (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 6: Concentragdao de Condroitin-sulfato (CS) total na matriz da cartilagem articular de
ratos submetidos a Transecg¢dao do Ligamento Cruzado Anterior (LCA)r. O grupo OA foi
submetido a transecc¢édo do LCA. O grupo SHAM foi submetido a artrotomia, sem transecgao do LCA.
Animais NAIVE s&o controles ndo manipulados. Os animais foram sacrificados ao fim de sete,
quatorze ou vinte e oito dias. As cartilagens dos condilos femorais foram degradadas por protease
alcalina e os glicosaminoglicanos liberados foram separados eletroforeticamente e quantificados por
comparagao a padrdes de concentragdes conhecidas. Os dados representam médiatEPM. n=6 por
grupo. *p<0,05 em relagdo a SHAM de mesmo periodo (ANOVA seguida de Tukey).



Figura 7: Fotomicrografia de tecidos sinoviais marcado por imunohistoquimica para a iNOS. O
grupo OA foi submetido a transecgdo do Ligamento Cruzado Anterior (LCA). O grupo SHAM foi
submetido a artrotomia, sem transecg¢éo do LCA. Animais NAIVE s&o controles ndo manipulados. Os
animais foram sacrificados ao fim de sete dias. As figuras a, ¢ e e correspondem respectivamente a
sindvias NAIVE, SHAM e OA incubadas na auséncia do anticorpo primario anti-iNOS. As figuras b, d
e f correspondem respectivamente a sinévias NAIVE, SHAM e OA incubadas na presenga de

anticorpo primario anti-iNOS. Os espécime foram fotografados sob aumento de 400 vezes.



2. MODULAGAO FARMACOLOGICA POR INIBIDORES DA SINTESE DE OXIDO
NITRICO DA HIPERALGESIA ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A
TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR

2.1. EFEITO DA ADMINISTRAGCAO PROFILATICA SISTEMICA DE INIBIDORES
DA SINTESE DE OXIDO NiTRICO (L-NAME E 1400W) SOBRE A
INCAPACITAGAO ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO
LCA

A administragdo profilatica de L-NAME ou 1400W inibiu de forma
significativa a incapacitagao articular, determinada pela area sob o TSP versus o
tempo apos cirurgia articular, entre o quarto e o sétimo dias. L-NAME e 1400W
reduziram em 28,8% e 28,2%, respectivamente, a area sobre a curva (AUC)
apresentado pelo grupo submetido a transecg¢éo do LCA (OA), durante a primeira
semana (Figura 8). Esse efeito foi revertido pela co-administracdo de L-arginina
(500mg/kg/d) e L-NAME (30mg/kg/d) ao passo que L-arginina isoladamente foi
desprovida de efeito.

2.2. EFEITO DA ADMINISTRAGAO SISTEMICA TERAPEUTICA DE INIBIDORES
DA SINTESE DE OXIDO NiTRICO (L-NAME E DE 1400W) SOBRE A
INCAPACITAGAO ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO
LCA

A administracdo de L-NAME ou de 1400W, a partir do quarto dia
(intervencao terapéutica) apds a indugdo do modelo, ndo alterou a incapacitagao
articular, quando comparado a animais do grupo OA que receberam o veiculo
(Figura 9).
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Figura 8: Efeito da administracdao profilatica sistémica de L-NAME ou 1400W sobre a
incapacitagao articular em ratos submetidos & Transec¢dao do Ligamento Cruzado Anterior
(LCA). O grupo OA foi submetido a transecgédo do LCA. O grupo SHAM foi submetido a artrotomia
sem transecg¢do do LCA. Animais NAIVE sao controles ndo manipulados. Grupo NT recebeu salina
i.p. L-NAME (30mg/kg i.p., a cada doze horas) ou 1400W (0,5mg/kg s.c. a cada vinte e quatro horas)
foram administrados trinta minutos antes da seccdo do LCA e das avaliagbes de incapacitagao
articular, registrada pelo Tempo de Suspensado da Pata (TSP) em segundos. L-arginina (500mg/kg
s.c.) foi administrada trinta minutos antes do L-NAME. Os dados s&o expressos como a area (AUC)
sob o TSP versus tempo apoés cirurgia articular, entre o quarto e o sétimo dias. As barras representam
médiatEPM. n=5-11 por grupo. *p<0,001 em relacdo a NT; *p<0,001 em relacdo a SHAM; ¥p<0,01
em relagdo a L-NAME (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 9: Efeito da administragdo terapéutica sistémica de L-NAME e 1400W sobre o pico de
incapacitagao articular em ratos submetidos a Transec¢do do Ligamento Cruzado Anterior
(LCA). O grupo OA foi submetido a Transecgédo do LCA. O grupo SHAM foi submetido a artrotomia,
sem transecgdo do LCA. Animais NAIVE sao controles ndo manipulados. Grupo NT recebeu salina
s.c. L-NAME (30mg/kg i.p., a cada doze horas) ou 1400W (0,5mg/kg s.c. a cada vinte e quatro horas)
foram administrados entre o quarto e o sétimo dias apds a cirurgia articular. Os dados s&o expressos
como a area (AUC) sobre o TSP versus tempo apés cirurgia articular, entre o quarto e o sétimo dias.
As barras representam médiatEPM. n=5-11 por grupo. #p<0,01 em relagdo a SHAM (ANOVA seguida
de Tukey).



3. ESTUDO QUIMICO DO POLISSACARIDEO DE GOMA GUAR E DO HILANO G-
F 20

3.1. DETERMINAGAO DO TEOR DE CONTAMINAGAO PROTEICA EM
AMOSTRAS DE GOMA GUAR

Em estudos preliminares, obtivemos que a Goma Guar, da forma
comercialmente disponivel, promovia incapacitagado articular e influxo celular na
cavidade articular (vide abaixo). No intuito de excluir a contaminag&o protéica como
responsavel por essas acbes da Goma Guar, procedemos a sua purificagdo, que
consistiu na eliminacdo de proteina na Goma Guar. A Goma Guar em sua forma
comercialmente disponivel, que chamaremos de nao purificada (GGNP), apresentou
um teor de nitrogénio igual a 0,62%, determinado por analise elementar. A
purificacdo da GG obtida pela associagdo dos métodos fisico e Fehling (GGP),
tornou indetectavel o nitrogénio, sugerindo eliminagdo total de proteina
contaminante. (Tabela 1). O teor de proteina nessas amostras foi estimado mediante

um fator de conversao igual a 5,87, utilizado para galactomananas.

3.2. DETERMINAGAO DA MASSA MOLECULAR VISCOSIMETRICA DE
AMOSTRAS DE GOMA GUAR

A goma guar purificada pelos método fisico seguido pelo método de
Fehling (GGP) apresenta viscosidade intrinseca (n) reduzida em relagdo a GGNP
(5,2 dL/g e 12,8 dL/g, respectivamente), determinada em solu¢gbées de concentragao
igual a 0,07% (Tabela 2). A massa molar viscosimétrica (MM) estimada pela
equacao de Mark - Howink a partir de valores de viscosidade intrinseca, foi 3,5
vezes inferior para a GGP em relacdo a GGNP (5,5 x 10° g/mol e 1,9 x 10° g/mol,

respectivamente).



3.3. ESTUDO REOLOGICO COMPARATIVO ENTRE GOMA GUAR EM SOLUGAO
OU GEL RETICULADO E HILANO G-F 20

Os géis reticulados a partir de solugbes de goma guar 0,8%, nao
purificada (gGGNP) ou purificada (gGGP), apresentaram viscosidade em mesma
ordem de grandeza aquela apresentada pelo Hilano G-F 20 (gGGNP: 140Pa x s;
gGGP: 116Pa x s; Hilano G-F 20: 169Pa x s), determinada sob uma taxa de
cisalhamento de 0,04s™, a temperatura de 36°C (Tabela 3). Essas preparag¢des na
forma de gel apresentaram viscosidade em ordem de grandeza superior as obtidas

em solugdes de goma guar (sGGNP: 3,64Pa x s; sGGP: 2,78Pa x s).

4. EFEITO DE PREPARAGOES DE GOMA GUAR EM CAVIDADES
ARTICULARES DE RATOS

A administracdo de goma guar n&o purificada (GGNP) em solugéo
provocou incapacitacio articular dose-dependente, maxima entre a terceira e quarta
hora. Entretanto, solucbes de goma guar purificada (GGP) nao provocaram
incapacitagéo articular quando comparados a animais controle (salina i.a.) (Figura
10). Valores de TSP para solugdes de GGNP diferem significativamente (p<0,01)
daqueles obtidos pela solu¢ao de GGP para a dose de 400ug intra-articular (GGNP:
32,95+4,05s e GGP: 17,91+1,71s).

