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RESUMO

PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO (NO) NA MODULACAO CENTRAL
DA HIPERALGESIA NA ARTRITE INDUZIDA POR ZYMOSAN (AZy) EM RATOS.
Orientanda: Virginia Claudia Carneiro Giréo

Orientador: Prof. Dr. Francisco Airton Castro da Rocha

Nesse trabalho, investigamos a participacdo do sistema nervoso central (SNC) na
modulacdo da dor inflamatéria periférica na artrite induzida por zymosan (AZy) em
ratos. Coletou-se o liquor (LCR) e lavado articular dos animais em diferentes tempos
de artrite (1, 3, 6, 12 e 24 horas) para a determinacdo dos niveis de nitrito. Em
seguida, diferentes grupos de ratos (n=6) machos, Wistar, pesando entre 250 300g,
foram submetidos ao procedimento cirdrgico para colocacdo de uma canula no
espaco subaracndideo, para permitir a administracao intratecal (i.t) de substéncias.
Os animais foram também submetidos a artrite induzida por zymosan (AZy) seguida
da realizacdo do teste de suspensao da pata (TSP) para permitir a avaliacdo da
incapacitacdo articular (IA), refletindo a hiperalgesia no modelo. A modulacao
farmacoldgica foi realizada através da administracdo i.t, de forma profilatica ou
terapéutica, de um doador de NO (SIN-1), de inibidores de NOS (L-NAME, 1400W),
de um inibidor da guanilato ciclase solivel (ODQ), de um analogo do GMPc (8-
Bromo-GMPc) e de um antagonista dos receptores NMDA (MK-801). Em um grupo,
0 ODQ foi também administrado por via i.a. Os resultados foram expressos em
média + e.p.m., seguida de ANOVA e Teste de Tukey, comparando-se aos grupos
que receberam o veiculo. Os niveis de nitrito no LCR foram menores a 1 e 3 h apos
a injecdo do zymosan, em relacdo aos valores basais (P<0,05). O procedimento
cirdrgico ndo alterou a hiperalgesia. SIN-1 i.t (10ug) reduziu a 1A, mas 40 ug de SIN-
1 aumentaram a IA (P<0,05). L-NAME ou 1400W, de forma profilatica ou terapéutica,
reduziram a IA (P<0,05). ODQ i.t, profildtico, mas nado terapéutico, reduziu a IA da
AZy e também reverteu a IA promovida por 40ug de SIN-1. Ainda, ODQ, intra-
articular, reverteu a IA promovida por 40ug de SIN-1, i.t., MK-801 i.t inibiu a IA tanto
da AZy quanto de 40ug de SIN-1. Os resultados sugerem um papel antinociceptivo
enddgeno central do NO na hiperalgesia articular aguda da AZy. O NO, a depender
da dose e do local de acéo, pode ter efeito pré ou anti-nociceptivo, por ativacdo de
GMPc e excitagdo de receptores NMDA. De forma inédita, demonstramos a
existéncia de uma via de ativacdo periférico-central modulando a hiperalgesia
articular na fase aguda da AZy.
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ABSTRACT

NITRIC OXIDE (NO) PARTICIPATION IN CENTRAL HYPERALGESIA
MODULATION IN THE ZYMOSAN INDUCED ARTHRITIS (AZy) IN RATS.
Student: Virginia Claudia Carneiro Giréo

Supervisor: Prof. Dr. Francisco Airton Castro da Rocha

We investigate in this work the role of the central nervous system in the modulation of
the inflammatory peripheral pain in the zymosan induced arthritis (AZy) in rats.
Cerebrospinal fluid (CSF) and sinovial fluid were collected from animals at different
AZy times (1, 3, 6, 12 and 14 hours) in order to determine the nitrite level. Different
groups of male, Wistar rats (n=6), 250 to 300g weight, were then submitted to surgery
in order to place a cannula in the subarachnoid space, to allow for intrathecal (i.t)
insertion of substances. The animals were also submitted to AZy followed by the paw
suspension test (PST) that measures articular incapacitation (Al), aiming to analyze
hyperalgesia in this experimental model. The pharmacological modulation was
achieved by the prophylactic or therapeutic i.t administration of a NO donor (SIN-1),
NOS inhibitors (L-NAME, 1400W), a soluble Guanylate cyclase inhibitor (ODQ), a
GMPc analogue (8-Bromo-GMPc) and an NMDA receptor antagonist (MK-801). The
ODQ was also administered intraarticulary to one group of animals. The results are
expressed as mean + s.e.m, followed by ANOVA and the Tukey test, comparing to
the groups that received the vehicle. The levels of nitrite in the CSF were smaller at 1
and 3 hours after zymosan injection, as compared with basal levels (P<0.05). The
surgical procedure did not alter hyperalgesia. SIN-1 i.t (10 ug) reduced the Al, while
40ug increased the Al (P<0.05). L-NAME or 1400W, prophylactic or therapeutic,
reduced the Al (P<0.05). ODQ i.t, prophylactic, but not therapeutic, reduced the Al,
and also reverted the Al promoted by the 40ug of SIN-1. Besides, ODQ,
intraarticulary, reverted the Al promoted by the 40ug of SIN-1, administered i.t. MK-
801 i.t inhibited the Al, both caused by AZy and by the 40ug of SIN-1. The results
suggest a central endogenous anti-nociceptive role of NO in the acute articular
hyperalgesia of the AZy. The NO, depending on the dose and local where it acts, may
present an anti-nociceptive or pro-nociceptive effect in the AZy, both due to the
activation of GMPc and the excitation of NMDA receptors. We have shown, for the
first time, the existence of a peripheral-central activation way modulating the articular
hyperalgesia in the AZy acute phase.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatdide (AR) é caracterizada por uma poliartrite crénica com
comprometimento das vérias articulagbes, apresenta consideravel prevaléncia na
populacdo e a dor articular € um achado comum (Hochberg et al., 2003). No seu
desenvolvimento ocorre a liberacdo de diversos mediadores inflamatoérios, incluindo
eicosandides, citocinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6) e Oxido nitrico (NO) (Stefanovic-
Racic et al., 1993; Hobbs et al., 1999; Armour et al., 1999; Pelletier et al., 2000). A
etiologia da AR permanece desconhecida, limitando a sua terapéutica (Harris, 1990).

A artrite induzida por zymosan (AZy) representa um excelente modelo
experimental para o estudo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da AR,
permitindo avaliar, através do teste de incapacitacdo articular, a hiperalgesia
periférica que se estabelece neste modelo (Rocha et al., 1999).

A dor representa uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ou descrita em termos de lesfes teciduais, podendo ser classificada em
aguda ou crbnica. Além de sua classificacdo clinica, a dor pode ainda ser
caracterizada como nociceptiva normal, neuropética ou inflamatéria (Guyton e Hall,
1997; Okeson, 1998; Cunha, et al., 1999; Costigan e Woolf, 2000.).

A dor associada a doencas inflamatorias, como na AR, é caracterizada pela
producdo e liberacdo de diversos mediadores quimicos que contribuem para o
estabelecimento de um estado doloroso, estando associada a acédo das substancias,
como bradicinina e prostaglandinas liberadas durante o processo inflamatério, além
da participacdo da adenosina 3,5-monofosfato ciclica (AMPc), da guanosina 3,5-
monofosfato ciclica (GMPc) e de ions calcio (Cunha, et al., 1999; Costigan e Woolf,
2000; Wood e Heath, 2000).

Recentemente, tem sido também enfatizada a participacdo do NO em
fenbmenos de hiperalgesia, tanto periférica quanto medular. Esse gas tem a
propriedade de ativar a guanilato ciclase em terminais do neurdnio aferente primario
(NAP), promovendo aumento da concentracao intracelular de GMPc. Embora parte
da literatura aponte o NO como agente analgésico na periferia e hiperalgésico na
medula espinhal, o seu real papel em fendmenos de nocicepg¢do e anti-nocicepc¢ao
ainda é controverso. A rigor, considera-se que o NO gerado apos a inducéo da NOSi

estda envolvido em fenémenos fisiopatolégicos. Tem sido demonstrado que o NO
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participa dos eventos fisiopatolégicos da artrite através da deteccdo de nitrito/nitrato
no liquido sinovial de pacientes com AR (Lawand et al., 1997; Urban et al.; 1999;
Dolan et al, 2000; Davis et al., 2001; Sekiguchi et al., 2004). No entanto, ainda nao

esta claro se a sua participacao é de natureza pré ou antiinflamatéria.

Na artrite induzida por zymosan em ratos, foi observado que o tratamento
profilatico, mas nédo o terapéutico, com L-NAME ou aminoguanidina, inibiu a
incapacitagdo articular presente no modelo quando administrados de forma sistémica
ou local. O mesmo foi observado com o tratamento profilatico com 1400W, inibidor
seletivo da NOSI, quando administrado por via i.a. Neste mesmo modelo, foi ainda
observado que o tratamento i.a com doadores de NO, 3-4-morfino-sidnonimina (SIN-
1) ou nitroprussiato de sodio (NPS), inibiu a incapacitacdo articular quando

administrados terapeuticamente (Rocha et al., 2002).

No modelo de dor neuropatica induzida pela ligadura crénica do nervo ciatico
em ratos, por exemplo, a administracao intratecal (i.t) de baixas doses de SIN-1
reduziu a alodinia mecanica, enquanto que em altas doses ndo apresentaram efeito
ou aumentaram a resposta nociceptiva. Nesse estudo, foi também observado que a
administracéo i.t. de 1H-[1, 2,3]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor da
guanilato soltvel, ou de hemoglobina, “scavenger’ de NO, reverteu o efeito
antinociceptivo de baixas doses de SIN-1, além de ter reduzido seu efeito nociceptivo
em altas doses. Além disso, o uso de um andalogo da guanilato ciclase, 8-Bromo-
GMP, ou de inibidores da NOS, L-NOARG ou L-NMMA, reduziu a alodinia mecéanica
nos ratos com dor neuropatica. Esses efeitos foram inibidos pelo tratamento prévio
com ODQ. Tais resultados sugerem que SIN-1 e inibidores da NOS reduzem a dor
no modelo utilizado através de um mecanismo espinhal que envolve a ativacdo da
guanilato ciclase. Além disso, os possiveis efeitos do SIN-1 dependem da dose
utilizada e do modelo estudado (Sousa e Prado, 2001).

Existem ainda estudos que relatam o envolvimento dos receptores NMDA nos
mecanismos espinhais que modulam a hiperalgesia térmica. Acredita-se que a
participacdo desses receptores € mediada através da producdo de NO, havendo,
portanto, uma relacdo préoxima entre o NO e os receptores NMDA na modulacéo da

sensacao dolorosa (Meller e Gebhart, 1993).
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Estudos experimentais também revelam que a hiperalgesia associada com a
tolerancia narcética pode ser revertida pelo tratamento com MK-801, um antagonista
do receptor de NMDA, indicando que os receptores de NMDA s&o importantes
também para a expressao da hiperalgesia térmica em ratos tolerantes a morfina
(Mao et al., 1994).

Embora exista uma grande quantidade de estudos avaliando os mecanismos
e mediadores envolvidos nos diferentes modelos de dor, ainda hd muito que se
esclarecer no que se refere ao envolvimento de componentes do sistema nervoso
central na modulacéo da dor periférica. Este fato se torna particularmente importante

no papel do NO na modulagdo da dor inflamatoria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Artrite reumatoéide

As doencas reumaticas sdo representadas por um grupo diverso de
enfermidades que comprometem o sistema imunolégico e o0 sistema
musculoesquelético. Dentre estas, a artrite reumatdide (AR) € uma frequente
artropatia inflamatoria, com prevaléncia de cerca de 1% da populacdo em todo o
mundo (Harris, 1990). Essa doenca apresenta-se, geralmente, como uma poliartrite
cronica, estando seus sintomas especificos associados ao comprometimento das
varias articulacdes. Nesse disturbio, a dor articular € um achado importante nos
pacientes acometidos (Hochberg et al., 2003).

Clinicamente, a inflamacéo sinovial causa edema, dor a palpacgéo e limitacao
de movimentos, levando a um quadro de incapacitacéo funcional associada a lise da
cartilagem articular e a erosdo do osso subcondral. Essas alteracbes conduzem a
episodios de dor articular que reduzem significativamente a qualidade de vida dos

individuos acometidos (Arnett, 1988).

No desenvolvimento da AR, ocorre uma resposta imuno-inflamatoria, com a
liberacdo de mediadores inflamatorios, incluindo eicosanodides e citocinas pro-
inflamatorias (TNF-o, IL-1, IL-2, IL-6) que contribuem para a perpetuacdo e
progressao da sinovite (Paya et al., 1997). Ainda, outros mediadores, como 0 0xido
nitrico (NO), desempenham importante papel em artropatias inflamatérias
(Stefanovic-Racic et al., 1993; Hobbs et al., 1999; Armour et al., 1999; Pelletier et al.,
2000). De fato, foi demonstrada elevada concentracdo de nitrito (um produto da
oxidacdo do NO) no plasma e fluido sinovial de pacientes com AR (Farrel et al.,
1992; Stichtenoth et al., 1995; Ueki et al., 1996).

Apesar de sua elevada prevaléncia, a etiologia da AR permanece
desconhecida e sua terapéutica limita-se a minimizar os sintomas flogisticos
articulares, ndo se conhecendo um tratamento que altere de forma definitiva a
evolucdo da doenca (Harris, 1990). A compreensao da fisiopatologia dos

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da dor articular contribuiria para a
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descoberta de tratamentos que pudessem alterar a limitacdo funcional marcante no

curso evolutivo da AR.

2.1.1 Modelos experimentais de artrite

Os modelos experimentais representam uma alternativa para o estudo de
diversas doencas humanas e animais. Apesar de ndo se dispor de uma forma de AR
em animais, os modelos empregados sdo bastante semelhantes a doenca humana,
permitindo a avaliacdo da permeabilidade vascular, da migracdo celular, da dor,
além da hiperplasia sinovial, que sdo achados comuns na doenca em humanos
(Harris, 1990).