A incapacitagdo articular foi maior em animais que receberam goma guar
nao purificada na forma de gel (QGGNP), os quais apresentaram valores de TSP
significativamente superiores (p<0,001) aos apresentados pela goma guar purificada
nao purificada na forma de solucdo (sGGNP) (GGNP: 49,13+4,72s e sGGNP:
32,9514,05s).

De maneira similar, a administragédo intra-articular de solugbes de goma
guar nao purificada (GGNP) provocou influxo celular dose-dependente, um efeito
nao apresentado por solu¢gdes de goma guar purificada (GGP) (Figura 11). O influxo
celular foi maior em cavidades articulares que receberam goma guar n&o purificada
na forma de gel (GGNP: 1,969+0,331 x 10* células/mm?®).



Tabela 1: Teor de proteina em amostras de goma guar

Amostra Teor de nitrogénio (%) Teor de proteina (%)
GGNP 0,62 3,64
GGP 0 0

Amostras de goma guar nao purificada (GGNP) e de goma guar purificada pelo método
fisico seguido pelo método de Fehling (GGP), foram submetidas a analise elementar em
microanalisador CARLO ERBA EA1108, para determinacgao do teor de nitrogénio. O teor de proteinas

foi estimado utilizando-se um fator de converséo igual a 5,85.



Tabela 2: Viscosidade intrinseca (n) e massa molar viscosimétrica (MM) para solugoes

de amostras de goma guar a 0,07%

Amostra Viscosidade Intrinseca [p] Massa molar (g/mol)
GGNP 12,8 dL/g 1,9 x 10°

GGP 5,2 dL/g 5,5 x 10°

Amostras de goma guar nao purificada (GGNP) e de goma guar purificada pelo método
fisico seguido pelo método de Fehling (GGP) foram dissolvidas em agua para obtencao de solugdes
com concentragao igual a 0,07%. A viscosidade intrinseca dessas solugdes foi determinada em

viscosimetro de capilar de Ubberlohde | — 71, e a massa molar foi estimada pela equagdo de Mark-
Howink.



Tabela 3: Viscosidades de amostras de goma guar em solug¢ao ou reticulada (gel), e do

Hilano G-F 20.
Amostra Viscosidade
(Paxs)

sGGNP 3,64
sGGP 2,78
gGGNP 140
gGGP 116
Hilano G-F20 169

Solugdes aquosas a 0,8% foram preparadas com Amostras de goma guar nao purificada
(sGGNP) e de goma guar purificada pelo método fisico seguido pelo método de Fehling (sGGP). Géis
reticulados foram preparados a mesma concentragdo, para amostras de goma guar nao purificada
(gGGNP) ou purificada pelos métodos fisico seguido de Fehling (QGGP). As viscosidades dessas
preparagoes e do Hilano G-F 20 foram determinadas em redmetro digital BROOKFIELD D-V lll, sob
uma taxa de cisalhamento de 0,04s™, em uma temperatura de 36°C.
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Figura 10: Efeito da administragdo intra-articular de preparagées de GG sobre a incapacitagao
articular em joelhos de ratos. GG ndo purificada (GGNP) ou purificada pelos métodos fisico +
Fehling (GGP) foi administrada como solugao (30-400ug i.a.), ou gel reticulado (400ug i.a.). Animais
controle receberam salina i.a. A incapacitagao articular foi determinada pelo valor maximo entre a 3% e
42 horas. Os dados representam médiaztEPM. #p<0,001 em relagdo a salina; *p<0,01; **p<0,001 em
relacdo a GGNP, na mesma dose; §p<0,001 em relagdo a GGNP 400ug em solugédo. n=6 para todos

os grupos (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 11: Efeito da administragao intra-articular de prepara¢ées de GG sobre a celularidade
em joelhos de ratos. GG néo purificada (GGNP) ou purificada pelos métodos fisico + Fehling (GGP)
foi administrada como solugdo (30-400ug i.a.), ou gel reticulado (400ug i.a.). Animais controle
receberam salina i.a. A contagem total de leucécitos no exsudato articular foi realizada 6 horas apoés
administragédo intra-articular. Os dados representam médiatEPM. #p<0,001 em relacao a salina;
*p<0,01; **p<0,001 em relagdo a GGNP, na mesma dose. n=6 para todos os grupos (ANOVA seguida
de Tukey).



5. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRA-ARTICULAR TERAPEUTICA DE GOMA
GUAR (GEL E SOLUGAO) E DO HILANO G-F 20 SOBRE A INCAPACITAGAO
ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO LCA

Na pratica clinica, o Hilano G-F 20 é utilizado como adminstragdes
semanais, em pacientes portadores de osteoartrite, principamente de joelhos, que
apresentem minimo ou nenhum derrame articular. No presente estudo,
administramos diariamente o gel de Goma guar purificada, a partir de 3 dias de
transecgédo do LCA. Nessa estratégia, obtivemos aumento da incapacitagao articular,
quando comparado a animais do grupo OA néo tratados. Considerando que as
injecoes diarias a partir de 3 dias de indu¢do do modelo de OA, por trauma local ou
por aumento de pressdo intra-articular, pudessem estar promovendo esse
incremento na incapacitacédo articular, decidimos fazer uma adminstracdo uUnica da
goma guar e observar o efeito nos dias subsequentes. A figura 12 mostra que a
goma guar purificada pelos métodos fisico seguido de Fehling (GGP), em gel ou
solugdo, assim como o Hilano G-F 20, na dose de 100ug intra-articular, no quarto dia
apés a seccgao, reduziram a incapacitagcao articular observada em animais
submetidos a transeccdo do LCA. O efeito de GGP em solugao e Hilano G-F 20
foram observados a partir do quarto dia, enquanto o efeito de GGP em gel, a partir
do quinto dia. Goma guar em gel ou solugéo e Hilano G-F 20 reduziram em 34,2%,
32,3%, e 34,2%, respectivamente, a area sob a curva (AUC) para grupo submetido a
transeccdo do LCA (OA)(Figura 13). Interessante salientar que a inibicdo da
incapacitacao articular obtida pelo gel ou pela solugdo de goma guar foram

absolutamente semelhantes ao resultado obtido com o Hilano G-F 20.
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Figura 12: Efeito de administragao terapéutica intra-articular de Goma Guar em solugio (a) ou
reticulada (gel) (b) e Hilano G-F 20 (c) em ratos submetidos a Transec¢do do Ligamento
Cruzado Anterior (LCA)- curso temporal. O grupo OA foi submetido a Transecgdo do LCA. O
grupo SHAM foi submetido a artrotomia, sem transecgdo do LCA. Animais NAIVE s&o controles nao
manipulados. Grupo NT recebeu salina i.a. GG (100ug i.a., gel ou solu¢édo) e Hilano G-F 20 (100ug
i.a.) foram administrados no quarto dia apds a cirurgia articular. A incapacitacao articular foi avaliada
diariamente pelo Tempo de Suspensao da Pata (TSP) em segundos, até sete dias apds a transecgao
do LCA Os dados representam meédiatEPM. n=5-12 por grupo. *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001 em
relagao a OA; #p<0,001 em relacdo a SHAM (ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 13: Efeito de administragdo terapéutica intra-articular de Goma Guar em solugido ou
reticulada (gel) e Hilano G-F 20 sobre a incapacitagdao articular em ratos submetidos a
Transeccao fazem Ligamento Cruzado Anterior (LCA) . O grupo OA foi submetido a Transeccao
do LCA. O grupo SHAM foi submetido a artrotomia, sem transecgédo do LCA. Animais NAIVE sao
controles ndo manipulados. Grupo NT recebeu salina i.a. GG (100ug i.a., gel ou solugéo) e Hilano G-
F 20 (100pg i.a.) foram administrados no quarto dia apos a cirurgia articular. Os dados sao expressos
como a area (AUC) sob o TSP versus tempo apds cirurgia articular, entre o quarto e o sétimo dias. As
barras representam médiatEPM. n=5-11 por grupo *p<0,001 em relagdo a NT; #p<0,001 em relagao
a SHAM (ANOVA seguida de Tukey).



Discussao

V. DISCUSSAO



1. CARACTERIZAGAO DO MODELO DE OSTEOARTRITE POR TRANSECGCAO
DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR EM RATOS

1.1. INCAPACITAGAO ARTICULAR EM RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO
DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA) EM RATOS

Na execugao do presente trabalho, tivemos por objetivo principal a
caracterizagao de um modelo de osteoartrite em ratos, que reproduzisse disturbios
de deambulagao relacionados a dor articular sofrida por pacientes portadores desta
patologia (Horwitz et al., 1999).

Em nosso laboratdrio, é-nos familiar a utilizacdo do teste de incapacitacao
articular para ratos, proposto inicialmente por Tonussi & Ferreira (1992), e adaptado
as nossas condi¢gdes por Magalhdes et al. (1997). Nesse teste, os animais s&o
postos a deambular em um cilindro giratério durante um minuto, sendo registrado o
tempo de suspensao da pata, ou seja, o periodo de tempo durante o qual o animal
deixa de tocar a pata acometida no cilindro. No presente estudo, expandimos o
periodo de observacdo para dez minutos. Essa adaptacdo deveu-se a pequena
diferengca do TSP entre animais submetidos a transecgdo do LCA e animais falso-
operados (SHAM), se tomassemos a medida em um minuto, obtida em estudos
preliminares. Admitindo que a inflamacédo associada a osteoartrite seria menos
intensa que a observada na artrite por zymosan ou carragenina, modelos com 0s
quais temos grande familiaridade (Rocha et al., 1999; Magalhdes et al, 1997)
decidimos aumentar o tempo de observagao para dez minutos no modelo de TLCA,
a fim de melhor definir diferengas entre os animais do grupo experimental e os falso-
operados.

Observamos que ratos submetidos a transeccdo do LCA apresentaram
alteracdo na deambulacdao normal, com elevagao no Tempo de Suspensao da Pata.
Valores de TSP para ratos submetidos a transeccdo do LCA foram
significativamente superiores, durante dezesseis dias seguidos, aos apresentados
por animais SHAM (artrotomia sem transecdo do LCA). A incapacitagdo articular
observada em animais deficientes do LCA foi maxima durante os primeiros sete dias.

E sabido que estabilidade da articulacdo de joelhos é dependente do

estado preservado das estruturas componentes, tais como meniscos e ligamentos



(Sakane et al., 1999) e que, dentre essas estruturas, o ligamento cruzado anterior
estabiliza a junta por reduzir a intensidade dos movimentos translacional anterior e
rotacional tibiais (Li et al, 2002).

A desestabilizacdo articular decorrente da transeccdo do LCA é
comumente acompanhada por disturbios de deambulagdo. Em gatos, observou-se
que animais cujo LCA havia sido seccionado aplicaram forca de impulso vertical
menos intensa contra o solo, quando comparados a animais normais. Nesses
animais, as fases de flexdo inicial e extensdo propulsiva foram pouco evidentes
(Suter et al.,, 1998). Também céaes portadores de juntas submetidas a ruptura do
LCA por radiofreqiiéncia também aplicaram reduzida for¢ca de impulso vertical contra
o solo e apresentaram translagao antero-posterior e rotagdo médio-lateral intensas,
compativeis com instabilidade articular (Lopez et al., 2003).

Tais disturbios de deambulagdo em animais desprovidos do LCA poderiam
ser entendidos como um comportamento defensivo de protecdo a junta
cirurgicamente desestabilizada. Para cdes submetidos a transeccdo do LCA,
encontrou-se que a reducao da forgca de reacdo contra o solo parece ser dependente
da integridade de vias nervosas aferentes. A glanglionectomia ispilateral da raizes
dorsais, realizada previamente a transecgao do LCA, reverte parcialmente a reducéo
observada forgca de impulso vertical contra o solo (O Connor et al., 1999), sugerindo
que a cessacao de estimulos relacionados a dor permita a esses animais aplicar
uma sobrecarga de peso a junta instavel, ou que, em raciocinio inverso, caes
deficientes para o LCA nao sobrecarreguem a junta instavel devido a estimulos
sensoriais de natureza algesica.

Ao nosso conhecimento, apenas duas publicacbes apresentam métodos
de avaliacao de dor articular em osteoartrite. Caes portadores de displasia de quadril
apresentaram disturbios de locomog¢ao e sinais de dor avaliados por escala visual
analdgica (Hielm-Bjorkman et al. 2003). Apesar da relevancia clinica deste achado,
tal modo de avaliagao de dor € passivel a erro inerente ao observador.

Kobayashi et al. (2003), utilizando um modelo de OA induzida por injegao
intra-articular de iodo-acetato de so6dio em ratos, observaram a redugdo dose-
dependente da for¢a aplicada pela pata em que se induziu a OA, e atribuiram a esse
comportamento a ocorréncia de hiperalgesia articular.

Sabendo que as drogas antiinflamatdérias ndo esteroidais (DAINES) sao

utilizadas na pratica clinica para o alivio da dor articular presente em pacientes de



OA (Lane, 1997; Creamer, 2000), decidimos validar esse método de estudo da
hiperalgesia articular na OA, que ora propomos, mediante modulagado farmacoldgica
com antagonistas e/ou inibidores de substancias reconhecidas como hiperalgésicas
Para avaliar se a incapacitacéo articular no modelo de transec¢cdo do LCA em ratos
€ responsiva ao tratamento por DAINES, animais submetidos a OA foram tratados
profilaticamente com indometacina.

No nosso estudo, os animais submetidos a OA e tratados com
indometacina apresentaram significativa redugédo da incapacitagao articular. Além de
servir como validagdo do modelo para o estudo de dor em OA, esse resultado
sugere que prostaglandinas, reconhecidos mediadores hiperalgésicos, participam no
mecanismo dessa incapacitacdo. As prostaglandinas s&o capazes de sensibilizar os
nociceptores a estimulos mecanicos (Ferreira, 1972) e podem ser encontradas em
concentragdes elevadas no fluido sinovial em juntas de pacientes com OA (Sahap
Atik, 1990).

In  vitro demonstrou-se que  macréfagos  estimulados com
lipopolissacarideo produzem PGE; em quantidade maior quando submetidos a
distensdo mecanica (Grottkau et al., 2002). No presente modelo, pode-se postular
que a desestabilizacao articular pela transec¢ao do LCA submeta o tecido sinovial a
estresse mecanico, estimulando os sinoviocitos macréfagos-simile a liberar PGE-.

Observamos, entretanto, que animais falso-operados apresentaram
valores de TSP significativamente elevados em relagdo a animais NAIVE, até cinco
dias apods a artrotomia. A dissecgao de tecidos com possiveis injurias a estruturas
periarticulares, decorrentes do procedimento cirurgico, pode contribuir para a
elevagao transitéria do TSP para esses animais (Marshall & Chan, 1996). De todo
modo, a incapacitagao articular observada nesses animais SHAM foi
significativamente inferior a apresentada por animais OA no mesmo periodo,
sugerindo que o trauma cirurgico da artrotomia per se ndo €& responsavel pela

hiperalgesia observada nos animais submetidos a ruptura do LCA.

1.2. CELULARIDADE DO EXSUDATO ARTICULAR DE RATOS SUBMETIDOS A
TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA)



Na osteoartrite humana, foi relatado presenca de discreto infiltrado celular
sinovial constituido por células mononucleares - linfécitos ou macrofagos (Ishii et al.,
2002; Saito et al., 2002). Na OA, diferentemente da artrite reumatoide, a quantidade
de leucécitos presentes no fluido sinovial é pequena (Freemont & Denton, 2003).

O numero total de leucécitos determinado no exsudato articular de ratos
submetidos a transeccao do LCA (OA) apresentou-se semelhante ao encontrado no
exsudato articular de animais SHAM, para animais sacrificados ao fim de sete,
quatorze ou vinte e oito dias apds cirurgia articular, ou de animais NAIVE. Em todos
0S grupos, ocorreu um predominio de células mononucleares.

Em concordancia a nossos dados, foi descrita a ocorréncia em sindvias de
caes submetidos a transecg¢do do LCA de um inflitrado monocitario cuja intensidade
nao se altera com a evolugéo (Brandt et al, 1991b). Esses resultados sugerem que,
diferente do observado no modelo de artrite por zymosan em ratos (Rocha et al.,
1999), a migracdo de polimorfonucleares neutréfilos nao contribui para a
hiperalgesia no modelo de OA por transecgdo do LCA. E possivel que células
residentes sinoviais e a estimulagdo mecénica de estruturas nociceptivas

periarticulares possam contribuir para a hiperalgesia observada no presente estudo.

1.3. LIBERAGAO DE OXIDO NIiTRICO EM CAVIDADES ARTICULARES DE
SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA)

Niveis elevados de nitrito foram encontrados no fluido sinovial de
pacientes portadores de OA (Farrell et al., 1992; Karan et al., 2003).

A semelhanca da doenca em humanos, obtivemos concentracdes
elevadas de nitrito - metabdlito estavel do oxido nitrico - no exsudato articular de
ratos submetidos a transeccdo do LCA, sacrificados ao fim de sete, quatorze ou
vinte e oito dias, quando comparados a animais falso-operados.

Uma grande variedade de células pode expressar a NOS induzida apds
exposig¢ao a estimulos inflamatdrios, como as citocinas IL-1 e TNF-q, presentes em
concentragbes elevadas nas doencgas articulares inflamatérias. As fontes intra-
articulares potenciais de NO incluem as células endoteliais dos capilares sinoviais,
leucécitos infiltrantes e as células mesenquimais residentes na articulagao
(Stefanovic-Racic et al., 1993).