Véarios modelos animais sdo empregados para o estudo da AR, dentre os
guais destacam-se a artrite induzida por adjuvante, a artrite induzida por antigeno, a
artrite induzida por colageno, a artrite induzida por imunocomplexos e a artrite
induzida por zymosan.

A artrite induzida por adjuvante ocorre a partir da injecéo intradérmica de uma
suspensao em 0leo de Mycobacterium tuberculosis ou butyricum mortos pelo calor
(Chang et al., 1980). Nesse modelo, a reacdo inflamatoria leva a formacgdo do
pannus e evolui com erosao da cartilagem e do osso subcondral. A impossibilidade
de determinacdo do inicio da inflamacdo, a sistemizacdo das lesdes, afetando
inclusive cartilagem elastica, e a restricdo a uma cepa de ratos sado limitagdes desse
modelo, quando comparado a AR em humanos.

A artrite induzida por antigeno consiste na sensibilizacdo prévia do animal a
um antigeno, com posterior inducéo a partir da injecao intra-articular da substancia
antigénica (p. ex.: soro-albumina bovina) (Dumonde e Glynn, 1962). Nesse modelo,
€ possivel determinar o inicio preciso da artrite e foi demonstrada a expressao de
anticorpos na membrana sinovial (Jasin e Ziff, 1969), presenca do fator reumatoéide
(Heymer et al.,, 1982), além da presenca de depodsitos de imunocomplexos e
complemento nos tecidos avasculares, semelhante & doenga reumatdide humana.
Dentre as limitagcdes desse modelo, destacam-se o seu emprego principalmente em

coelhos, cujo sistema imune difere em muito da espécie humana, além da
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especificidade da resposta ao antigeno utilizado na sensibilizacdo, que contrasta
com o possivel carater policlonal na AR humana .

No modelo de artrite induzida por colageno, a inducdo é desencadeada pela
injecdo intradérmica de colageno tipo Il emulsificado em adjuvante incompleto de
Freund (Heymer et al., 1982). O inicio da artrite ocorre em torno do 16° dia apds a
imunizacdo, com desenvolvimento de anquilose (Brahn, 1991). Suas limitacGes
prendem-se principalmente a especificidade ao antigeno de inducgéo e a dificuldade
em se estabelecer o inicio da lesdo, o que limita a observacdo do efeito de
intervencdes farmacoldgicas.

Na artrite induzida por imunocomplexo, ratos sdo submetidos a injecao intra-
articular de um anticorpo (p.ex.: anti-soro albumina bovina), seguida da injecao
sistémica do respectivo antigeno (p.ex.: soro albumina bovina). Ha, nesse modelo,
deposicdo de complexo antigeno-anticorpo na sindvia, assim como presenca de
intenso infiltrado celular, liberacdo de eicosandides e sintese de TNF-a no liquido
sinovial (Rocha et al., 1997). O carater auto-limitado da reacédo € a limitacdo mais
importante nesse modelo, ao lado da relativa benignidade da evolugao, contrastando
com a AR humana. Ademais, ndo esta clara a contribuicdo de complexos imunes na
fisiopatologia da sinovite reumatoide per se.

A diversidade dos modelos demonstra a falta de um modelo ideal, embora
possibilite o estudo dos varios mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
artropatias inflamatorias, a semelhanca da AR.

Além disso, também néo se dispdem de modelos préprios para estudo de dor
(hipernocicepc¢éao) em modelos animais de artrite. A experiéncia do nosso grupo com
a caracterizacdo e o estudo de mediadores na fisiopatologia da hipernocicepcao
articular na artrite induzida por zymosan em ratos fez-nos optar por esse modelo, no
presente estudo. Na artrite induzida por zymosan em ratos, podemos avaliar a
hipernocicepcao inflamatoéria articular através da medida de incapacitacdo articular
instalada. Paralelamente, podemos estudar o influxo celular, aumento de
permeabilidade vascular, liberacdo de mediadores inflamatoérios no espaco articular
e alteracdes histoldgicas locais, como descreveremos a seguir.
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2.1.2 Artrite induzida por zymosan

O zymosan (Zy) € um polissacarideo derivado do fungo Saccharomyces
cerevisae que induz reacdo inflamatéria quando injetado em tecidos, como na
cavidade peritoneal (Doherty et al., 1985), na pele (Ridger et al., 1997; Greenacre et
al., 2001) e na cavidade articular de animais (Gado e Gigler, 1991).

A atividade inflamatoria do Zy foi relacionada a sua capacidade de ativar a via
alternativa do complemento (Fernandez et al., 1978; Keystone et al., 1989;
Snyderman et al., 1970). Esse evento leva a geracdo de C5a, um potente mediador
da ativacdo de mastécitos e acumulo de neutrofilos (Becker, 1990; Johnson et al.,
1975). Ademais, uma grande variedade de mediadores inflamatorios contribui para
essa resposta, incluindo citocinas (TNF, IL-6, IL-8), eicosandides e NO (Ajuebor et
al., 1998; Amin, et al., 1995; Beaubien et al., 1990; Coates e McColl, 2001; Van de
Loo et al., 1998; Von Asmuth et al., 1990).

A injecdo de Zy na cavidade articular de ratos produz uma sinovite erosiva e
grave (Keystone et al., 1989). A fase aguda da artrite induzida por Zy (AZy) é
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular, edema e influxo celular
inflamatério para a cavidade articular. Posteriormente, observa-se progressiva
sinovite, com infiltrado celular mononuclear e ativacdo dos fibroblastos,
assemelhando-se a sinovite reumatoéide cronica (pannus reumatoide) (Gegout et al.,
1994).

Na fase cronica da AZy, ocorre degradacédo da cartilagem articular e do 0sso
subcondral (Gegout et al., 1995). Estudando esse modelo, nosso grupo demonstrou
que, 21 dias apos a inducdo da AZy, ocorre intenso infiltrado mononuclear, com
formacdo de células gigantes, neoformacado vascular, proliferacdo de fibroblastos,
perda de proteoglicanos da matriz articular e erosdo do osso subcondral (Rocha et
al., 1999). Em outro estudo, demonstramos associacdo entre a formacgédo de
peroxinitrito (potente agente oxidante formado a partir da reacao entre NO e 0 anion
superdxido) e a destruicdo da cartilagem articular, através da quantificacdo de
glicosoaminoglicanos na cartilagem articular de ratos submetido a AZy (Bezerra et
al, 2004).
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2. 2 Nocicepcéao

2.2.1 Conceitos e epidemiologia

A dor é uma das mais importantes e complexas experiéncias humanas
relacionadas ao dano tecidual, muitas vezes, de etiologia indefinida, resultando em
incapacidade e inabilidade e implicando em elevados custos pessoais e sociais
(Teixeira et al., 1994; Teixeira e Figuero, 2001).

Estudos epidemiologicos demonstram que 10 a 50% dos individuos procuram
atendimento médico devido a dor, estando presente em cerca de 70% dos doentes
acometidos pelas mais diversas doencas (James et al., 1991).

No Brasil e em outros paises, 50 a 60% dos doentes com dor tornam-se
parcial ou totalmente incapacitados, seja de forma transitoria ou permanente (James
et al.,, 1991). Vale salientar que 38% dos adultos, com 50 a 70 anos de idade,
apresentam afeccbes reumaticas e dor de duragdo superior a seis semanas
(Jacobson et al., 1989). Esses achados ressaltam a importancia do estudo a
respeito dos mecanismos envolvidos no desencadeamento e manutencédo do estado
doloroso em diversas doencas.

O comité de taxonomia da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) define a dor como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ou descrita em termos de lesdes teciduais. Assim, a sensacdo dolorosa
apresenta um componente subjetivo que estd associado com o aprendizado pessoal
frente a experiéncias prévias (Merskey e Trimble, 1979).

Além disso, a dor é fundamental para alertar o individuo sobre a ocorréncia
de alguma forma de lesdo organica instalada ou em vias de se instalar,

apresentando assim, importante valor biolégico para o individuo (Besson, 1999).

A sensacdo dolorosa pode ser classificada em nociceptiva aguda, de
natureza fisiolégica ou inflamatéria ou de dor crénica, de natureza inflamatoria ou
neuropatica.

A dor aguda resulta da estimulacdo nociva intensa ou potencialmente
injuriante, € bem localizada e transitoria, quando ndo ocorre dano tecidual.

Apresenta importante papel na informacdo do corpo sobre o perigo potencial,
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iniciando respostas reflexas de retirada do segmento corporal da fonte de estimulo
nocivo (Guyton e Hall, 1997, Carr e Goudas, 1999).

Esse tipo de dor é funcionalmente associado a resposta decorrente da
estimulacdo de neur6nios aferentes primarios (NAPS) especializados, capazes de
discriminar o estimulo nocivo quanto a sua modalidade, intensidade, duracdo e
localizacédo (Okeson, 1998; Andrade Filho, 2001).

A dor crbnica ocorre em resposta a lesdo tecidual e é caracterizada pela
sensacao de dor em resposta a estimulos normalmente in6bcuos ou mesmo pela
ocorréncia de dor espontanea (Guyton e Hall, 1997).

Esse tipo de dor representa um fenémeno de sensibilizacdo nociceptiva, com
reducdo do limiar a dor (alodinia), amplificacdo da reposta a estimulos nocivos
(hiperalgesia) e sensacao de dor prolongada ap6s estimulacao (hiperpatia) (Okeson,
1998; Andrade Filho, 2001).

E importante relatar que mesmo a dor cronica possui uma fase aguda,
geralmente associada a dano tecidual e inflamacéo. Além disso, na fase crbnica, a
dor estd geralmente associada a alteracdes ou danos ao tecido nervoso,
caracterizando-se a dor neuropatica. Nessa condicao, a dor perde qualquer funcao
adaptativa e torna-se de fato patolégica (Okeson, 1998).

Assim, € importante ressaltar que a dor, além de sua classificagdo clinica,
pode também ser caracterizada como dor nociceptiva normal, dor neuropatica, dor
inflamatoria, dentre outras defini¢des.

A dor nociceptiva normal se refere a percepcdo de sinais dolorosos pelo
sistema nervoso central (SNC) que se originam de receptores sensoriais
especializados, os chamados nociceptores, e chegam ao SNC através de vias
nervosas integras. Esses nociceptores séo representados por terminacdes nervosas
livres presentes em fibras aferentes sensitivas, como as fibras C e as fibras A-delta
(Dubner e Gold, 1999).

A atividade desses nociceptores € modulada por substancias quimicas
presentes no ambiente tecidual. Essas substéncias algiogénicas podem ser
liberadas por mastoécitos, macréfagos ou vasos sanguineos e sdo representadas
principalmente por acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, substancia P,
prostaglandinas e citocinas (Wood e Heath, 2000).

A dor neuropética, por sua vez, refere-se a dor associada a lesdo neural,

periférica ou central, gerada dentro do préoprio sistema nervoso. Esse tipo de
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sensacao dolorosa pode ser atribuido a lesGes traumaticas de natureza fisica ou
quimica, a doencas inflamatorias, infecciosas ou degenerativas, além de lesbes
oncoldgicas, vasculares ou téxicas (Millan, 1999).

Dentre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da dor neuropatica,
destaca-se a atividade ectopica nos neurdnios danificados e nos ganglios das raizes
sensitivas (Teixeira e Figuerd, 2001).

No caso da dor associada a doencas inflamatorias, ocorre a produgédo e
liberacdo de diversos mediadores quimicos que contribuem para o estabelecimento
de um estado doloroso. Essa sensacdo dolorosa € classificada como dor
inflamatoria, estando, portanto, associada a acdo das substancias como bradicinina
e prostaglandinas liberadas durante o processo inflamatorio, além da participacdo da
adenosina 3,5-monofosfato ciclica (AMPc), da guanosina 3,5-monofosfato ciclica
(GMPc) e de ions calcio (Costigan e Woolf, 2000; Cunha et al., 1999).

Esses mediadores agem aumentando a vasodilatacdo local e a
permeabilidade capilar, além de alterarem a sensibilidade e a receptividade dos
nociceptores da area inflamada (Costigan e Woolf, 2000; Cunha et al., 1999, Wood e
Heath, 2000).

Dessa forma, o limiar doloroso € diminuido e os nociceptores tornam-se mais
sensiveis ao estimulo e 0s mecanoreceptores de limiar mais alto sdo sensibilizados
a uma mais ampla variedade de estimulos. Consequentemente, estabelecem-se as
dores primarias espontanea e a hiperalgesia (amplificacdo da resposta a estimulos

nocivos, evocada por estimulo) (Besson, 1999; Dubner e Gold, 1999).

2.2.2 Anatomia e fisiologia da nocicepcao

Em condi¢cbes normais, a informacdo sensorial é captada por estruturas do
sistema nervoso periférico (SNP), transmitida ao sistema nervoso central (SNC), e
dai para os centros superiores do tronco encefalico e cortex cerebral, onde é
decodificada e interpretada (Teixeira e Figuero, 2001).

Para chegar a medula espinhal, a informacdo depende da participacdo dos
neurdnios aferentes primarios (NAPs). Os NAPs que inervam regides abaixo da
cabeca sao células pseudobipolares e seus corpos celulares se localizam no ganglio

da raiz dorsal, enquanto que aqueles que inervam a regido cefalica possuem corpos
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celulares nos ganglios sensoriais dos nervos cranianos V, VI, IX, e X (Warfield e
Bajwa, 2004).

O NAP, também chamado de neurbnio de primeira ordem, recebe estimulos
do receptor sensitivo. Este impulso é transmitido pelo NAP para dentro do SNC
através da sinapse do corno dorsal da medula espinhal com um neurénio aferente
secundario (NAS), também chamado de neurdnio de segunda ordem (Besson, 1999;
Dubner e Gold, 1999).