Apesar da observagao de que células endoteliais, pelo menos no cérebro,
possam ser estimuladas a expressar a NOS induzida além da NOS constitutiva, é
pouco provavel que o NO produzido por células endoteliais dos capilares sinoviais
difunda-se para o interior da cavidade articular em quantidades suficientes para
exercer importantes influéncia na fisiopatologia de artropatias (Stefanovic-Racic et
al., 1993). Entretanto neutrdfilos, linfécitos, mastocitos e, especialmente, macrofagos
sdo capazes de produzir grandes quantidades de NO (Stefanovic-Racic et al., 1993;
Weinberg et al., 1995; Wheeler et al., 1997).

Os condrécitos sdo uma fonte potencial de NO na OA. Condrécitos de
pacientes portadores de OA expressam uma NO sintase de peso molecular
semelhante a NOS neuronal e produzem espontaneamente NO em cultura (Amin et
al., 1995). Quando estimulados em cultura, condrécitos humanos normais
expressam a NOS induzida (iINOS) (Charles et al., 1993). Condrécitos de caes
submetidos a transecgéo do LCA produzem NO espontaneamente in vitro (Spreng et
al, 2000). Evidéncias in vitro sugerem que a produgao de NO por condrdcitos seja
influenciada por estimulos mecanicos. Concentragdes elevadas de nitrito foram
detectadas em cartilagem bovina submetida a estresse mecanico por compressao in
vitro (Loening et al, 2000). Encontrou-se também que aumento na expressao do
RNA mensageiro da iNOS em cartilagens de pacientes com OA submetidas a
pressao hidrostatica elevada (Islam et al., 2002).

Danos aos ligamentos e meniscos privam a articulagao da agéo atenuante
de forgas por essas estruturas, ocasionando um padrao alterado na distribuigao e
magnitude de forgcas sobre a superficie da cartilagem articular in vivo (Setton et al,
1999). Foi observada também a deformagdo mecanica in vivo de condrocitos na
cartilagem de gatos (Clark et al., 2003). E racional, entdo, supor que condrécitos de
articulagdes deficientes para o LCA estejam submetidos a forgcas mecénicas capazes
de estimula-los a sintetizar NO.

Além dos condrécitos, foi relatado que sinovidcitos produzem NO na OA
equina (von Rechemberg et al., 2000). Nessa perspectiva, investigamos por
marcacao imunohistoquimica a expressao de iNOS em espécimes de tecido sinovial
provenientes de animais NAIVE e de animais OA e SHAM, ambos ao sétimo dia da
cirurgia articular. Encontramos aumento da expressao da iNOS na sindvia dos
animais submetidos a transeccédo do LCA, quando comparados a falso-operados e

controle. A marcacao foi difusa, envolvendo inclusive vasos sinoviais. Entretanto, a



maior intensidade foi observada nas células sinoviais, sugerindo serem elas uma das
fontes articulares produtoras de 6xido nitrico no modelo de OA por transecgao do
LCA em ratos. Em concordancia a nossos resultados, foi demonstrado que a iNOS
estd expressa em macrofagos CD68+ presentes em sindévias OA humanas e, em

menor extensao, em fibroblastos sinoviais (Grabowski et al, 1997).

1.4. QUANTIFICAGAO DE CONDROITIN-SULFATO TOTAL NA MATRIZ DA
CARTILAGEM ARTICULAR DE RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO
LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA)

Macroscopicamente a degeneragao da cartilagem na osteoartrite tem sido
descrita como fibrilagdo da superficie articular, fissuracdo e perda parcial ou
completa do tecido, com exposigdo ou desnudamento do osso subcondral (revisto
em Setton et al., 1999). Embora, na fase inicial da OA possa haver aumento na
producdo de matriz orgéanica, posteriormente ocorre perda de proteoglicanos
(Malemud, 1991). Esses componentes da matriz da cartilagem articular sao
formados a partir de cadeias polissacaridicas de glicosaminoglicanos (GAGs)
constituidas por condroitin-4 sulfato, condroitin-6-sulfato e keratan-sulfato (Sledge,
1993).

A quantificaggo de GAGs, provenientes da degradagcdao dos
proteoglicanos, no exsudato articular foi descrita como indicador de leséo articular
em artrites (Sharif et al., 1996). Concentragdes de condroitins sulfatados e de
keratan sulfato encontram-se aumentadas no liquido sinovial de pacientes de OA
(Poole et al., 1994). Concentracbes elevadas de neo-epitopos de condroitin-sulfato
sdo também encontradas no liquido sinovial de cdes submetidos a secgao do LCA
(Johnson et al., 2002).

Considerando que o dano estrutural a cartilagem se reflita como redugao
de proteoglicanos da cartilagem articular, pode-se quantificar essa lesao através da
determinagcdo do conteudo de GAG na cartilagem, comparando a controles. No
modelo de artrite induzida por zymosan em ratos, foi demonstrado pelo nosso grupo,
recentemente, que a quantificagdo dos GAGs da matriz da cartilagem se associou a

perda dessas substancias, observada a histopatologia (Bezerra et al., 2004). Assim,



padronizamos um método quantitativo de lesao estrutural, que poderia ser estendido
a outros modelos de artropatia.

No presente estudo, determinamos a quantidade de condroitin-sulfato total
presente na cartilagem dos condilos femorais de ratos NAIVE, OA (transecc¢do do
LCA) ou SHAM, sacrificados ao fim de sete, quatorze ou vinte e oito dias apds a
cirurgia articular. Observamos que as cartilagens de animais OA sacrificados
quatorze dias apos a transeccado do LCA apresentaram quantidade de condroitin-
sulfato total significativamente superior as determinadas para animais falso-operados
(SHAM).

De forma semelhante ao que observamos, foi descrita a ocorréncia de
reparo hipertréfico da cartilagem articular em caes submetidos a transecgéo do LCA
(Johnson & Poole, 1990; Adams & Brandt, 1991). Uma vez que ndo foi alcangada a
reducao da concentragao de condroitin-sulfato na cartilagem OA em quatro semana
de indugédo do modelo, faz-se necessario avaliar esse parametro com ratos em fases
mais avangadas do modelo, na tentativa de demonstrar uma perda do referido GAG
da matriz da cartilagem.

Foi demonstrado que a degeneragcéo da cartilagem articular em ratos
deficientes para o LCA inicia-se na superficie articular, na qual o desenvolvimento de
fibrilagdo esta correlacionado ao dano ao colageno tipo Il (Stoop et al., 2001).
Nessas regides fibriladas, foi perceptivel a redugdo na coloragdo da Safranina O
(especifica para proteoglicanos) em animais apds quatro semanas de OA. Essa
lesdo parece se associar a um aumento na expressao de metaloproteinases. Em um
modelo semelhante de OA em coelhos observou-se aumento na expressao de MMP-
13 (colagenase-3), MMP-1 (colagenase-1) e MMP-3 (estromelisina) (Bluteau et al.,
2002).

A superficie da cartilagem articular é caracterizada por fibras de colageno
tipo Il paralelamente dispersas e por um reduzido conteudo de proteoglicano (Muir et
al., 1970). Cartilagens articulares com superficies fibriladas tornam-se mais
complacentes ou deformaveis por compressdo (Kempson et al, 1971). E
compreensivel entdo que a sobrecarga transmitida as regides mais profundas da
cartilagem torne-se maior com a expanséo da extensao e da profundidade nas areas
fibriladas, comprometendo a homeostase dos condrécitos residentes em regides

profundas, onde a concetracdo de proteoglicanos € maior. Nessa sequéncia



postulada, o dano as fibras colagenas antecede o dano aos proteoglicanos,

conforme observado por Stoop et al. (2001).

2. PARTICIPAGAO DO OXIDO NiTRICO NA HIPERALGESIA ARTICULAR EM
RATOS SUBMETIDOS A TRANSECGAO DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR

Conforme discutimos acima, observamos aumento da expressao de iINOS
na membrana sinovial dos animais submetidos a transeccdo do LCA. A
determinacao de nitrito total- metabdlito estavel do 6xido nitrico — foi realizada no
exsudato sinovial de ratos deficientes para o LCA também neste trabalho.
Concentracgdes de nitrito foram maximas no exsudato articular coletado aos sete dias
apods a indugdo do modelo. Uma vez que os niveis elevados de nitrito coincidem
temporalmente com os valores maximos de incapacitacdo articular, decidimos
investigar, pelo uso de ferramentas farmacoldgicas, a participagdo do éxido nitrico
(NO) no desenvolvimento da hiperalgesia articular neste modelo.