Em seguida, esse impulso é transmitido pelo NAS cruzando a medula
espinhal através do trato espinotalamico antero-lateral, o qual ascende para os
centros superiores. E importante referir que interneurénios maltiplos podem também
participar da transferéncia do referido impulso para o tdlamo e para o coértex. Esses
interneurdnios podem fazer sinapse diretamente com um neurdnio eferente,
originado externamente ao SNC através da raiz ventral, estimulando um O6rgao
eferente, como um musculo, por exemplo, (Okeson, 1998).

O ramo central do NAP adentra a medula espinhal e suas terminagdes
realizam sinapses com células espinhais de segunda ordem, localizadas no corno
dorsal da medula espinhal. Parece haver trés tipos especificos de neurbnios de
segunda ordem que transferem impulsos para o0s centros superiores. Esses
neurdnios sdo nomeados de acordo com o tipo predominante de impulso que eles
transmitem, a saber: i: neurbnios mecanossensiveis de baixo limiar (LMT), que
transmitem informacdes de propriocepcdo, pressdao e toque leve; ii: neurénios
nociceptivos especificos (NS), que transmitem exclusivamente impulsos
relacionados ao estimulo nocivo; iii: neurdénios de variacdo dindmica ampla (WDR),
capazes de responder a uma ampla faixa de intensidade de estimulos (Sessle e Hu,
1991).

O axb6nio periférico do NAP, por sua vez, possui terminacdes livres,
denominadas de nociceptores, que sdo capazes de detectar estimulos dolorosos.
Assim, a informag&o gerada nos nociceptores é entdo conduzida antidromicamente
até o neurbnio do ganglio da raiz dorsal e, em seguida, até a medula espinhal, ao
longo do axdnio central, de forma ortodrémica (Andrade-Filho, 2001).

Esses referidos axonios, por sua vez, podem ser encontrados em variadas
espessuras, havendo uma relacdo entre o diametro das fibras nervosas e sua
velocidade de conducéo. Dessa forma, as fibras mais calibrosas, denominadas de

fiboras A, conduzem os impulsos mais rapidamente que as mais delgadas,
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denominadas de fibras C. As fibras A sdo ainda subdivididas, segundo o seu
diametro, em alfa, beta, gama e delta (Okeson, 1998).

A classificacdo dos nociceptores é feita segundo o tipo de estimulo capaz de
ativd-los e as caracteristicas da resposta. Assim, hd os mecanonociceptores
(nociceptores A5 de alta limiar), nociceptores polimodais (tipo C), nociceptores
mecanotérmicos (nociceptores do tipo Ad) e nociceptores para o frio (tipo As ou C)
(Besson, 1999; Dubner e Gold, 1999).

Os mecanonociceptores normalmente respondem apenas a estimulos
mecanicos nocivos intensos, mas a aplicacdo repetitiva de estimulos térmicos
nocivos € também capaz de sensibiliza-los. Os nociceptores polimodais representam
cerca de 95% das unidades sensoriais da pele humana e respondem a estimulos
nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos. Ja 0S nociceptores mecanotérmicos
respondem a estimulos mecéanicos de alta intensidade ou térmicos, enquanto que
nociceptores para o frio respondem a intensa estimulagdo nociva provocada por
baixas temperaturas (Warfield e Bajwa, 2004). .

Ha, ainda, uma classe interessante de nociceptores, denominados de
nociceptores silenciosos. Esses nociceptores sao representados por uma porcéo de
fiboras C mielinicas, 10 a 20%, presentes na pele, articulacdes e visceras que
normalmente ndo respondem a estimulos nocivos agudos. No entanto, em
condicbes de inflamac&o ou dano tecidual, esses nociceptores sédo sensibilizados e
ativados por uma variedade de mediadores quimicos (Schaible e Grubb, 1993;
Cervero et al., 1994).

O recrutamento desses nociceptores silenciosos pode contribuir para a
sensibilizacdo e para as modificacbes de adaptacdo central que suportam a
hiperalgesia priméaria causada, por exemplo, pela inflamacéo tecidual (Millan, 1999).

Os neurdnios do ganglio da raiz dorsal que processam a informagao dolorosa
apresentam receptores p-opidides e NMDA. Esses neurdnios representam a origem
da via ascendente da dor “normal” e da dor patolégica. Os impulsos nos aferentes
nociceptivos primarios levam a uma excitagdo intensa e rdpida nos neurdnios
nociceptivos da raiz dorsal, que é seguida por uma descarga de menor intensidade e
de maior duracdo. Impulsos continuos sobre os aferentes nociceptivos polimodais
levam ao aumento da sensacdo dolorosa devido a receptores NMDA. Esse
mecanismo de acdo explica a modulacdo central da hiperalgesia que ocorre em
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estados dolorosos persistentes, como a dor inflamatéria que se segue a lesao
tecidual (Dickenson e Sullivan, 1990; Woolf e Thompson, 1991).

O corno dorsal da medula esta subdividido em dez camadas ou laminas.
Essas laminas sdo numeradas de acordo com sua profundidade no corno dorsal de |
a VI, no que diz respeito a sensibilidade. Estudos sugerem que 0s impulsos
nociceptivos entram no corno dorsal pela via dos neurénios NS e WDR numa area
das laminas I, Il e V (Dubner e Bennett, 1983). Os neurdnios LMT, que normalmente
nao transmitem nocicepcédo, parecem estar concentrados nas laminas Il e IV
(Okeson, 1998).

Os axobnios das células de segunda ordem, que recebem informacdes dos
varios segmentos corporais, juntam-se para formar os tratos ascendentes.
Distinguem-se tratos que cursam lateralmente no tronco cerebral, capazes de
conduzir rapidamente a dor, e 0os que cursam medialmente no tronco cerebral, estes
conduzem a dor mais lentamente (Warfield e Bajwa, 2004).

O trato neoespinotalamico é o mais importante na conducédo rapida e precisa
da dor. Seus ax6nios cruzam a medula espinhal e juntam-se para se projetarem até
o tdlamo ventral péstero-lateral e por¢cdo medial do talamo posterior. Ha ainda os
tratos espinocervical e dos nucleos da coluna dorsal. Esses tratos irdo também se
projetar no talamo (Besson, 1999; Dubner e Gold, 1999).

O sistema de conducdo lenta e difusa da dor inclui os tratos
paleoespinotalamico, espinomesencefalico, espinorreticular e proprioespinal. Esses
tratos sdo poli-sinapticos e envolvem mudltiplas estacdes intermediarias antes de
atingir o cortex sensoriomotor (Warfield e Bajwa, 2004).

Uma vez que os impulsos tenham passado pelos neurbnios de segunda
ordem, esses neurbnios transmitem-nos para 0S Centros superiores para
interpretacdo e avaliacéo.

Existem numerosos centros no tronco encefalico e no encéfalo que ajudam a
dar significado aos impulsos. Deve-se também lembrar que diversos interneurénios
podem estar envolvidos na transmissao dos impulsos para 0s centros superiores
(Woolf e Decosterd, 1999).

Os centros superiores do sistema nervoso central podem ser subdivididos em
tronco encefélico (bulbo, ponte e mesencéfalo), cerebelo, diencéfalo (tdlamo e
hipotalamo) e cérebro (cortex cerebral, nucleos da base e estruturas limbicas)
(Warfield e Bajwa, 2004).
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Cada uma dessas estruturas apresenta peculiaridades proprias, contribuindo
para o desenvolvimento da sensacdo dolorosa. Dentre essas, algumas sao
particularmente importantes no contexto do desenvolvimento da sensacéo dolorosa.

O bulbo, por exemplo, também chamado de medula oblonga, é composto de
substancia branca, projetando tratos que conduzem impulsos do trato
espinotalamico para o tadlamo. Ha ainda uma regido composta de substancia branca
e substancia cinzenta, chamada de formacao reticular. Nesse local, ha a presenca
de nudcleos com altas concentragcdes de neurotransmissores importantes para a
transmissao de impulsos sensitivos e dolorosos (Okeson, 1998).

O tadlamo, por sua vez, esta envolvido em quase todos o0s impulsos
provenientes do mesencéfalo e das regides superiores do encéfalo, bem como da
medula espinhal. Ao atingirem o talamo, esses impulsos sao avaliados e
direcionados para as regifes adequadas nos centros superiores para interpretacao e
resposta (Okeson, 1998).

Além de ser o principal centro do encéfalo para o controle das funcgbes
corporais internas, o hipotdlamo, ao ser estimulado por tensdo emocional, pode
exacerbar a regulacdo do sistema nervoso simpatico e, consequientemente,
influenciar os impulsos nociceptivos que entram no encéfalo (Okeson, 1998).

Dentre as estruturas no coOrtex cerebral, hd uma area sensitiva que recebe
impulsos somatossensitivos para avaliacdo. Ja as estruturas limbicas estdo
envolvidas em respostas comportamentais especificas. Parece haver um centro de
dor/prazer que direciona, instintivamente, o individuo para os comportamentos que
estimulam o lado do prazer desse centro, apresentando importante impacto sobre a
funcdo geral do individuo. Ademais, esse centro tem um papel importante nos
problemas de dor cronica (Woolf e Decosterd, 1999).

Existem outras estruturas, na parte interna do tronco encefalico, importantes
no desenvolvimento da dor, como os ventriculos, a regido periaquedutal e o nucleo
magno da rafe.

Nos ventriculos, esta confinado o liquido cefalorraquidiano que, além de atuar
como coxim durante traumatismos, serve de transporte para neurotransmissores. Na
regido cinzenta periaquedutal, ha elevada concentracdo de neurdnios capazes de
produzir potentes neurotransmissores que podem modular os impulsos nociceptivos.
De forma semelhante, o nicleo magno da rafe funciona na modulacéo dos impulsos

nociceptivos ascendentes ao talamo (Andrade-Filho, 2001).
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A informacdo dolorosa iniciada no segmento cefalico caminha pelo NAP
originario do V, principalmente, e dos VI, IX e X pares cranianos. Os NAP desses
pares projetam-se ao sistema de ndcleos trigeminais, cujos axénios, em sua maioria,
também se projetam ao talamo, antes de chegar ao cortex somatossensorial. Além
disso, outros neurdnios emitem projecdes a formacdao reticular e ao talamo (Guyton
e Hall, 1997).

Vale salientar que algumas condi¢cdes dolorosas podem ser influenciadas e
até mesmo mantidas pela atividade do sistema nervoso auténomo (Woolf e
Decosterd, 1999).

Anatomicamente, o sistema nervoso autdnomo é composto de duas divisdes:
a por¢cdo craniosacral, conhecida como parassimpatica, e a por¢cédo toracolombar,
conhecida como simpética. Os elementos aferentes desses nervos recebem
estimulos que normalmente ndo atingem o nivel da consciéncia. No entanto, sob
condicBes anormais ou adversas, tais estimulos podem ser percebidos como dor
(Guyton e Hall, 1997). Os elementos eferentes desses nervos constituem o sistema
nervoso autbnomo. Os eferentes viscerais craniossacrais constituem o sistema
autbnomo parassimpatico e os eferentes toracolombares constituem o sistema
autbnomo simpéatico. O sistema nervoso autbnomo € ativado, principalmente, por
centros localizados na medula espinhal, no tronco encefalico e no hipotdlamo. Além
disso, as porgcdes do cortex e o sistema limbico também influenciam na sua
atividade (Costigan e Woolf, 2000).

A integracdo da informacdo dolorosa em centros nervosos superiores é
bastante complexa. O componente discriminativo da dor é somatotopicamente
especifico e envolve tanto o cortex sensorial primario quanto o secundario. As
informacgdes que chegam ao cortex vém, predominantemente, do complexo ventro-
basal do talamo. O componente afetivo da dor é integrado em diversas estruturas,
como o0 cortex cingulado, a amigdala e outras estruturas limbicas (Dubner e Ren,
1999).

Os impulsos nociceptivos que chegam ao sistema nervoso central, além de
informar sobre os componentes da dor, ativam também estruturas cerebrais capazes
de modular a passagem de novos impulsos nociceptivos do NAP para células
espinhais. A matéria cinzenta periaquedutal foi a primeira estrutura cerebral a ser
demonstrada como capaz de produzir inibicho da dor quando estimulada

eletricamente. Outras estruturas, tais como o cOrtex somatossensorial, o hipotalamo
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lateral, o nlcleo pré-tectal anterior, a area tegmental lateral, o nicleo magno da rafe,
0 nucleo parabraquial, o l6cus cerileo e 0s nucleos reticulares gigantocelular e
paragigantocelular foram, posteriormente, demonstrados como igualmente capazes
de promover analgesia quando estimulados elétrica ou quimicamente (Werfield e
Bajwa, 2004).

2.2.3 Controle enddgeno da nocicepgao

Os sinais nervosos sao transmitidos de um neurdnio para o proximo através
de juncdes interneuronais chamadas de sinapses, sendo conduzidos através de um
potencial de acdo. O estado de repouso da membrana celular é dito polarizado com
leve carga negativa. Quando a membrana se torna despolarizada, ha uma
permeabilidade transitoria aos ions soédio; em seguida, ha fechamento dos canais de
sbédio e abertura dos canais de potassio, restabelecendo o potencial de repouso
negativo normal da membrana e promovendo assim a repolarizagcdo da mesma
(Guyton e Hall, 1997).

As vesiculas sinapticas contém substancias transmissoras que, quando
liberadas, excitam ou inibem o neurdnio poés-sinaptico. Além disso, a membrana
neural pos-singptica apresenta receptores inibitérios e excitatorios. Assim, através
da interacdo entre o neurotransmissor liberado e o receptor ativado podera ocorrer
excitacao ou inibicdo de uma determinada atividade neural (Warfield e Bajwa, 2004).

As membranas sinapticas dos terminais pré-sinapticos apresentam também
inUmeros canais de célcio voltagem-dependente; jA a membrana dos neurbnios pos-
sinpticos contém grande namero de proteinas receptoras. Esses receptores podem
se apresentar como um canal ibnico, quimicamente ativado, ou como uma enzima
gue ativa uma alteracdo metabdlica interna na célula.