Observamos de maneira inédita que a administracido profilatica sistémica
de N®-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), inibidor nao-seletivo de NOS, reduziu
significativamente a incapacitagdo articular apresentada por ratos submetidos a
transeccado do LCA. A co-administracdo de L-arginina, aminoacido substrato para a
sintese de NO, reverteu, ao menos parcialmente, a inibicdo da incapacitacao
articular realizada pelo L-NAME. Interessante notar que a inibicdo da incapacitagao
articular foi obtida tanto pela administracao profilatica sistémica de L-NAME, quanto
pela administracdo profilatica sistémica de 1400W, inibidor seletivo para o bloqueio
da NOS induzida (iNOS). Diante do resultado obtido para 1400W, sugerimos que o
NO produzido pela iINOS parece estar relacionado a hiperalgesia articular presente
neste modelo de OA.

Em concordancia aos dados apresentados neste trabalho, a literatura
relata acdes hiperalgésicas do NO. Foi demonstrado que L-NAME produz efeito
antinociceptivo no modelo de hiperalgesia induzida por formalina em patas de rato e
no teste de contorgbes abdominais induzidas por acido acético (Moore et al., 1991).
De modo similar, a administragao intra-tecal de aminoguanidina e 2-amino-5,6-
hidroximetiltiazina, inibidores seletivos para a iNOS, reduziram a hiperalgesia térmica

induzida por carragenina em ratos (Osborne & Coderre, 1999). Na artrite induzida



por carragenina-caolin em ratos, a hiperalgesia térmica foi prevenida pela
administracao local de L-NAME ou de 7-nitro-indazol, um inibidor seletivo para a
NNOS (Lawand et al., 1997). Mais ainda, o NO pode promover hiperalgesia
diretamente. Elevadas doses de SIN-1, um doador de NO, foram hiperalgésicas no
teste de compressao de pata de ratos (Aley et al., 1998). Em humanos, demonstrou-
se que injegdes intra-dérmicas ou intravenosas de NO podem produzir dor
(Holthusen & Arndt, 1994; Kindgen-Milles & Arndt, 1996).

Entretanto, dados da literatura também apontam para um papel
antinociceptivo do NO. Em ratos cujas patas foram sensibilizadas com carragenina
ou PGE,, foi demonstrado que a analgesia periférica da acetilcolina envolvia a
participacdo do sistema L-arginina:NO:GMPc (Duarte et al., 1990). Outro estudo
demonstrou que SIN-1 reduziu a hiperalgesia induzida por PGE, (Ferreira et al.,
1991a). Em humanos, encontrou-se que a administragao intra-dérmica de nitrato de
isossorbida, molécula doadora de NO, reduziu a dor pés-operatéria (Lauretti et al.,
1999), e que esse mesmo composto aliviou parcialmente a dor de pacientes
portadores de periartrite (Berrazueta et al., 1996). Em concordéancia a esses dados,
foi relatada no teste de contorcbes abdominais em ratos a atividade antinociceptiva
do sildenafil, uma droga inibidora da degradacdo de GMPc pela enzima
fosfodiesterase 5. Tal atividade foi potenciada pelo nitroprussiatio de sédio, doador
de NO, ou por L-arginina (Jain et al., 2001).

Diante do paradoxo relatado na literatura quanto as agdes do NO sobre a
hiperalgesia, Rocha et al. (2002) investigaram o efeito de inibidores das NO sintases
e de doadores de NO na hiperalgesia articular existente na fase aguda da artrite
induzida por zymosan. Nesse estudo, nosso grupo observou que inibidores de NOS
nao reduziam a hiperalgesia inflamatéria quando administrados de forma
terapéutica, isto €, apos a indugdo da artrite por zymosan. Entretanto, a
administracao intra-articular terapéutica de nitroprussiato de sédio ou de 3-
morfolinosidnonimina, duas substancias doadoras de NO, promoveu analgesia
(Rocha et al., 2002).

No presente estudo, encontramos que a inibigdo da incapacitagao articular
em ratos submetidos ao modelo de osteoartrite foi alcangada apenas quando a
inibicdo da sintese de NO foi realizada antes da inducdo do protocolo isto é,
profilaticamente. A semelhanga de Rocha et al. (2002), postulamos que o efeito

antinociceptivo de inibidores das NOS administrados profilaticamente previna a



liberacdo de mediadores hiperalgésicos decorrente de danos as estruturas
articulares por forcas cuja distribuicdo ou magnitude possam estar alteradas. Ja a
administracao terapéutica de inibidores das NOS n&o conseguiria prevenir a ativagéo
inicial dos nociceptores por mediadores hiperalgésicos ja formados.
Semelhantemente ao ocorrido na artrite por zymosan, € possivel haver uma agao
dual do NO na hiperalgesia articular em ratos deficientes para o LCA. Para tanto, o
efeito de doadores de NO sobre a hiperlagesia articular nesse modelo necessita ser

investigada.

3. EFEITO DE POLISSACARIDEOS DE ELEVADO PESO MOLECULAR SOBRE A
INCAPACITAGAO ARTICULAR

3.1 EFEITO DO HILANO G-F 20 SOBRE A INCAPACITAGAO ARTICULAR

A reposicdo intra-articular de acido hialurénico, denominada de
viscossuplementacdo, constitui uma alternativa terapéutica para a osteoartrite
(Wright et al., 2000). Achados clinicos em humanos apontaram para a redugao dos
sintomas da osteoartrite, dentre eles a dor articular (Evanich et al., 2001).

Como ja discutido anteriormente, ratos cujos LCAs foram rompidos
cirurgicamente apresentaram incapacitagao articular relacionada a ocorréncia de
hiperalgesia na junta acometida. Diante desse fato, investigamos se, a semelhancga
do efeito manifesto em humanos, a viscossuplementagdo promoveria analgesia no
modelo de osteoartrite por transeccdo do LCA em ratos. Para tanto, utilizamos o
Hilano G-F 20, uma preparagdao de acido hialurénico de peso molecular e
viscosidade elevados, comumente utilizada na OA. Observamos que animais OA
tratados terapeuticamente com Hilano G-F 20 intra-articular apresentaram reducao
significativa no TSP imediatamente apdés a administragdo, alcancado valores
semelhantes ao encontrados para animais SHAM. E interessante observar que a
analgesia pode ser obtida por 72 horas apds uma unica administragao.

Segundo a hipotese da viscossuplementagao (Balazs & Denlinger, 1993),
o restabelecimento da viscoelasticidade do fluido sinovial reduziria o atrito entre as
estruturas articulares durante o movimento. Uma vez que o atrito excessivo seria

prejudicial a integridade da articulagdo, provocando a degeneragao articular



acompanhada de sintomas como dor e disfungdo, a viscossuplementagao, por
reduzir tal atrito, contribuiria para a diminuicdo dos sintomas de OA. Diante dessa
hipétese, é coerente esperar uma redugao da incapacitacédo articular imediatamente
apo6s a administragdo de Hilano G-F 20. Entretanto os resultados de analgesia
persistente ndo sao conveniente explicados pela hipétese da viscossupementacao.
Embora o clearance de acido hialurénico em articulagdes de ratos nao tenha sido
ainda determinado, dados a partir de coelhos sugerem uma meia vida inferior a vinte
e quatro horas para juntas saudaveis (Lindenhayn et al., 1997), podendo, porém, ser
abreviada na OA face a vasodilatagdo e aumento de permeabilidade vascular que
ocorrem em artrites.

Embora o efeito analgésico das preparagdes de acido hialurénico tenha
sido relatado em estudos clinicos com humanos, pouco é conhecido acerca de seu
mecanismo de acdo, advindo desse fato a importancia do desenvolvimento de
modelos animais que simulem a dor articular presente na OA humana. Foi
observado que o acido hialurdnico intra-articular, por ligagdo ao receptor especifico
CD44, produziu analgesia prolongada peso-molecular dependente em articulagdes
de ratos estimuladas por bradicinina (Gotoh et al., 1993). Um estudos in vitro
demonstrou que a producédo de NO por células provenientes de meniscos e sindvias
de coelhos submetidos a transeccdo do LCA é inibida quando os animais sao
tratados com hialuronano intra-celular (Takahashi et al., 2001).

Encontramos liberagao de 6xido nitrico, provavelmente a partir de células
sinoviais, em ratos cirurgicamente deficientes para o LCA e observamos a
participacdo do NO liberado na hiperalgesia articular. Seria possivel supor, entao,
uma das ag¢des do acido hialurénico contribuintes para a analgesia fosse a inibigao
da sintese de NO a partir das células sinoviais. Intrigantemente, a producdo de NO
por condrdcitos ndo pareceu ser inibida por hialuronano em coelhos deficientes para
o LCA (Takahasri et al., 2000). Em cultura de condrocitos equinos estimulados com
IL-1, a liberag&o de nitrito n&o foi inibida por hialuronano (Tung et al.,2002).

Foi relatada também que a producdo de PGE,; em culturas de células
sinoviais de pacientes portadores de OA, sob o estimulo de IL-1, foi suprimida por
acido hialurénico intra-articular de forma dose-dependente e variando trambém com
o peso molecular (Yasui et al., 1992). Em um estudo com pacientes de artrite
reumatdide, a administragdo intra-articular de &acido hialurénico reduziu a

concentracdo de PGE,, bem como a dor e a inflamacgao articulares (Goto et al.,



2001). A dor articular presente em ratos cujos LCAs foram rompidos foi responsiva a
indometacina, sugerindo que prostaglandinas (PGs) participem nesta dor articular. A
inibicdo da sintese de PGs pelo acido hialurbnico pode contribui também para a
analgesia nesse modelo de OA.

Foi sugerido também que o acido hialurbnico seria capaz de modular a
atividade de nociceptores. Registros de patch-clamp em ovécitos de Xenopus laevis
demonstraram que a ativagao de canais iénicos por distensdo mecanica foi reduzida
na presenca de hilanos, preparagdes de acido hialurbnico de elevado peso
molecular (Pena Ede et al., 2002). Em juntas de ratos submetidas a inflamacéo, a
administracao de acido hialurdnico intra-articular reduziu de maneira peso molecular-
dependente a frequéncia do impulso nervoso aferente induzido por manipulagao

mecanica (Gomis et al., 2004).

3.2. EFEITO DA GOMA GUAR (GEL E SOLUGAO) SOBRE A INCAPACITAGAO
ARTICULAR

A viscossuplementagdo é um procedimento recente em reumatologia e
ortopedia e nao estd claro o seu mecanismo de acdo. Uma recente pesquisa
mostrou que derivados carboximetilados da quitina, polissacarideo constituinte do
exoesqueleto de artrépodes, promovem redugcdo das alteragbes histologicas na
cartilagem de coelhos submetidos a transec¢do do LCA, bem como redugédo da
expressdao de MMP-1 (Hongbin et al., 2004).

Solugdes de elevada viscosidade podem ser preparadas a partir de gomas
naturais. Entre as gomas naturais, encontra-se a goma guar, extraida do
endosperma da semente da Cyamopsis tetragonobola. A goma guar é muito
utilizada na industria farmacéutica e alimenticia, tanto pela viscosidade de suas
solugdes quanto pelo reduzido custo em sua obtengao (Cheng et al., 2000).

As solugdes de goma guar (GG) sao biocompativeis, como as solugdes de
carboximetil-quitina. Em atengado a esse fato, aplicagées biologicas de solugbes de
GG foram sugeridas, como em substituintes do muco cervical (Burruano et al.,
2002). Nessa perspectiva, avaliamos o efeito de preparagdes de goma guar sobre a
incapacitacao articular de ratos submetidos a transec¢ao do LCA. Para tal fim

utilizamos a GG em solug&o salina ou um gel reticulado a partir de GG em solugao.



A reacao de reticulagdo consiste na ligacdo cruzada das cadeias lineares de GG,
formando complexos de elevado peso molecular e de viscosidade semelhante a
obtida pelo Hilano G-F 20.

Antes, porém, do teste da eficacia de preparagdes de GG sobre a
incapacitacao articular em ratos, realizamos testes a fim de verificar a seguranca no
uso das mesmas em cavidades articulares de ratos. Obtivemos que a goma guar, tal
como provém do fabricante, em solugcédo salina, promoveu incapacitagao articular
dose-dependente em ratos. A incapacitagcdo foi significativamente maior em uma
preparagao de GG na forma de gel reticulado. Ainda, a GG promoveu influxo celular
leucocitario para a cavidade articular de ratos, sugerindo uma agao pro-inflamatoéria
da goma guar industrializada.

Os polissacarideos de origem vegetal estdo normalmente associados a
proteinas (Terce-Laforgue et al., 1980), as quais poderiam induzir uma reagao
inflamatoria em tecidos. Desse modo, determinamos a presenca de contaminagao
protéica na GG industrializada, encontrando um valor igual a 3,64% em massa. O
decréscimo na massa molecular da GG sugere a extragdo de proteina associada a
estruturas polissacaridicas. A natureza desse contaminante protéico nao foi, todavia,
investigada.

Para testar a hipétese de que os eventos inflamatérios da GG fossem
devidos a contaminacao protéica, amostras de GG foram submetidas a purificagao
pelos métodos fisico (combinacdo de métodos de solubilizacdo e precipitagdo) e
método Fehling. Para amostras purificadas sequencialmente pelos respectivos
meétodos, a presenca de proteinas foi indetectavel. Apos a retirada do contaminante
protéico, amostras de GG, tanto em solucdo quanto em gel, ndo promoveram
inflamagao articular avaliada por incapacitacdo articular ou influxo celular
leucocitario.

A partir do material isento de contaminagéao protéica, avaliamos o efeito da
administracao intra-articular terapéutica de GG em solug¢ao ou gel reticulado sobre a
incapacitacao articular em ratos submetidos a transecg¢ao do LCA. Observamos que
a solucdo de GG promoveu, semelhantemente ao Hilano G-F 20, redugado da
incapacitacdo articular avaliada imediatamente apos a administracdo. O efeito
prolongado da GG em solugdo foi observado por 72 horas apds a administragao.
Para a GG em gel observamos a redugado da incapacitagao articular entre 24 e 72

horas apds a administracdo. A semelhanca com o discutido para o Hilano G-F 20, os



resultados obtidos nao sdo coerentemete explicados pela hipétese da
viscossuplementacdo de Balazs e Denlinger (1993). De fato, a viscosidade
determinada para solugbes de goma guar estd em ordem de grandeza inferior
aquela determinada para géis de goma guar ou Hilano G-F 20. O registro do elevado
clearance do acido hialurénico em joelhos de coelhos osteoartriticos (Lindenhayn et
al.,, 1997) pode ser inferido para joelhos de ratos, permitindo supor que a
permanéncia da GG nas cavidades seja abreviada suficientemente para promover
analgesia por lubrificacdo das estruturas articulares. Em terceiro lugar, a analgesia
promovida pela GG em gel manifestou-se tardiamente, fato incoerente para a
hipotese de um elevado clearance dos polissacarideos na articulagao de ratos.

Ha um relato na literatura de atividade analgésica para mananas. Foi
demonstrada a redugédo da hiperalgesia térmica em ratos por uma D-manana O-
acetilada extraida do corpo de frutificagdo do fungo Dictophora indusiata (Ukai et al.,
1983). Ja os resultados de analgesia promovida pela galactomanana constituinte da
goma guar sdo, ao nosso conhecimento, a primeira demonstracdo de efeito
analgésico para esses compostos. O mecanismo de agdo da analgesia promovida
pela GG em ratos submetidos a transeccéo do LCA é, possivelmente, farmacoldgico.
A determinacdo desse mecanismo de agcdo demanda uma criteriosa investigagao, a
qual sera objetivo de continuidade deste trabalho.

A partir dos resultados obtidos com a incapacitagao articular, podemos
sugerir que preparagdes de GG parecem ser promissores substitutos para o acido
hialurbnico na terapia da OA. Para conclusao dessa proposi¢cao, o efeito de

polissacarideos de GG sobre a lesdo da cartilagem necessita ser avaliado.



Conclusodes

VI. CONCLUSOES



. O modelo proposto permite, de maneira inédita, o estudo de dor articular em um
modelo de osteoartrite em ratos, sendo reprodutivel, de facil manuseio e
independente de avaliagao subjetiva pelo observador.

Indometacina reduz significantemente a hiperalgesia no modelo por transecgao
do LCA em ratos.

. A hiperalgesia observada no modelo por transec¢ao do LCA esta associada a um
aumento na expressao de NOS induzida, levando a aumento na liberacido de NO
na cavidade articular.

. A inibicdo profilatica da sintese de NO reduz a hiperalgesia no modelo por
transeccao do LCA em ratos.