O sbdio, o potassio e o cloreto agem em receptores de canais idnicos e
podem estar submetidos a neurotransmissores excitatérios, como ocorre com 0S
canais de sodio, ou inibitorios, como ocorre com 0s canais de potassio e cloreto
(Guyton e Hall, 1997). Os estimulos dos receptores enzimaticos podem ativar genes
celulares ou proteinas quinases, levando ao aumento ou diminuicdo do namero de

receptores, respectivamente (Carr e Goudas, 1999).
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E importante considerar os varios fatores que podem influenciar a inibicdo e a
excitacdo da experiéncia dolorosa. Em 1965, Melzack e Wall, propuseram a
chamada teoria do portao para explicar a modulacdo da dor (Figura 1).

Esse sistema regularia a passagem de impulsos das fibras aferentes
periféricas para o talamo através de neurbnios de transmissdo que se originam no
corno dorsal da medula. Os neurbnios na substancia gelatinosa (SG) do corno
dorsal atuariam ao inibir a via de transmissdo. Os interneurdnios seriam ativados por
neurdnios inibitérios descendentes ou por estimulacdo aferente ndo nociceptiva e
seriam inibidos por estimulos nociceptivos das fibras C, de forma que a atividade
persistente dessas fibras facilitaria a excitacdo das células de transmissdo por

influxos tanto nociceptivos quanto nao-nociceptivos.

Controle Central
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Figura 1- Diagrama esquematico da teoria do controle do portdo dos mecanismos da dor. G= fibras
grossas; F= fibras finas. As fibras projetar-se-iam para a substancia gelatinosa (SG) e para as
primeiras células de transmissédo central (T). O efeito inibitério exercido pela SG sobre os terminais
das fibras aferentes seria exacerbado pela atividade nas fibras G e deprimido pela atividade nas
fiboras F. O desencadeamento do controle central é representado por uma linha que vai desde o
sistema de fibras grossas até os mecanismos de controle central; esses mecanismos, por sua vez,
projetar-se-iam para o sistema de controle do portdo. As células T (neurbnios de segunda ordem)
projetam-se para as células de entrada do sistema de acdo. + = excitacdo; - = inibicdo (Melzack e
Wall, 1965).

Essa auto-facilitacdo provoca surtos sucessivos de atividade nos aferentes
nociceptivos, tornando-se cada vez mais eficaz na ativacdo dos neurdnios de
transmissdao. Assim, de acordo com a teoria do portdo, as células da SG

responderiam tanto a atividade das fibras aferentes que penetram na medula

espinhal quanto a atividade das vias descendentes.



37

As vias descendentes, por sua vez, constituiriam um dos mecanismos de
portdo que controlam a transmissdo de impulsos no corno dorsal. Uma parte
essencial desse sistema € a area cinzenta periaquedutal (ACP). Pesquisas
demonstraram que a estimulacdo elétrica dessa area no cérebro do rato causava
analgesia intensa suficiente para permitir a realizacdo de cirurgia abdominal sem

anestesia e sem induzir qualquer resposta acentuada (Reynolds et al., 1969).

A principal via neuronal ativada pela estimulacdo da ACP dirige-se,
inicialmente, para uma area do bulbo préxima a linha média, conhecida como nucleo
magno da rafe (NRM) e, a partir dai, através de fibras que percorrem o funiculo
dorso-lateral da medula espinhal, formando conexdes sinapticas nos interneurdnios

do corno dorsal.

O proprio NRM recebe um influxo dos neurdnios espinotalamicos através do
nacleo reticular paragigantocelular (NRPG), de modo que esse sistema inibitorio
descendente pode fazer parte de uma alca de retroalimentacdo reguladora, através
da qual a transmisséo pelo corno dorsal é controlada de acordo com a quantidade
de atividade que alcanca o tadlamo. Além disso, ha uma via noradrenérgica
proveniente do locus ceruleo (LC) que possui efeito inibitério semelhante sobre a
transmisséao no corno dorsal (Warfield e Bajwa, 2004).

Ocorre ainda que a SG é rica em peptideos opidides e em receptores
opidides, podendo constituir um importante local de acao para drogas semelhantes a
morfina (Carr e Goudas, 1999). Os opidides excitam os neurbnios da ACP e no
NRPG que, por sua vez se projetam para o bulbo rostroventral, que inclui o NRM. A
partir do NRM, os neurdnios que contém 5-HT e encefalina dirigem-se para a SG do
corno dorsal e exercem uma influéncia inibitéria sobre a transmissao (Dubner e Ren,
1999). Esses peptideos opidides também atuam diretamente sobre o corno dorsal,
bem como sobre as terminacdes periféricas dos neurbnios aferentes nociceptivos;
além disso, o LC envia neurdnios noradrenérgicos para o corno dorsal, que também
inibem a transmissdo. Assim, a via inibitéria descendente pode representar um
importante local de agcdo para os analgésicos opioides. (Spetea et al., 2002).

Vale salientar que todo o mecanismo envolvido no desencadeamento e na

modulacdo da dor esta diretamente relacionado com a acdo de substancias
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neuroquimicas. Essas substancias que transmitem os impulsos através da fenda

sinaptica sdo chamadas de neurotransmissores.

2.2.4 Mediadores quimicos envolvidos na nocicepcdo

Os ganglios da raiz dorsal, onde se encontram os corpos celulares dos NAPs,
sintetizam diversas substancias com potencial para atuar como neurotransmissores
ou neuromoduladores da dor. Tais substancias podem ser transportadas tanto para
o ramo periférico quanto para o ramo central do NAP, exercendo assim papel na dor
periférica ou central (Andrade-Filho, 2001).

Dentre as diversas substancias capazes de estimular células espinhais
nociceptivas, estdo a substancia P, o glutamato, a neurocinina A, o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), a colecistocinina (CCK), a nociceptina e
0 peptideo intestinal vasoativo (VIP). H4, ainda, aquelas que possuem acao
predominantemente inibitéria e sdo representadas por peptideos opidides
(encefalinas e dinorfinas), somatostatina e galanina. Outros neurotransmissores
sintetizados no ganglio da raiz dorsal, com funcdo ainda nao totalmente
estabelecida, incluem a bombesina, o horménio liberador de tirosina, o
neuropeptideo Y, a neurotensina A, as neuromedinas B e C, os peptideos
natriuréticos atrial e cerebral, o peptideoYY e a proctolina (Wood e Heath, 2000).

Além disso, 0s nociceptores reconhecem e interagem com substancias como
a bradicinina (via receptores do tipo B), as prostaglandinas (tipos |, e Ey), os
opidides (via receptores u, 6 e k), a histamina, a serotonina, a noradrenalina (via
receptor ;) e a acetilcolina, que podem ser liberadas em tecidos lesados, como
ocorreria durante reacdes inflamatorias (Tonussi e Ferreira, 1992).

Vale salientar que nociceptores nao-mielinizados, presentes no sistema
nervoso central, liberam glutamato como neurotransmisor e 0s neurénios espinhais,
que recebem estimulos desses nociceptores, expressam diferentes subtipos de
receptores, como o N — metil — D — aspartato (NMDA), o acido L — amino — 3 —
hidroxi — 5 — metilsoxasole — propiénico (AMPA), o metabotrépico (Warfield e Bajwa,
2004).

O glutamato liberado desses nociceptores age sobre os receptores NMDA,

induzindo modificagBes na sensibilidade da célula pés-sinaptica com consequente
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aumento da resposta dolorosa a todos os tipos de estimulos, sendo este efeito
chamado de sensibilizacdo central. Estudos sugerem processo semelhante nos
receptores do tipo AMPA (Bennett, 2000).

As lesbGes celulares, por sua vez, iniciam cascatas de eventos que,
inicialmente, favorecem a sintese de prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos, a
partir da acdo das ciclooxigenases dos tipos 1 e 2 (COX 1 e COX 2) sobre o acido
araquidénico, presente nas membranas celulares, apds ativacdo de fosfolipases
durante a resposta inflamatéria (Chandrasekharan et al., 2002; Botting, 2003;
Gaciong, 2003; Schwab, et al. 2003).

Esses produtos da inflamac&o podem agir como autacoides sobre receptores
proprios localizados nos nociceptores, ativando a produgcdo de AMP ciclico, o qual
facilita a geragéo local de estimulos e entdo induz fendmenos de hipersensibilizagdo
ou hiperalgesia periférica (Schwab, et al. 2003).

Além disso, ha, ainda, o extravasamento de bradicinina, a partir de vasos
rompidos que, através de receptores B, ativam nociceptores, produzem dor quer por
acao direta ou indireta, como pela liberacdo de substancia P. Esta, ao ser liberada,
atua sobre vasos locais, levando ao aumento da liberacdo de bradicinina, agindo
sobre os mastécitos, induzindo a liberacdo de histamina, e, sobre as plaquetas,
conduzindo a liberagdo do fator de agregacdo plaquetéria e serotonina (Wood e
Heath, 2000).

Esses autacoides, além de participarem de eventos classicos da inflamacgéo
como o0 aumento da permeabilidade vascular, produzindo edema, também
participam do fenémeno de hipersensibilizacdo do nociceptor.

Ha, ainda, em resposta ao estimulo lesivo, a migracdo de células para o local
da lesdo. Os leucocitos e o0s macréfagos sao igualmente importantes na
hipersensibilizacdo dos nociceptores. Essa participacao ocorre, por exemplo, a partir
da acéo da substancia P e da bradicinina sobre a producéo e liberagéo do fator de
necrose tumoral do tipo a (TNF-o) por essas células (Cunha et al., 1992).

O TNF-a induz outras ceélulas residentes a secretarem citocinas, como as
interleucinas 1 e 6. Essa agao potencia o efeito pré-nociceptivo, uma vez que pode
induzir a expressdo de COX-2, aumentando sintese de prostaglandinas, bem como
de interleucina 8, que € capaz de promover a liberacdo de noradrenalina por
terminacdes nervosas simpaticas da regido lesada, contribuindo para a

hipersensibilizagdo dos nociceptores (Cunha et al., 1991).
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Por outro lado, a acetilcolina estimula a producdo de GMP ciclico (GMPc) no
nociceptor, o que promove efeito oposto ao da hipersensibilizacdo. Esse mecanismo
pode compensar, pelo menos parcialmente, os estimulos pro-nociceptivos, agindo
como a buscar um equilibrio natural do organismo entre os elementos capazes de
induzir e de abolir a percepcao dolorosa (Cunha et al., 1999).

Recentemente, tem sido também enfatizada a participacdo do Oxido nitrico
em fendmenos de hiperalgesia tanto periférica quanto medular. Esse gas tem a
propriedade de ativar guanilato ciclase em terminais do NAP, promovendo aumento
da concentracdo intracelular de GMPc. Embora parte da literatura aponte o o0xido
nitrico como agente analgésico na periferia e hiperalgésico na medula espinhal, o
seu real papel em fenbmenos de nocicepgao e anti-nocicepgdo ainda é controverso
(Lawand et al., 1997; Urban et al., 1999; Dolan et al., 2000; Davis et al., 2001,
Sekiguchi et al., 2004).

O NO é um importante mediador dos processos inflamatérios 6steo-
articulares. Foi observado, por exemplo, um aumento de sua concentragdo em
resposta a injecdo de Zy em uma grande variedade de modelos animais (Cuzzocrea
et al., 1997; Paya et al., 1997; Setoquchi et al., 1996), bem como a sua reducéo pela
administracéo dos inibidores do NO (Paya et al., 1997).

No entanto, ainda é bastante controversa a atuacdo do NO na modulagéo da

dor em diferentes modelos experimentais.

2.3. Oxido nitrico (NO)

O reconhecimento do Oxido nitrico (NO) como sendo o previamente
demonstrado fator de relaxamento derivado do endotélio (FRDE) marcou uma fase
de novos estudos a respeito dos mecanismos envolvidos em diversos eventos
biol6gicos, como a pressédo arterial e a inflamacao.

O NO é um radical livre gasoso produzido a partir da arginina catalisada pela

enzima oOxido nitrico sintase (NOS) (Figura 2) (Moncada et al., 1990).
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Figura 2. Regulagdo da guanilato ciclase solivel no musculo liso pelo NO formado no endotélio
adjacente (Knowles et al., 1989).

Essa reacdo tem também como produto L-citrulina e necessita da
participacdo de cofatores como o NADPH e FAD (Knowles et al., 1989). Essa
conversao € estereoespecifica, pois D-arginina nao funciona como substrato para a
producdo de NO. Uma vez produzido, a maioria das acbes do NO se devem a
ativacdo da guanilato ciclase, resultando na formagdo do segundo mensageiro
intracelular GMPc (Murad et al., 1990; Ignarro, 1991).

Uma grande variedade de células é capaz de produzir NO, dentre as quais se
destacam células endoteliais, neutrdfilos (Rees et al., 1990; McCall et al., 1991),
macrofagos (Stuehr e Marletta, 1987) sinoviocitos e condroécitos (Stefanovic-Racic et
al., 1994; Stichtenoth et al., 1995). Com relacdo aos ultimos tipos celulares, foi
demonstrado que o NO derivado dos condrécitos contribui de forma significante para
a guantidade total de NO produzido na cavidade articular durante artropatias

inflamatorias (Stefanovic-Racic et al., 1993).
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Foram descritas trés isoformas da NOS, a saber: NOS endotelial (NOS1) e
neuronal (NOS3), ambas expressas constitutivamente (NOSc), e a NOS2 (NOS
induzida-NOSI), que tem sido detectada em algumas células apds exposicdo a
agentes inflamatérios (Fukuto e Chaudhuri, 1995).