. O uso de polissacarideos de goma guar, de alto peso molecular, a semelhanga e
na mesma magnitude que o Hilano G-F 20, reduz de forma significante a
hiperalgesia no modelo de OA por transec¢cao do LCA em ratos. Esse efeito
independe do polissacarideo de goma guar estar em solugdo ou em forma

reticulada.
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Apéndices

APENDICE A- Incapacitagdo articular em ratos submetidos a Transecgdo do

Ligamento Cruzado Anterior



OA

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
169,06 216,32 184,75 174,73 179,61 187,20 140,04
156,59 132,40 225,61 203,78 169,95 209,67 190,54
223,63 293,91 267,99 179,53 174,92 202,09 169,15
190,83 184,90 217,13 203,73 229,60 195,65 221,47
166,96 205,98 191,29 189,28 239,40 156,19 157,35
163,14 - - 215,09 128,02 222,35 171,05
150,00 - - 123,71 123,23 169,07 146,00
190,48 - - 131,60 157,50 149,89 175,03
153,40 - - 116,58 162,45 144,30 140,71
204,56 - - 187,29 130,73 168,23 171,14
246,87 - - 181,54 192,06 190,28 150,35

Nota: dados representam TSP em s/10min

OA



D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
122,50 95,14 156,00 135,95 109,10 181,88 137,07
198,08 230,28 191,07 288,65 245,22 175,40 224,93
156,51 125,09 129,84 140,85 177,81 228,79 128,64
173,66 122,90 137,49 272,57 129,64 183,63 146,78
138,97 167,00 83,24 250,40 119,80 115,86 77,86
232,15 138,24 110,69 103,00 141,18 122,09 103,29
144,33 143,17 216,58 155,44 105,99 116,01 104,52
159,75 217,80 139,46 119,78 182,29 134,70 139,22
166,48 171,43 159,75 175,06 144,94 135,62 102,68
175,10 175,73 159,08 160,81 124,27 126,64 136,23
149,40 153,79 126,80 132,36 - 102,30 113,60
117,35 153,78 141,77 104,54 - 137,91 152,63
174,78 124,02 49,05 133,76 - 164,54 125,50
136,65 126,73 208,01 147,62 - 196,11 123,56
30,58 117,17 119,98 129,31 - 115,31 114,17
167,32 128,97 160,69 227,40 - 232,83 175,91

Nota: dados representam TSP em s/10min
OA
D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21
91,66 96,91 88,33 86,65 135,57 75,59 122,58
153,94 185,57 185,62 129,71 158,66 134,91 148,79
92,26 127,33 107,74 132,37 111,70 91,49 119,58
151,15 117,36 138,55 116,30 136,34 144,02 142,55
162,14 116,64 73,91 108,80 68,69 80,82 90,70
134,40 139,87 148,59 147,75 153,96 130,41 -
138,60 117,29 114,10 119,50 111,99 82,02 -
150,04 147,35 111,95 121,08 147,56 102,52 -
114,02 102,99 124,57 82,93 58,03 74,15 -
123,36 163,25 105,70 91,18 121,46 110,34 -
149,92 173,07 144,04 117,02 129,45 105,19 -

Nota: dados representam TSP em s/10min

OA



D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28
97,74 - 116,21 99,14 163,49 120,19 128,86
128,90 - 103,12 128,42 151,04 176,19 147,62
153,41 - 135,86 117,70 116,73 109,53 123,08
111,73 - 146,43 116,16 124,66 141,85 197,18
73,02 - 87,67 114,29 130,78 91,96 99,42
106,44 121,64 86,14 117,04 110,34 - -
89,16 92,22 64,03 73,51 68,87 - -
84,87 99,98 89,08 101,969 99,62 - -
62,35 66,14 58,16 139,35 94,14 - -
77,73 76,30 90,33 87,04 82,21 - -
68,50 84,74 109,66 93,50 108,96 - -
Nota: dados representam TSP em s/10min
SHAM
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
146,08 108,09 133,61 - 158,04 160,04 151,73
176,31 166,58 118,88 - 117,94 126,44 115,85
143,51 247,41 157,06 - 174,89 158,51 135,15
108,60 120,66 125,14 - 168,49 170,48 131,75
101,26 138,12 108,05 - 86,08 106,41 94,84
109,54 90,73 117,27 - 88,01 96,07 120,17
118,90 112,88 133,41 164,04 123,61 110,68 96,37
103,26 104,47 119,37 101,87 116,39 83,58 101,20
108,47 117,51 106,03 145,80 123,24 95,57 121,14
135,01 138,75 149,67 112,61 116,62 159,39 139,06
176,44 141,28 131,33 103,36 126,52 106,88 99,57
96,26 141,37 133,80 187,57 153,97 121,63 104,20

Nota: dados representam TSP em s/10min

SHAM



D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
128,83 167,46 123,31 115,67 117,53 128,25 81,84
163,54 151,04 97,99 98,23 93,57 91,76 101,92
85,18 163,61 97,32 86,32 92,09 106,34 82,34
130,61 125,96 90,03 98,04 83,17 166,52 93,44
138,77 115,82 105,21 78,29 81,21 97,75 98,11
86,26 103,47 97,56 80,72 81,37 75,63 81,53
84,36 131,90 74,44 90,13 122,63 85,18 118,13
108,65 90,80 81,02 86,71 81,57 87,25 96,07
120,33 115,47 131,93 90,99 106,44 113,25 104,77
142,42 141,69 104,68 104,53 130,80 142,32 104,81
104,07 110,98 89,42 74,75 156,42 86,79 141,52
156,15 115,65 127,67 112,71 124,99 102,24 111,30

Nota: dados representam TSP em s/10min
SHAM

D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21
90,87 - 136,04 98,31 97,67 - -
84,10 - 88,78 117,30 122,34 - -
105,84 - 104,55 137,32 113,21 - -
107,66 - 117,28 104,82 105,75 - -
58,90 - 156,56 81,42 116,41 - -
85,78 - 84,24 79,39 64,17 - -
76,68 98,63 93,52 93,31 62,45 56,53 62,50
97,09 95,33 134,03 95,27 60,55 70,03 92,68
115,68 116,69 98,19 98,62 91,23 95,47 105,46
74,36 91,68 98,74 113,71 77,92 73,82 95,14
99,59 69,03 91,22 95,81 78,57 60,42 98,52
108,07 69,81 65,88 70,29 85,30 70,40 73,92

Nota: dados representam TSP em s/10min

SHAM



D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28
137,00 77,00 161,00 97,00 90,00 63,00 70,00
60,00 75,00 98,00 80,00 60,00 56,00 57,00
116,00 67,00 126,00 87,00 72,00 107,00 80,00
60,00 68,70 127,00 - - - -
63,28 70,29 81,86 - - - -
96,28 91,09 94,77 - - - -
70,81 81,26 141,93 - - - -
68,23 78,07 78,70 - - - -
92,68 71,62 81,89 - - - -

Nota: dados representam TSP em s/10min
NAIVE

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
70,00 120,00 120,00 90,00 100,00 80,00 110,00
100,00 140,00 150,00 70,00 110,00 70,00 110,00
90,00 60,00 80,00 100,00 70,00 140,00 70,00
110,00 130,00 70,00 70,00 80,00 120,00 110,00
120,00 120,00 80,00 150,00 110,00 130,00 80,00
110,00 80,00 80,00 80,00 90,00 110,00 150,00

Nota: dados representam TSP em s/10min
NAIVE
D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
70,00 120,00 120,00 90,00 100,00 80,00 110,00
100,00 140,00 150,00 70,00 110,00 70,00 110,00
90,00 60,00 80,00 100,00 70,00 140,00 70,00
110,00 130,00 70,00 70,00 80,00 120,00 110,00
120,00 120,00 80,00 150,00 110,00 130,00 80,00
110,00 80,00 80,00 80,00 90,00 110,00 150,00

Nota: dados representam TSP em s/10min

NAIVE



D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21
70,00 120,00 120,00 90,00 100,00 80,00 110,00
100,00 140,00 150,00 70,00 110,00 70,00 110,00
90,00 60,00 80,00 100,00 70,00 140,00 70,00
110,00 130,00 70,00 70,00 80,00 120,00 110,00
120,00 120,00 80,00 150,00 110,00 130,00 80,00
110,00 80,00 80,00 80,00 90,00 110,00 150,00

Nota: dados representam TSP em s/10min
NAIVE

D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28
70,00 120,00 120,00 90,00 100,00 80,00 110,00
100,00 140,00 150,00 70,00 110,00 70,00 110,00
90,00 60,00 80,00 100,00 70,00 140,00 70,00
110,00 130,00 70,00 70,00 80,00 120,00 110,00
120,00 120,00 80,00 150,00 110,00 130,00 80,00
110,00 80,00 80,00 80,00 90,00 110,00 150,00

Nota: dados representam TSP em s/10min



APENDICE B - Efeito da administracao profilatica sistémica de indometacina
sobre a incapacitacao articular em ratos submetidos a Transec¢ao do

Ligamento Cruzado Anterior

OA-NT SHAM NAIVE INDO
5242 363,9 280,0 368,3
576,8 301,5 270,0 312,5
551,4 352,3 295,0 418,5
637,9 401,8 290,0 365,1
568,9 334,9 355,0 357,0
543,4 421,8 315,0 4422
427,2 - - -
460,7 - - -
4354 - - -
478,2 ; ] ]
548,3 - - -

Nota: dados representam area sob TSP versus tempo em dias



APENDICE C - Celularidade do exsudato articular de animais sujeitos a
Transecc¢ao do Ligamento Cruzado Anterior

NAIVE OA SHAM

7d 14d 28d 7d 14d 28d
50 15 15 90 15 125 10
40 50 50 85 120 40 10
70 35 35 85 75 75 150
20 30 30 35 10 60 80
95 75 75 105 50 65 10
25 45 45 10 150 80 5