As isoformas constitutivas levam a producédo de pequenas quantidades de NO
(picomoles), por curtos periodos de tempo, séo calcio-calmodulina-NADPH
dependentes e estdo presentes no endotélio vascular, plaquetas e cérebro. Além
disso, essas isoformas estédo envolvidas primariamente na modulacdo de processos
fisioldgicos associados a homeostase, tais como, relaxamento vascular, agregacao
plaquetéria, regulacdo da pressdo sanguinea e neurotransmissao. Por outro lado, a
NOS2 pode ter sua expressdo induzida em uma grande variedade de células,
incluindo macroéfagos, células endoteliais, hepatécitos e células da glia, por
estimulos inflamatérios como citocinas (IL-1, IL-2, TNF-a) e LPS, produzindo
grandes quantidades de NO (nanomoles), por longos periodos de tempo. Essa
isoforma € calcio independente e sua expressao € inibida por algumas citocinas (IL-
4, IL-8, IL-10) (Oswald et al., 1992; McCall et al., 1991) e glicocorticéides (GC)
(Kengatharan et al., 1996).

A inibicdo da NOSi pode explicar alguns dos efeitos benéficos dos GC sobre
0 choque séptico, asma e artrite reumatoide, em que a liberacdo excessiva de NO
pode ser responsavel pela vasodilatacdo e dano tissular (Moncada et al., 1991). A
rigor, considera-se que o NO gerado apos a inducdo da NOSi esta envolvido em
fendbmenos fisiopatolégicos (Moncada et al., 1991). Dados da literatura também
demonstram que as atividades tumoricida e microbicida dos macrofagos séo
dependentes da geracao de grandes quantidades de NO nessas células pela NOSi
(Moncada et al., 1991).

Devido ao fato de ser um radical livre gasoso, o NO tem uma meia-vida de
poucos segundos nos fluidos biolégicos, sendo metabolizado, por oxidacao, a nitrito
(NO?), que é rapidamente metabolizado a nitrato (NO™®), e excretado na urina
(Cedergvist et al., 1994; Grabowski et al., 1996).

Embora o NO esteja envolvido na regulacdo de varios processos fisiologicos,
sua liberacdo em excesso tem sido associada a muitos eventos patoldgicos, tais
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como choque séptico (Thiemermann e Vane, 1990), doencas neurodegenerativas
(Jenner e Olanow, 1996) e inflamatérias como a artrite reumatéide (Palmer et al.,
1993; Stefanovic-Racic et al., 1994). A principio, foi proposto que niveis elevados do
NO estariam associados a dano tecidual nessas patologias. Dessa forma, agentes
gue modulem a atividade do NO, em particular aqueles que reduzem sua producao

a partir da NOSI, poderiam ser de consideravel valor terapéutico.

Vale salientar que devido a sua curta meia-vida, a deteccdo do NO em
sistemas in vivo é dificil de ser alcancada. Assim, uma forma de se estudar o
envolvimento do NO em processos patolégicos € através da utilizacdo de
substancias capazes de produzir NO exdgeno ou através de inibidores de sua

sintese.

Os analogos estruturais da L-arginina, que atuam como falsos substratos
enzimaticos ocupando os sitios de ligagdo entre L-arginina e a NOS, sdo os agentes
mais comumente utilizados para inibir a produgcdo de NO. O primeiro inibidor
descrito, N®-momometil-L-arginina (L-NMMA), ativo por via oral, tem sido usado para
identificar muitas acdes fisiologicas do NO e para investigar seu papel em processos
fisiopatoldgicos (Palmer et al., 1988; Moncada et al., 1989).

Demonstrou-se que, no modelo de artrite induzida por streptococos, L-NMMA
inibiu 0 acumulo de neutrofilos e a producdo de NO no fluido sinovial (McCartney-
Francis et al., 2001). Outros andlogos da L-arginina tém sido descritos como
inibidores da geracdo de NO, a saber: L-NIO (L®-iminoetil-L-ornitina), L-NA (N“-nitro-
L-arginina) e seu metil-éster L-NAME (N“-nitro-L-arginina metil éster), sendo este
ultimo ativo por via oral (Gardiner et al., 1990).

No modelo de artrite por adjuvante, o tratamento com L-NAME inibiu, de
forma dose-dependente, a perda de peso corporal, a proliferacdo de células T e os
niveis de nitrito/nitrato no lavado articular (lalenti et al., 1993). Nesse mesmo
modelo, L-NAME (30 mg/kg; ip) apresentou efeitos antiinflamatérios semelhantes ao
diclofenaco sdédico, sugerindo que esse composto pode ser considerado um agente
antiinflamatorio (Oyanagui, 1994). Nesse sentido, foi sugerido que os inibidores da
NOS, administrados sistemicamente, inibem a NOS1 (endotelial), resultando em
vasoconstricao, seguido por reducao do fluxo sanguineo para os sitios inflamatérios.
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Essa seqUéncia de eventos pode resultar na reducdo da migracdo celular, sendo
essa Ultima observacédo interpretada como efeito antiinflamatoério dos inibidores da
NOS (Paul-Clark et al., 2001).

Embora os analogos estruturais da L-arginina sejam potentes inibidores da
NOS, em geral mostram pouca seletividade para as isoformas da NOS (Rees et al.,
1990b). Entretanto, foi demonstrado que L-NA e L-NAME inibem preferencialmente

as isoformas constitutivas (Gross et al., 1990).

Além dos inibidores pouco seletivos das NOS, existem ainda compostos
como o N-(3-(Aminometil) benzil) acetamidina (1400W) e o 7-nitroindazole (7-NIL),
que foram demonstrados como capazes de inibir de forma seletiva a NOSi (Garvey
et al., 1997) e a NOS3 (Ayajiki et al., 1993).

De fato, o tratamento com 1400W reduziu, de forma dose-dependente, o dano
vascular induzido por LPS associado com indug¢do da NOSi em varios tecidos de
ratos (Garvey et al., 1997). Foi demonstrado que todos os inibidores da NOS;i,
considerados seletivos, incluindo aminoguanidina, L-NIO e isotiouréias, sao cerca de
30 vezes mais potentes sobre a NOSI, quando comparado com a NOS1 (Wolff e
Lubeskie, 1995; Connor et al., 1995; Nakane et al., 1995), enquanto que o 1400W é
cerca de 5000 vezes mais potente contra a NOSi humana, quando comparado com
a NOS1 (Garvey et al., 1997). De fato, o 1400W é um inibidor relativamente
ineficiente e reversivel da NOS1 e 3.

O 7-NIL tem sido considerado um inibidor seletivo da NOS3 e a sua
utilizacdo no tratamento de ratos com artrite por adjuvante reduziu a inflamacao
articular, sugerindo um papel da NOS3 nesse modelo de artrite (Pozza et al., 1998).
Ademais, o 7-NIL apresenta acdes anti-nociceptivas e reduz os disturbios do
comportamento associado com o fendmeno de retirada dos opidides (Babbedge et
al., 1993). Aléem disso, os derivados imidazol (trimetilfenilfluoroimidazol), outra
categoria de inibidores da NOS, possuem potente atividade anti-NOS3, semelhante
ao observado com o 7-NIL.

Em resumo, o desenvolvimento de novos compostos que apresentem acgao
seletiva para NOSi ou NOSc pode representar uma importante ferramenta para o

estudo das ac0es fisiologicas e patologicas do NO nos varios tecidos, permitindo
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distinguir a participagcdo de cada uma das isoformas nos diferentes eventos

estudados.

Além disso, recentes estudos in vitro e in vivo sugerem que citocinas pro-
inflamatdrias, particularmente TNF-o, induzem a expressdo da NOSI, levando a
formacdo de grandes quantidades de NO durante eventos fisiopatoldgicos (Adams
et al., 2002; Sugamori et al., 2002; Howe et al., 2002; Cho e Chae, 2002). De fato,
em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, observou-se uma relacao
positiva entre as concentracdes plasmaticas de nitrito/nitrato e as concentracdes de
TNF-a (Sugamori et al., 2002). Esses autores também demonstraram que TNF-a
participa na producédo local e sisttmica de NO. Ainda, foi sugerido que TNF-o
contribui para a sinovite na AR, uma vez que a inflamagéo sinovial foi exacerbada
pela administracdo de TNF-a (Matsuno et al., 2002). Estudos anteriores também
detectaram TNF no soro e liquido sinovial de pacientes com AR (Tetta et al., 1990;
Barrera et al., 1993). Desta forma, considerando-se o envolvimento de TNF-a na
fisiopatologia de varias doencas inflamatorias, tem sido sugerido, atualmente, 0 uso
de agentes anti-TNF-o para o tratamento de artropatias inflamatorias (Moreland e
Misischia, 2002; Maini e Feldmann, 2002; Kalden, 2002; Lorenz e Kalden, 2002).
Dentre os antagonistas de TNF-a, uma versado dimerizada do receptor soltvel do
TNF (Etanercept) e um anticorpo monoclonal anti-TNF-a (Infliximab) foram
aprovados para o tratamento da AR, a partir de resultados obtidos em ensaios
clinicos (Criscione e Clair, 2002; Keating e Perry, 2002). Alguns autores
demonstraram que o0 uso desses agentes em pacientes com AR reduziu 0s sinais e
sintomas da doenca, melhorou a funcao fisica e retardou a progressdo da lesdo
estrutural (Keating e Perry, 2002). Também foi demonstrado o efeito protetor do
tratamento com anticorpo anti-TNF ou com o receptor solavel recombinante de TNF
(que bloqueia a agdo do TNF) sobre a artrite induzida por colageno em
camundongos (Piguet et al., 1992; Williams et al., 1992). Além disso, também foram
mostrados os efeitos antiinflamatorios de um inibidor da enzima conversora de TNF-
o em modelos experimentais de artrite (Tsuji et al., 2002). Desta forma, a descoberta
desses agentes (anti-TNF-a) representa uma nova era da terapéutica da AR e o

estudo dos mecanismos desta citocina em artropatias inflamatorias pode contribuir
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para melhor compreensdo da fisiopatologia da AR e busca de alternativas

terapéuticas que possam alterar o curso evolutivo dessa doenca.

2.3.1 Oxido nitrico e artrite

Tem sido largamente demonstrado que o NO participa dos eventos
fisiopatoldgicos da artrite através da deteccao de nitrito/nitrato no liquido sinovial de
pacientes com AR (Farrel et al., 1992; Stichtenoth et al., 1995; Ueki et al., 1996).
Entretanto, a importancia do NO nesse processo ainda carece de estudos mais
aprofundados, uma vez que diferentes tipos celulares que estdo presentes na
sinovite, incluindo macréfagos, neutroéfilos, sinoviécitos, fibroblastos e células
endoteliais, podem liberar NO (Stuehr e Marletta, 1987, McCall et al., 1991,
Stefanovi-Racic et al., 1994; Stichtennoth et al., 1995).

No modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos, foi observada elevada
geracdo de nitrito por macréfagos coletados da cavidade peritoneal (lalenti et al.,
1993) e que a excrecdo urinaria de nitrato aumentou com a progressao da doenca
(Stichtenoth e Frolich, 1998). O tratamento desses animais com L-NAME reduziu a
excrecao urinaria de nitrato na mesma extensao que a dexametasona (lalenti et al.,
1993). O envolvimento da via L-arginina-NO nesse modelo foi sugerido pela
observacdo de que L-arginina exacerba o edema de pata e a perda de peso,
enquanto que L-NAME inibe essas alteracbes e D-arginina ndao afeta a doenca
(lalenti et al., 1993). Ademais, a aminoguanidina ou o L-NIL reduziu os niveis
plasmaticos de nitrito nesse modelo de artrite (Connor et al., 1995). Na artrite
induzida por parede de Streptococcus, foi demonstrado aumento da expresséo da
NOSi e producdo de NO no tecido sinovial dos animais submetidos a artrite. A
administragao de L-NMMA inibiu a liberagdo de NO, o edema e o infiltrado celular
inflamatorio que se observa nas articulacfes desses animais (McCartney-Francis et
al., 1993). Na artrite induzida por coldgeno em ratos, observou-se producao
aumentada de NO, através do aumento da excrecdo urinaria de nitrato e da
expressao da NOSi nos tecidos sinoviais (Cannon et al., 1996). O tratamento com
aminoguanidina ou L-NIL inibiu a producdo de NO nesse modelo de artrite (Vermeire

et al., 2000). Além da importancia das interacdes do NO com os diferentes
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mediadores inflamatérios que estdo envolvidos em doencas reumaticas, o NO pode
interferir com os mecanismos de reabsorcdo 6ssea em artropatias inflamatérias
como a AR e osteoporose. Foi sugerido que a reabsor¢cdo 0ssea observada nesses
processos pode ser associada a liberacdo de NO por osteoclastos induzida por
citocinas. De fato, foi demonstrado que citocinas (IL-1 e TNF) estimulam a
reabsorcao e suprimem a formacédo éssea (Ralston et al., 1995; Van't Hof e Ralston,
1997) e que a producdo aumentada de NO, mediada por essas citocinas, potencia
os efeitos de IL-1 e TNF sobre a atividade de osteoclastos e osteoblastos in vitro
(Ralston et al., 1995; MacPherson et al., 1999). Por outro lado, foi demonstrado que
o NO é capaz de inibir a funcdo de osteoclastos por um mecanismo independente
de GMPc e diferente do efeito da calcitonina (Maclintyre et al., 1991). Ademais, no
modelo de osteoporose inflamatéria em ratos, L-NMMA reduziu a perda 0ssea e as
anormalidades observadas no turnover 6sseo, sugerindo que os inibidores da NOS
podem ter um papel terapéutico na prevencdo da perda 6ssea associada com
doencas inflamatérias como a AR (Armour et al., 1999). Curiosamente, outros
autores mostraram que L-NAME inibiu a formacdo 6ssea sob condi¢cdes de
sobrecarga mecanica, ndo associada a inflamacdo. Esse achado sugere que
grandes quantidades de NO, como se observa durante a resposta inflamatoria,
potencializam a perda 0ssea, enquanto que a producgdo constitutiva de NO parece
proteger da perda 6ssea (Turner et al., 1996).

Ainda nao esta claro se a participacdo do NO na artrite € de natureza pré ou
antiinflamatadria. Os possiveis efeitos pro-inflamatérios do NO incluem aumento da
permeabilidade vascular nos sitios inflamatérios, geragdo de radicais livres
associados com dano tissular, como peroxinitrito e radicais hidroxil (Lander et al.,
1993), inducéo da ciclooxigenase, geracdo de citocinas inflamatérias (Mclnnes et al.,
1996; Lander et al., 1993), ativacdo de metaloproteinases de matriz e inducdo de
apoptose em condrécitos (Blanco et al., 1995). Esses achados estabelecem um
papel crucial do NO como um potente mediador inflamatério. Por outro lado, o NO
inibe a sintese de DNA nas células T, associada com o acumulo intracelular de
GMPc, o que pode explicar a supressao da funcao das células T em pacientes com
AR (Merryman et al., 1993). Nesse aspecto, tem-se apontado que o NO também
pode exercer efeitos antiinflamatérios que contribuem para modificar o curso da AR
(Murrel et al., 1996).
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Uma consequéncia da liberacdo dos mediadores inflamatorios durante o
curso da inflamacdo € a modulacdo do limiar e sensibilidade dos nociceptores,
levando a dor inflamatéria. O NO parece estar envolvido neste processo, embora
ainda n&o esteja claro se 0 mesmo aumenta ou diminui o limiar da dor. Certos
agentes que estimulam a formacdo de GMPc através da ativacdo da guanilato
ciclase, como o0s nitrovasodilatadores, diminuem a atividade funcional dos
nociceptores (Duarte et al., 1992). Foi demonstrado que o efeito antinociceptivo
periférico da morfina em ratos pode se dar via ativacdo de GMPc (Ferreira et al.,
1996). No modelo de hiperalgesia por formalina na pata de camundongos, a
administracdo de L-arginina, mas ndo D-arginina, aumentou a resposta nociceptiva a
este agente nocivo. Ainda, L-NAME, mas nd&o D-NAME, causou um efeito
antinociceptivo dose-dependente no mesmo modelo (Kawabata et al., 1994). De
forma semelhante, a nocicepc¢ao induzida pela injecdo de formalina na pata de ratos
€ potencializada pela administracdo intraventricular de doadores do NO (Haley et al.,
1992). Esses achados sugerem a participacdo do NO na mediagdo dos fenbmenos
algicos da inflamacgédo, sugerindo um possivel papel dos inibidores da NOS na
reducdo da dor inflamatoria. Entretanto, a confirmacdo do efeito analgésico ou
nociceptor do NO ainda carece de investigacdes adicionais.

Estudos eletrofisioldgicos, por exemplo, demonstraram que a administracdo
intravenosa (i.v) de L-NAME reduz a resposta motora reflexa ao estimulo nociceptivo
térmico de forma semelhante em patas normais e inflamadas com 6leo de mustarda
e reverte a resposta motora reflexa em patas inflamadas por carragenina, mas nao
em patas normais (Semos e Headley, 1994). Ainda, o inibidor da NOS, N°-
monometil - L-arginina (LNMMA), impediu tanto a indugéo quanto a manutencdo da
hiperalgesia mecéanica induzida pela administracdo intradérmica (i.d) de
prostaglandina E, (PGE,) (Alley et al., 1998).

Foi também observado que a administracdo i.d. de L-arginina ou de 3-4-
morphino-sydnonimina (SIN-1), um doador de NO, produzem hiperalgesia mecanica
(Alley et al., 1998). Outros relatos demonstram que a injecdo i.p de peroxinitrito,
metabolito do NO, ndo altera a resposta a estimulos mecéanicos (Ridger et al., 1997)
e que a administracao i.t. de L-NAME nao reverte a hiperalgesia mecanica induzida
por carragenina (Meller et al., 1994). Esses resultados demonstram que o papel do

NO na nocicepcao ainda carece de maiores investigacoes.
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De fato, a importancia do NO na resposta inflamatdoria em diferentes modelos
de artrite tem sido amplamente relatada. No entanto ha, ainda, uma grande
diversidade de resultados controversos. Foi demonstrado, por exemplo, que o
tratamento diario com L-NMMA i.v inibiu o desenvolvimento da inflamacdo da pata
nas fases aguda e cronica da poliartrite induzida por peptideoglicano/polissacarideo,
bem como a producdo de nitrato por células mononucleares do sangue periférico
(McCartney-Francis et al.,, 1993). Outros tém demonstrado que L-NMMA
(Stefanovic-Racic et al., 1995), além de inibir seletivamente a NOS indutiva (NOSI),
expressa durante a inflamacéo, atenua o desenvolvimento da inflamacdo da pata
guando administrado de forma profilatica (Connor et al., 1995), mas ndo de forma
terapéutica (Fletcher et al., 1998; McCartney-Francis et al., 2001) em modelo de

artrite induzida por adjuvante em ratos.

Na artrite induzida por zymosan em ratos, foi observado que o tratamento
profilatico, mas ndo o terapéutico, com L-NAME ou aminoguanidina, inibiu a
incapacitagdo articular presente no modelo quando administrados de forma
sistémica ou local. O mesmo foi observado com o tratamento profilatico com 1400W,
inibidor seletivo da NOSi, quando administrado por via i.a (Rocha et al., 2002). Neste
mesmo modelo, foi ainda observado que o tratamento i.a com doadores de NO, SIN-
1 ou nitroprussiato de sodio (NPS), inibiu a incapacitagdo articular quando

administrados terapeuticamente. (Rocha et al., 2002).

No modelo de dor neuropatica induzida pela ligadura crénica do nervo ciatico
em ratos, por exemplo, a administracdo intratecal (i.t) de baixas doses de SIN-1
reduziu alodinia mecanica, enquanto que altas doses ndo apresentaram efeito ou
aumentaram a resposta nociceptiva. Nesse estudo, foi também observado que a
administracéo i.t. de 1H-[1, 2,3]Joxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor da
guanilato solavel, ou de hemoglobina, “scavenger” de NO, reverteu o efeito
antinociceptivo de baixas doses de SIN-1, além de ter reduzido seu efeito
nociceptivo em altas doses (Sousa e Prado, 2001). Ainda nesse estudo, foi
observado que o uso de um analogo da guanilato ciclase, 8-Bromo-GMP, ou de
inibidores da NOS, L-NOARG ou L-NMMA, reduziu a alodinia mecanica nos ratos
com dor neuropética. Esses efeitos foram inibidos pelo tratamento prévio com ODQ.
Tais resultados sugerem que SIN-1 e inibidores da NOS reduzem a dor no modelo
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utilizado através de um mecanismo espinhal que envolve a ativacdo da guanilato
ciclase. Além disso, os possiveis efeitos do SIN-1 dependem da dose utilizada e do

modelo estudado (Sousa e Prado, 2001).

Ha ainda estudos que relatam o envolvimento dos receptores NMDA nos
mecanismos espinhais que modulam a hiperalgesia térmica. Acredita-se que a
participacdo desses receptores € mediada através da producdo de NO, havendo,
portanto, uma relagéo proxima entre o NO e os receptores NMDA na modulacédo da

sensacdao dolorosa (Meller e Gebhart, 1993).

Estudos sugerem que o uso de diferentes antagonistas do receptor de NMDA
suprime a sensibilizacdo central em modelos animais e ha varias demonstracfes de
sua eficacia também em humanos (Eide et al., 1994; Eisenberg e Pud, 1994).
Algumas das drogas capazes de inibir o receptor de NMDA, como a ketamina, tém
seu uso limitado devido a seus efeitos psicomiméticos, enquanto outros farmacos,
como o dextrometorfano, apresentam bons resultados (Bennett, 2000).

Estudos experimentais também revelam que a hiperalgesia associada com
tolerancia narcética pode ser revertida pelo tratamento com MK-801, outro
antagonista do receptor de NMDA, indicando que os receptores de NMDA sao
importantes também para a expresséo da hiperalgesia térmica em ratos tolerantes a
morfina (Mao et al., 1994). Dessa forma, ficou entdo determinado que o0s
mecanismos que envolvem este tipo de tolerancia interagem diretamente com a
sensibilidade dolorosa, incluindo a ativagcdo dos receptores de NMDA mediada por
glutamato, auxiliando no estabelecimento de novas terapias utilizando analgésicos
opidides com a administracdo adjuvante de antagonistas dos receptores de NMDA
(Bennett, 2000; Price et al., 2000).

Embora exista uma grande quantidade de estudos avaliando os mecanismos
e mediadores envolvidos nos diferentes modelos de dor, ainda h4 muito que se
esclarecer no que se refere ao envolvimento de componentes do sistema nervoso
central na modulacdo da dor periférica. Este fato se torna particularmente importante

no papel do NO na modulacao da dor inflamatoria.
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3 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Com base no exposto, embora existam controvérsias sobre o efeito do NO na
modulacdo de hiperalgesia, como agente pré ou anti-nociceptivo, esta definido que
esse mediador modula esse fenbmeno. No entanto, a repercussao ao nivel do
sistema nervoso central da hiperalgesia inflamatéria ainda carece de investigacoes.
Usando o modelo de artrite induzida por zymosan (AZy) em ratos, n0SS0s objetivos
séo:

1) Investigar a repercussdo em nivel central da dor inflamatéria articular na

fase aguda da AZy;

2) Analisar o efeito da modulacdo dos niveis de NO no SNC sobre a
hipernocicepcao na fase aguda da AZy, por meio da administracdo de doadores de

NO e inibidores da NO sintase;

3) Analisar o efeito da modulacéo central da guanilato ciclase soluvel sobre a
hipernocicepcdo na fase aguda da AZy, por meio da administracao intratecal de

anélogos ou de inibidores da GMPc;

4) Analisar o efeito da administracao intratecal de um antagonista de NMDA

na fase aguda da AZy.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 234 ratos Wistar machos (Ratus norvegicus), pesando entre
200 e 230 gramas, fornecidos pelo biotério central do Campus do Pici-UFC que
permaneceram no biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
em condi¢des controladas de temperatura (21°C), sob um ciclo de claro/escuro de
12/12 horas, com livre acesso a agua e alimentacdo, até serem utilizados nos
experimentos. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o niamero e o
sofrimento dos animais utilizados. Além disso, todos os procedimentos foram
realizados seguindo as diretrizes preconizadas pelo Manual sobre Cuidados e
Uso de Animais de Laboratério (National Research Council, 2003) e as
recomendacgfBes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O
projeto cientifico deste trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Cearda, recebendo o n°
05/03.

4.2 Solucdes, drogas e reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades
analiticas adequadas e as drogas utilizadas foram: Cloral Hidratado (REAGEN -
Brasil); N“-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), 1H -[1,2,4] Oxadiazol [4,3-a]
quinoxalin - 1 - um (ODQ), Zymosan A, 3-Morfolinosidnonimina (SIN-1), 7-
Nitroindazole (7-NIL) (SIGMA St. Louis, MO., USA); maleato de dizocilpina (MK-
801), N - [[3 - (aminoetil) fenil] metil] - etanimidamida dihidroclorida (1400 W), 8-
Bromo - Guanosina 3,5 - Monofosfato ciclica (8-Bromo-GMPc) (CAYMAN
CHEMICAL Co., USA).
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4.3 Protocolo experimental

Seguindo o desenho experimental ilustrado na figura 3, grupos de animais
eram submetidos a inducdo da artrite por zymosan (AZy) e ao procedimento
cirdrgico (detalhado a seguir), para colocacdo de uma canula no espaco

subaracnoideo, para administracdo de compostos por via intratecal.

EZy Canulacéo
Intratecal
Canulagéo ‘ Pré-tratamento‘
Intratecal
P6s-tratamento EZy
TSP
| \ | \ | | |
| | | | | |
1h 2h 3h 4h 5h 6h

Sacrificio

Figura 3 - Esquema ilustrativo do protocolo experimental utilizado no estudo da modulacdo central na
artrite induzida por zymosan em ratos.

4.4 Inducédo da artrite por zymosan (AZy)

Os ratos eram submetidos, sob leve anestesia com éter etilico, a inducdo da
AZy através da injecdo intra-articular, no joelho direito, de 1 mg de zymosan
diluido em 50 pL de solucédo salina estéril, apirogénica (Keystone et al., 1977). Os
animais eram sacrificados, sob anestesia (cloral hidratado 400mg/kg; i.p), por
exsanguinacdo, em diferentes intervalos de tempo. O grupo controle recebia

apenas injecao intra-articular de solucéo salina no joelho direito.
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4.5 Administracéo de farmacos

A técnica para administracdo intratecal foi realizada como descrito
anteriormente (Sousa e Prado, 2001), com pequenas modificagdes, descritas a
seguir: era realizada, sob anestesia, uma incisdo cutanea, longitudinal, ao longo
da linha intervertebral, ao nivel da regido lombar dos animais, deixando o plano
muscular intacto. Em seguida, uma agulha de 7 cm, de ponta curva e romba (1
mm de didmetro externo) era inserida perpendicularmente a coluna vertebral,
entre 0s processos espinhosos das vértebras L5 e L6, posicionando-se o bisel na
direcéo rostral do animal (Figura 4). A localizacao correta da agulha no espaco
subaracnoideo era confirmada pelo aparecimento de um movimento reflexo lateral
da cauda do animal. Posteriormente, um cateter de polietileno (PE-10 — Becton-
Dickinson®) de 10 cm de comprimento, contendo um mandril de aco de 100 pum
de didametro, era inserido por 2 cm, lentamente, através da agulha, na direcdo
rostral, a partir do seu extremo. ApOs esse procedimento, o mandril e, em
seguida, a agulha, eram retirados. O cateter remanescente era entéo
prontamente fixado a musculatura por sutura. As substancias eram administradas
em um volume total de 10 pL, através de uma microseringa Hamilton® acoplada
ao cateter intratecal por meio de um conector também de polietileno (PE-50 —
Becton-Dickinson®). Apds a administracdo das drogas, o cateter era retirado e a
sintese da pele era feita com fio de nylon (3-0). Todas as etapas eram realizadas

sob leve anestesia com éter.