Nota: dados representam células/mm®



APENDICE D - Liberagio de nitrito na cavidade articular de ratos submetidos a
Transecc¢ao do Ligamento Cruzado Anterior

NAIVE OA SHAM
7d 14d 28d 7d 14d 28d
0,8 15,4 6,0 57 42 4,9 2,7
2,5 12,7 5,3 5,1 1,3 1,0 3,0
0,4 6,4 3,0 2,3 1,3 5,2 7,8
1,7 4,8 6,6 3,3 5,2 1,4 6,0
0,6 10,2 10,3 12,4 3,0 10,6 -
0,4 3,1 5,8 4,6 1,2 5,6 -
10,1 - - - - -
6,6 - - - - -
12,3 - - - - -

Nota: dados representam NO,/NO;™ (uM)



APENDICE E - Concentragdo de Condroitin-sulfato (CS) total na matriz da

cartilagem articular de ratos submetidos a Transec¢ao do Ligamento Cruzado

Anterior

NAIVE OA SHAM
7d 14d 28d 7d 14d 28d
11,8 11,3 22,6 9,7 11,6 18,2 27,9
13,4 9,9 29,5 23,7 10,1 11,5 18,0
8,9 8,6 21,7 7,5 21,2 7,6 24,2
23,3 7,8 13,3 - 8,9 12,6 14,4
22,0 - 21,8 8,7 12,7 11,2 19,5
8,7 - 18,40 18,0 12,2 - 17,4
- - - - - - 9,0

Nota: dados representam pg de condroitin-sulfato/mg de cartilagem seca



APENDICE F - Efeito da administragao profilatica sistémica de L-NAME ou
1400W sobre a incapacitagcao articular em ratos submetidos a Transecgao do

Ligamento Cruzado Anterior

SHAM OA
NT 1400W  L-NAME L-NAME +L-Arg  L-Arg
363,9 5242 537,2 411,0 422,0 500,9
301,5 576,8 346,1 366,4 457,3 412,6
352,3 551,4 359,3 429,7 436,6 513,2
401,8 637,9 361,4 389,3 455,8 434,9
334,9 568,9 345,9 370,6 492,6 521,2
421,8 543,4 430,0 - 580,4 -
- 427,2 - - - -
- 460,7 - - - -
- 4354 - - - -
- 478,2 - - - -
- 548,3 - - - -

Nota: dados representam area sobTSP versus tempo em dias



APENDICE G - Efeito da administracdo terapéutica sistémica de L-NAME e
1400W sobre a incapacitagcao articular em ratos submetidos a Transecgao do

Ligamento Cruzado Anterior

NAIVE SHAM OA
NT L-NAME 1400W
280,0 363,9 5242 710,7 5215
270,0 301,5 576,8 381,5 415,7
295,0 352,3 551,4 507,7 743,0
290,0 401,8 637,9 534,2 7224
355,0 334,9 568,9 676,1 882,6
315,0 421,8 543,4 - 536,2
- - 4272 - -
- - 460,7 - -
- - 4354 - -
- - 478,2 - -
- - 548,3 - -

Nota: dados representam area sob TSP versus tempo em dias



APENDICE H - Efeito de preparagdes de GG sobre a deambulagido em joelhos

de ratos
SAL GGNP GGP
Solugao Gel Solugao Gel
100pg 300pg 400pg 400pg 100pg  300pg 400ug  400ug
13,37 11,23 - 29,30 57,05 13,44 18,11 14,26 15,57

10,29 19,68 21,81 26,20 39,91 10,44 18,14 16,22 25,49
11,00 18,75 26,98 41,20 42,08 13,32 21,56 13,85 2597

1529 14,05 16,00 21,07 - 15,44 16,88 17,27 19,85
11,22 20,20 14,06 31,99 5749 16,88 17,86 24,51 20,66
8,38 10,39 24,95 47,92 - 18,64 10,61 21,37 14,19

Nota: dados representam TSP em s/10min



APENDICE | - Efeito de preparagdes de GG sobre a celularidade em joelhos de

ratos

SAL GGNP GGP
Solugao Gel Solugao Gel
100pg 300pg 400pg 400pg 100pg  300pg 400ug  400ug

0,60 0,635 0,755 2,065 1,715 0,114 0,232 0,108 0,205
0,133 048 0635 0630 1,630 0,160 0,346 - 0,185
0,074 0,350 1,645 1,215 1,800 0,250 0,070 0,200 0,405
0,051 0,49 0,725 0,445 1,430 0,158 0,144 0,292 0,110
0,067 0,760 1,050 1,185 - 0,284 0,138 0,220 1,100
0,051 0360 1,120 2,015 3,270 0,224 0,136 0,175 0,478

Nota: dados representam células x 10*/mm3



APENDICE J - Efeito de administracdo terapéutica intra-articular de Goma Guar
em solucao ou reticulada (gel) e Hilano G-F 20 em ratos submetidos a

Transecc¢ao do Ligamento Cruzado Anterior — curso temporal

OA
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

169,06 216,32 184,75 174,73 179,61 187,20 140,04
156,59 132,40 225,61 203,78 169,95 209,67 190,54
223,63 293,91 267,99 179,53 174,92 202,09 169,15
190,83 184,90 217,13 203,73 229,60 195,65 221,47
166,96 205,98 191,29 189,28 239,40 156,19 157,35

163,14 - - 215,09 128,02 222,35 171,05
150,00 - - 123,71 123,23 169,07 146,00
190,48 - - 131,60 157,50 149,89 175,03
153,40 - - 116,58 162,45 144,30 140,71
204,56 - - 187,29 130,73 168,23 171,14
246,87 - - 181,54 192,06 190,28 150,35

Nota: dados representam TSP em s/10min

SHAM
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
146,08 108,09 133,61 - 158,04 160,04 151,73
176,31 166,58 118,88 - 117,94 126,44 115,85
143,51 247,41 157,06 - 174,89 158,51 135,15
108,60 120,66 125,14 - 168,49 170,48 131,75
101,26 138,12 108,05 - 86,08 106,41 94,84
109,54 90,73 117,27 - 88,01 96,07 120,17

118,90 112,88 133,41 164,04 123,61 110,68 96,37
103,26 104,47 119,37 101,87 116,39 83,58 101,20
108,47 117,51 106,03 145,80 123,24 95,57 121,14
135,01 138,75 149,67 112,61 116,62 159,39 139,06
176,44 141,28 131,33 103,36 126,52 106,88 99,57
96,26 141,37 133,80 187,57 153,97 121,63 104,20

Nota: dados representam TSP em s/10min



Goma guar solugao

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
169,06 216,32 184,75 135,10 104,48 135,99 148,75
156,59 132,40 225,61 143,33 132,90 139,90 109,03
223,63 293,91 267,99 188,43 138,49 155,40 110,00
190,83 184,90 217,13 130,58 104,17 78,80 103,95
166,96 208,78 191,29 99,13 77,15 107,04 66,02

- - - 114,03 - 152,42 129,25
Nota: dados representam TSP em s/10min
Goma guar gel

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
169,06 187,20 140,04 132,26 118,69 83,20 76,60
156,59 209,67 190,54 123,93 73,73 81,60 55,40
223,63 202,09 169,15 288,21 126,84 78,70 104,90
190,83 195,65 221,47 130,89 115,19 138,00 105,00
166,96 156,19 157,35 318,33 131,67 100,10 117,80
163,15 222,35 171,05 381,77 145,87 - 151,80
150,00 - - - - - -

Nota: dados representam TSP em s/10min
Hilano G-F 20

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
169,06 187,20 184,75 131,94 93,64 106,96 98,30
156,59 209,67 225,61 179,61 143,48 143,14 175,15
223,63 202,09 267,99 137,35 120,18 110,32 134,10
190,83 195,65 217,13 85,12 87,24 99,23 70,60
166,96 156,19 191,29 156,41 119,46 80,43 150,80

- 222,35 171,05 - - - -

Nota: dados representam TSP em s/10min



APENDICE L - Efeito de administracao terapéutica intra-articular de Goma Guar
em solugao ou reticulada (gel) e Hilano G-F 20 sobre a incapacitagao articular

ratos submetidos a Transecgao do Ligamento Cruzado Anterior

NAIVE SHAM OA
NT GGP gel GGP solugdo Hilano G-F 20

280,0 363,9 524,2 324,5 385,8 318,0
270,0 301,5 576,8 203,7 392,3 436,3
295,0 352,3 551,4 365,0 449.8 396,2
290,0 401,8 637,9 368,8 289,1 267,3
355,0 334,9 568,9 438,5 261,6 401,5
315,0 421,8 543,4 482,6 467,5 -

- - 427,2 - - -

- - 460,7 - - -

- - 435,4 - - -

- - 478,2 - - -

- - 548,3 - - -

Nota: dados representam area sob TSP versus tempo em dias



	Ilustração 3: Estrutura da Goma Guar 