3 fﬁf'ﬁ

Figura 4 - Esquema ilustrativo do sitio de inser¢éo da agulha através do espaco intervertebral entre
L5 e L6 e da localizag&o do cateter de polietileno para administragdo intratecal.



55

4.6 Avaliacéo da incapacitacéao articular (1A)

O teste de incapacitacdo articular foi padronizado por Tonussi e Ferreira
(1992) e modificado em nosso laboratério. Os animais eram postos para
deambular em um cilindro metélico (30 cm x 50 cm) que gira a 3 rpm. Sapatilhas
metalicas eram adaptadas, 30 min antes do inicio do teste, em ambas as patas
traseiras dos animais. A sapatilha da pata direita, local da injecdo de Zy, era
conectada a um circuito de aquisi¢éo de dados. O Tempo de Suspensao da Pata
(TSP) era tomado como o tempo que o animal deambula sem tocar o cilindro,
durante um periodo de 60 segundos, o qual é diretamente proporcional a IA. Os
animais eram submetidos a medidas horarias sucessivas, durante 6 horas
(Figura b).

Figura 5 - Fotografia do sistema utilizado para o teste de incapacitacdo articular do Laboratério de
Investigacdo em Osteoartropatias - Departamento de Medicina Clinica - Faculdade de Medicina —
Universidade Federal do Ceara.

4.7 Coleta do liquor

Os animais eram anestesiados (Cloral Hidratado — 400 mg/kg, i.p), fixados em
um aparelho para esterotaxia e posicionados com a cabeca flexionada, permitindo a
exposicao da protuberancia occipital. Em seguida, era realizada uma incisdo na
pele, no sentido longitudinal, caudal a referida protuberancia. O plano muscular era
divulsionado e a membrana atlanto-occipital exposta. A coleta de liquor era entdo
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realizada por puncdo aspirativa da cisterna magna, utilizando-se uma agulha
hipodérmica (25 x 7 mm) acoplada a uma céanula de polietiieno (PE-50 — Becton-

Dickinson®).

4.8 Coleta do lavado articular

Os animais eram sacrificados, sob anestesia (Cloral Hidrato — 400 mg/kg, i.p),
por exsanguinacao. A seguir, a lavagem das articulacdes era realizada fazendo-se
duas injecdes de 0,2 mL de salina estéril apirogénica, contendo 5Ul/mL de heparina,
na cavidade articular. O lavado sinovial era entdo coletado por aspiragao e mantido
em banho de gelo para posterior processamento.

4.9 Determinacao da producéo de 6xido nitrico (NO)

A producdo de NO no lavado articular e no liquor foi determinada através da
quantificacdo dos niveis de nitrato e nitrito, NO,/NOg’, utilizando-se o0 método de
Griess (Granger et al., 1996). Os niveis totais de NO,/NO3 eram determinados com
o0 NO3z™ nas amostras (0,08 mL) convertido a NO;,™ pela incubacéo de 0,01 mL de
nitrato redutase de espécies de Aspergillus (1 unidade/mL) e 0,01 mL de NADPH (1
mM) por 30 minutos a 37°C. Os niveis de NO, eram determinados por
espectrofotdmetro (540 nm), comparando a absorbancia de 0,1 mL da amostra apés
a adicdo de 0,1 mL do reagente de Griess (acido sulfanilico a 1%, N-lnatftil-
etilenodiamino 0,1% e acido fosforico a 5%) aquela dos padrdes de nitrito (1-100
uM). Todos os testes eram realizados em duplicata e os resultados expressos em

média + e.p.m. das concentracdes em uM.

4.10 Cinética dos niveis endbgenos de nitrato/nitrito

Para se investigar os niveis enddgenos de nitrato/nitrito, NO,/NO3, ao nivel

central e periférico na AZy, grupos de animais receberam inicialmente uma injecao
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intra-articular de zymosan no joelho direito, conforme item 5.4. Em seguida, 0s
animais eram sacrificados por exsanguinagcdo, sob anestesia (Hidrato de Cloral —
400 mg/kg, i.p), em diferentes intervalos de tempo (1h, 3h, 6h, 12h, ou 24h). O liquor
e o lavado articular foram coletados nesses intervalos de tempo para a detec¢do dos

niveis de nitrato/nitrito através do método de Griess, conforme descrito no item 4.9.

4.11 Modulagéo farmacologica

A modulacao farmacologica da dor periférica no modelo de artrite induzida por
zymosan em ratos foi realizada através da utilizacdo de compostos capazes de agir
sobre a via do Oxido nitrico. Para tanto, foram utilizadas duas estratégias de
tratamento: uma intervencdo 30 min antes da inducdo da artrite, chamada de
intervencao profilatica, e outra realizada 2 h apos a indugéo da artrite, chamada de
intervencdo terapéutica, conforme descrito no item 4.3. Grupos de animais
receberam tratamento com os veiculos utilizados para diferentes diluicbes e nao
houve comprometimento na capacidade de deambulacdo dos mesmos.

Assim, o protocolo experimental foi desenvolvido através da administracéo
intratecal de diferentes farmacos, descrito a seguir:

4.11.1 Doador de 6xido nitrico

i. SIN-1: diluido em solucao estéril apirogénica nas doses de 10, 20 40 ug/10pL (i.t),
2 h apoés (pbs-tratamento) a inducéo da AZy.

4.11.2 Inibidores da 6xido nitrico sintase

i. L-NAME: diluido em solucao salina estéril apirogénica na dose de 3 mg/10uL (i.t),
30 min antes (pré-tratamento) ou 2 h apos (pos-tratamento) a inducéo da AZy.

ii. 1400W: diluido em solucéo salina estéril apirogénica na dose de 0,1 pmol/10puL
(i.t), 30 min antes (pré-tratamento) ou 2 h apds (pds-tratamento) a inducédo da AZy.
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iii. 7-NIL: diluido em cremofor (3%) na dose de 1,1 umol/10uL (i.t), 30 min antes

(pré-tratamento) da inducao da AZy.

4.11.3 Inibidor da guanilato ciclase soluvel

i. ODQ: diluido em DMSO (1%) na dose de 4 pg/10 pL (i.t), 30 min antes (pré-
tratamento) ou 2 h apds (pos-tratamento) e a inducéo da AZy.

ii. ODQ: diluido em DMSO (1%) na dose de 4 pg/10 pL (i.t), 30 min apés o
tratamento com SIN-1 na dose de 40 ug/10uL i.t o qual foi administrado 2 h ap6s
(pGs-tratamento) a inducdo da AZy.

iii. ODQ: diluido em DMSO (1%) na dose de 4 pg/50 pL (i.a), 30 min apdés o
tratamento com SIN-1 na dose de 40 ug/10uL i.t, o qual foi administrado 2 h apoés

(pOs-tratamento) a inducéo da AZy.

4.11.4 Analogo da guanosina 3',5" monofostasfo ciclica (GMPy)

i. 8-BROMO-GMPc¢: diluido em solucdo salina estéril apirogénica na dose de 10

pg/10 pL (i.t), 2 h apos (pos-tratamento) a inducao da AZy.

4.11.5 Antagonista do receptor de NMDA

i. MK-801: diluido em solugéo salina estéril apirogénica na dose de 4ug/10pL (i.t),
30 min antes (pré-tratamento) ou 2 h apds (pos-tratamento) a inducdo da AZy.

ii. MK-801: diluido em solucédo salina estéril apirogénica na dose de 4ug/10uL (i.t),
30 min apés o tratamento com SIN-1 na dose de 40 ug/10uL i.t, o qual foi

administrado 2 h apos (pos-tratamento) a inducao da AZy.
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4.12 Anélise estatistica

Para comparacfes mdultiplas entre médias foi usada a andlise de variancia
univariada (ANOVA), seguido de teste de Tukey, adotando-se o nivel de

significancia de 5% (p<0,05). Os resultados eram expressos como média + e.p.m.
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5 RESULTADOS

5.1. Efeito da canulagéo intratecal sobre a medida da hipernocicep¢cao na

artrite induzida por zymosan (AZy) em ratos

5.1.1. Incapacitacdo articular (1A) na AZy — efeito da canulacéo intratecal.

A injecdo intra-articular (i.a.) de zymosan (Zy) (1mg) produziu aumento
significante (p<0,05) no tempo (s) de suspensao da pata (TSP) (23,93+0,67) (grupo
nao-tratado-NT), em relagdo ao grupo controle (C) (7,731£0,41), sendo maximo entre
a 3% e 4% hora da AZy. Ainda, os animais que foram submetidos a colocacdo da
canula, seguido de administracdo intratecal (i.t) de salina e injecéo i.a. de Zy, nao
apresentaram diferenca (p>0,05) no TSP (23,82+0,67) quando comparados com 0
grupo NT. O TSP dos animais do grupo sham (10,84+1,14) foi semelhante ao do
grupo controle (C) (Fig.6).
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Figura 6 - Tempo de suspensao da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e a cirurgia para canulacéo
intratecal. A primeira coluna representa o grupo controle (C) que recebeu salina i.a. Os animais do
grupo Sham receberam salina i.a e foram submetidos ao stress cirdrgico. O grupo NT recebeu Zy i.a.
O grupo NTc recebeu Zy i.a e salina i.t. Os dados representam a média + EPM do TSP/segundo de 6
animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).
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5.1.2 Cinética das concentra¢des de nitrito no liquor e no lavado articular de ratos na

AZy.

a. A figura 7 mostra que os niveis de nitrito obtidos no liquor dos animais, apés a
inducdo da AZy, apresentam queda significante na 12 e 32 horas ap0s a injecao do
zymosan. Os valores de nitrito foram 14,2+24; 8,7+0,9%; 8,9+0,8*; 11,740,8;
11,4+1,3 e 13,9+0,8 para basal, 1, 3, 6, 12 e 24h, respectivamente, apds a injecao

do Zy (asterico representa p<0,05).
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Figura 7 - Concentracdo de NO,/NO3 (uM) no liquor de ratos submetidos & AZy. A primeira coluna
representa o grupo controle (C) e as demais colunas representam a cinética em diferentes intervalos
de tempo (1, 3, 6,12 e 24h) da concentracdo de nitrato/nitrito no liquor dos animais. Os dados
representam a média + EPM dos niveis de nitrito (umoles/l) de 6 animais por grupo. *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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b. A figura 8 representa os niveis de nitrito no lavado articular desses animais,
sendo de 6,02+0,75; 29,0+3,0*; 54,0+7,5*% 61,5+3,75* 12,62+1,78 e 15,66%4,99
para basal, 1, 3, 6, 12 e 24h, respectivamente, ap0s a inje¢cdo do Zy. Observa-se
aumento significante (p<0,05) dos niveis as 3 e 6 horas de artrite, em contraste com

a queda observada ao nivel do SNC (Fig. 7).
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Figura 8 - Concentracdo de NO,/NO3 (uM) no lavado articular de ratos submetidos a AZy. A primeira
coluna representa o grupo controle (C) e as demais colunas representam a cinética em diferentes
intervalos de tempo (1, 3, 6,12 e 24h) da concentracdo de nitrato/nitrito no lavado articular dos
animais. Os dados representam a média + EPM dos niveis de nitrito (umoles/l) de 6 animais por
grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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5.1.3 Cinética do tempo de suspensao da pata (TSP) de ratos na AZy.

A figura 9 mostra que o TSP dos animais, apés a inducédo da AZy, aumenta com o
desenvolvimento da artrite, ocorrendo pico de incapacitacdo articular, que
representa a dor no modelo, as 3 h e queda progressiva as 6 h da artrite. Os valores
do TSP foram 6,2+0,6; 11,1+0,6*; 27,6+0,8*; 16,1+0,7*; 9,5+0,7 e 7,5+0,7 para
basal, 1, 3, 6, 12 e 24h, respectivamente, ap0s a injecédo do Zy (asterico representa
p<0,05).
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Figura 9 — Cinética no tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy. Os animais do
grupo C receberam salina i.a. Os demais grupos receberam 50 uL de zymosan i.a. Os dados
representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao
grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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5.2. Modulagéo farmacologica

5.2.1 Efeito da administracdo de um doador de Oxido nitrico (SIN-1) na

hipernocicepcao da AZy.

A figura 10 mostra que a administracao intratecal de 10 pug de SIN-1,
feita 2 horas apds a injecdo do zymosan, inibiu de forma significante a IA (p<0,05).
Curiosamente, a administragdo de doses maiores (20 ou 40 ug) de SIN-1 aumentou

a lA, alcancando significancia estatistica na dose de 40 ug (p<0,05).
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Figura 10 - Tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados com um
doador de NO (SIN-1). Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Os demais grupos
receberam, respectivamente, 2 horas apds a AZy, SIN-1 10ug, 20ug ou 40ug i.t. Os dados
representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao
grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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5.2.2 Efeito da administracdo de inibidores da enzima oOxido nitrico sintase (NOS)

sobre a hipernocicepcao da AZy.

A administragéo intratecal do L-NAME quer realizada previamente (30 min) ou
2 horas ap6s a injecdo do zymosan, inibiu de forma significante (p<0,05) a
hipernocicepcdo, quando comparado a animais que receberam o veiculo. De
maneira similar, a administracao intratecal do composto 1400W, um inibidor seletivo
da INOS, tanto quando dado de forma profilatica (30 min antes) ou terapéutica (2
horas apds) a injecdo do zymosan, inibiu de forma significante (p<0,05) a
hipernocicepcao. Curiosamente, a administracdo profilatica (30 min antes da injecao
de zymosan) de 7-NIL por via intratecal, um inibidor seletivo da NOSn, induziu um
guadro convulsivo agudo nos animais que impediu a conclusdo deste experimento

(dados né&o apresentados) (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados,
profilaticamente, com inibidores da NOS. Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Os
demais grupos receberam, respectivamente, 30 minutos antes da AZy, L-NAME 3mg i.t ou 1400W 0,1
umol i.t. Os dados representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05
em relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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Figura 12 - Tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos & AZy e tratados,
terapeuticamente, com inibidores da NOS. Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Os
demais grupos receberam, respectivamente, 2 horas apés a AZy, L-NAME 3mg ou 1400W 0,1 umol
i.t. Os dados representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).

5.2.3. Efeito da administracdo de um inibidor da guanilato ciclase soltuvel, ODQ, na
hipernocicepcao da AZy.

A administracdo intratecal profilatica de 4ug de ODQ reduziu
significativamente (p<0,05) a IA. Entretanto, quando administrado apds a injecdo do
zymosan (intervencéo terapéutica), o ODQ levou ao aumento da IA, embora sem

alcancar significancia estatistica (Fig.13).
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Figura 13 - Tempo de suspensédo da pata (TSP) de ratos submetidos & AZy e tratados com um
inibidor da guanilato ciclase (ODQ). Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Os
demais grupos receberam ODQ 4pg/10ul i.t, 30 minutos antes da AZy ou 2 horas apds a AZy. Os
dados representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relagao
ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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5.2.4 Efeito do bloqueio da guanilato ciclase soluvel sobre a acdo do SIN-1 na

hipernocicepcao da AZy.

A administragédo ao nivel central (intratecal) de 4ug do ODQ, 30 minutos apoés
a injecao intratecal de 40 ug do SIN-1 (doador de NO), em ratos submetidos a artrite
por zymosan, inibiu significativamente (p<0,05) a IA (Fig.14). De maneira
semelhante, a administracdo ao nivel periférico (intra-articular) de 4ug do ODQ, 30
minutos apos a injecao intratecal de 40 pug do SIN-1, em ratos submetidos a artrite
por zymosan, também inibiu a 1A, de forma significante (p<0,05). Esses resultados

estao ilustrados na figura 15.
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Figura 14 - Tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados com um
inibidor da guanilato ciclase (ODQ) associado ao tratamento terapéutico com SIN-1. Os animais do
grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Um grupo de animais recebeu SIN-1 i.t e salina i.a. Um grupo
recebeu apenas ODQ 4ug/10ul i.t, 2 horas apos a AZy; outro grupo foi previamente tratado, 1lhora e
30 minutos depois da AZy, com SIN-1 40ug i.t, e em seguida, 2 horas apés a AZy recebeu, também
por via intratecal, ODQ 4ug/10ul. Os dados representam a média + EPM do TSP em segundo de 6
animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).
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Figura 15 - Tempo de suspenséo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados com um
inibidor da guanilato ciclase (ODQ) associado ao tratamento terapéutico com SIN-1. Os animais do
grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Um grupo recebeu apenas ODQ 4ug/10ul i.t, 2 horas apés a
AZy; outro grupo foi previamente tratado, 1hora e 30 minutos depois da AZy, com SIN-1 40ug i.t, e
em seguida, 2 horas ap0s a AZy, recebeu por via intra-articular ODQ 4ug/50ul. Os dados
representam a média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao
grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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5.2.5 Efeito da administracdo de um analogo da guanosina 3',5' monofostasfo ciclica

(GMP¢), 8-Bromo-GMPg¢, na hipernocicepcao da AZy.

A administracdo intratecal de 10ug de 8-Bromo-GMPc, efetuada 2 h apos a

injecao intra-articular do zymosan, inibiu significantemente (p<0,05) a IA (Fig. 16).
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Figura 16 - Tempo de suspensédo da pata (TSP) de ratos submetidos & AZy e tratados com um
andlogo da guanilato ciclase (8-Bromo-GMPc). O grupo controle (C) representa animais que
receberam salina i.a. Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Um grupo recebeu 8-
Bromo-GMPc 10ug/10ul i.t, 2 horas ap6s a AZy. Os dados representam a média + EPM do TSP em
segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida
de teste de Tukey).
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5.2.6 Efeito da administracdo de um antagonista do receptor de NMDA, MK-801, na
hipernocicepcao da AZy.

A administracdo intratecal de 10 nmol do composto MK-801, quer efetuada de
forma profilatica (30 min antes), quer terapéutica (2 h apds) a injecao intra-articular

do zymosan, inibiu, de forma significante (p<0,05), a IA (Fig.17).
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Figura 17 - Tempo de suspensdo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados com um
antagonista do receptor do NMDA (MK-801). O grupo controle (C) representa animais que
receberam salina i.a. Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a e salina i.t. Um grupo recebeu MK-
801 10nmol/10ul i.t, 30 minutos antes da AZy (Profilatico) e outro grupo recebeu MK-801 10nmol/10pl
i.t, 2 horas ap0s a AZy (Terapéutico). Os dados representam a média + EPM do TSP em segundo de
6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).



71

5.2.7 Efeito da administracdo do MK-801 sobre a acdo do SIN-1 na hipernocicepcao
da AZy.

A administracéo intratecal de 10 nmol do composto MK-801, efetuada 30 min
apos a injecdo intratecal de 40 pug do SIN-1 em ratos submetidos a artrite por
zymosan, reverteu, de forma significante (p<0,05), a hipernocicep¢do promovida

pela administracdo intratecal isolada de 40 p do SIN-1 (Fig.18).

40- *
A T—
30-
w I
o 204 x|
92} I
|_
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0
NTc 40ug 40ug
SIN-1 i.t
- 10 nmol
MK-801 i.t

Zymosan 1mgi.a

Figura 18 - Tempo de suspensédo da pata (TSP) de ratos submetidos a AZy e tratados com um
antagonista do receptor do NMDA (MK-801) associado ao tratamento terapéutico com SIN-1. O grupo
controle (C) representa animais que receberam salina i.a. Os animais do grupo NTc receberam Zy i.a
e salina i.t. Um grupo recebeu apenas SIN-1 40ug/10ul i.t, 2 horas apés a AZy; outro grupo foi
previamente tratado, 1hora e 30 minutos depois da AZy, com SIN-1 40ug i.t, e em seguida, 2 horas
apos a AZy recebeu, também por via intratecal, MK-801 10nmol/10ul. Os dados representam a
média + EPM do TSP em segundo de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle e
!p<0,05 em relacdo ao grupo SIN-1 4ug (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

A dor é um problema médico importante e tem sido intensamente estudada
nos ultimos anos. No entanto, ainda ndo compreendemos todos os detalhes
envolvidos na fisiopatologia da dor e nos mecanismos analgésicos. Esse
entendimento ainda carece de informacdes que possam contribuir para elucidar os
fendmenos envolvidos na sensacdo dolorosa, para entdo viabilizar o

desenvolvimento de drogas mais precisas e seguras para 0s pacientes.

A utilizacdo de modelos experimentais, em animais, ainda € uma das
melhores opcdes para a realizacdo de estudos que possam contribuir para o
esclarecimento dos eventos envolvidos no desencadeamento e desenvolvimento da
dor. Esses modelos experimentais devem ser realizados segundo principios éticos
para utilizacdo de animais em pesquisa, além de seguir uma metodologia capaz de
reproduzir, de forma mais fiel possivel, o objeto do estudo, causando o minimo de

sofrimento a espécie utilizada.

Nesse trabalho, investigamos a participacdo do sistema NO-GMPc ao nivel
do SNC na modulacéo da dor inflamatoria periférica na artrite por zymosan (AZy) em

ratos.

Inicialmente, buscamos padronizar o procedimento cirlrgico para permitir a
administragdo de drogas por via intratecal (i.t). Em seguida, realizamos a

administracdo i.t de diferentes substancias para modular a via arginina/NO/GMPc.

Em estudos preliminares, em que mantivemos a canula por 6 horas (durante
todo o protocolo), observamos que alguns animais apresentavam incremento da
hiperalgesia, quando comparados a animais apenas submetidos a AZy e ao
procedimento cirdrgico, sem a permanéncia da canula. Ainda, outros animais
canulados também apresentaram sinais de lesdo medular, com comprometimento
locomotor, paresia do trem posterior e sinais de hiperreflexia (dados né&o
apresentados). Por conta dessas alteragGes, decidimos modificar o procedimento,
mantendo a canula apenas até o momento da administracdo i.t das substancias,
reduzindo o seu tempo de permanéncia para no maximo 2 horas ap6s a sua

implantacéo. Dessa forma, os animais em que realizamos a canulacao i.t. e que
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foram submetidos a inducdo da AZy apresentaram hiperalgesia semelhante aguela
observada no grupo de animais submetidos a AZy, independente da presenca da
sonda intratecal. Ademais, 0 stress cirdrgico per se ndo alterou a hiperalgesia
promovida pela injegdo do zymosan, uma vez que n&o houve diferenga significante

entre os animais do grupo falso operado (grupo Sham) e aqueles do grupo controle.

Essa nossa precaucdo com a canulacdo encontra respaldo na literatura, uma
vez que h& relatos mostrando que a implantagdo crénica de uma canula i.t.
incrementa a hiperalgesia periférica induzida pela injecéo intraplantar de carragenina
ou prostaglandina E, (PGE,) (Almeida et al., 2000). Ainda, ha relatos mostrando
presenca de infiltracdo mononuclear na regido da medula espinhal proximo ao local
onde se implantou a canula, infiltracdo de neutréfilos na medula e sinais de trauma
medular associado a canulacéo i.t. (Serpell et al., 1993; Almeida et al., 2000; Perkins
e Tracey, 2000;). Assim, € possivel que a persisténcia da canula, induzindo
modificacdes teciduais inflamatérias, seja responsavel pelas alteracdes que
observamos no inicio do presente estudo. A estratégia de reducdo do tempo de
implantacéo teria minimizado esse processo, a ponto de ndo provocar alteragdes
mensuraveis da hiperalgesia nem disturbios neurologicos clinicamente detectaveis.

A cinética dos niveis de nitrito no LCR mostrou que, no tempo de 1 e 3 horas
apos a injecdo do zymosan, ocorre queda significante desses niveis, em relagdo aos
valores basais. E relevante destacar que, anteriormente, demonstramos que 0s
niveis de nitrito no lavado articular na AZy se elevam a medida que se desenvolve a
artrite, na sua fase aguda, de tal sorte que ocorrem picos as 3 e 6 horas apos a
injecdo do zymosan, 0 que se associa positivamente com o desenvolvimento da
hiperalgesia articular (Rocha et al., 1999; Rocha et al., 2002). Os resultados do
presente estudo revelam, de forma inédita, uma associacdo negativa entre 0s niveis
de NO no SNC e a hiperalgesia na AZy, sugerindo uma modulacdo antinociceptiva

enddgena do NO ao nivel central na regulacédo da dor aguda em artrites.

N&o é do nosso conhecimento que essa associacao tenha sido demonstrada
anteriormente. Ao contrario, ha evidéncias de uma acéo pré-nociceptiva do NO ao

nivel do SNC, em outros modelos de dor, como descreveremos a seguir.

As caracteristicas do NO, por ndo ser um mediador convencional, tornam-no
um importante neuromediador ao nivel local. A rigor, a difusibilidade do NO ocorre

em uma area de 30-400um de diametro (Esplugues, 2002). Também de forma
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diversa dos mediadores convencionais, a inativacdo do NO se faz por sua reacao
com outros substratos, levando a producdo, por exemplo, de espécies reativas.
Assim, a despeito de sua relativa restrita difusédo, o que lhe conferiria agdo paracrina
e autocrina, pela capacidade de levar a formacédo de agentes reativos, o NO pode

ter sua area de acédo ampliada.

Evidéncias sugerem a participacdo de aminoacidos excitatérios, como o
glutamato e o aspartato, na transmisséo da dor ao nivel espinhal. A concentracdo de
aminoacidos no LCR em pacientes com fibromialgia, uma doenca em que 0s
pacientes apresentam dor cronica difusa, revelou associacdo positiva entre o
aumento nas concentracdes de citrulina e glicina, aminoacidos envolvidos na via
arginina/NO/GMPc, ativagao de receptores do tipo NMDA e a dor nesses pacientes
(Larson et al., 2000), sugerindo ndo apenas o envolvimento do NO enddgeno na
sensibilizacdo dolorosa via SNC, como também uma interagcdo com receptores tipo
NMDA nesse processo (Okano et al., 1993).

Dentre os possiveis mecanismos para explicar a reducao dos niveis de NO no
SNC, observada no presente estudo, estaria a liberacdo de inibidores enddgenos

que pudessem agir sobre a producédo do NO a partir de suas vias constitutivas.

Uma possibilidade envolveria o aumento da liberacdo de glicocorticéides
enddgenos. Isso poderia decorrer do stress provocado tanto pelo procedimento
cirargico para colocagéo da canula intratecal, quanto pela inflamacéo decorrente da
administracdo do zymosan intra-articular. Considerando que corticosterodides inibem
a expressao de enzimas envolvidas no processo inflamatério, entre elas a NOS
(Korhonen et al., 2002), associado a precocidade (1 e 3 horas apés injecdo do
zymosan) em que observamos a reducdo dos niveis de NO no liquor, essa
possibilidade deve ser considerada. Por outro lado, foi observado que células das
leptomeninges estdo envolvidas na liberacéo de citocinas pro-inflamatoérias que sao
capazes de ativar, durante uma inflamacdo sistémica, células da microglia e
astrocitos (Wu et al., 2005). A atividade dessas citocinas, por sua vez, poderia ser
contraposta pela liberacdo de IL-10, uma citocina considerada antiinflamatéria, com
efeitos anti-nociceptivos (Vale et al., 2004). In vitro, foi demonstrado que IL-10 reduz
a expressao a nivel protéico de NOSi em oligodendrdcitos (Molina-Holgado et al.,
2001). In vivo, a administracdo de IL-10 reduziu a lesdo medular induzida em ratos

pela administracdo intramedular do acido quisqualico, uma substancia que produz
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lesdo medular similar ao trauma raquimedular (Plunkett et al, 2001). Assim,
considerando o espaco de tempo necessario para observarmos a reducdo dos
niveis de NO endégeno no SNC no presente estudo, € possivel que mediadores
com acéo dita antiinflamatoria, entre eles os glicocorticéides e citocinas como a IL-

10, estejam envolvidos nesse fenémeno.

A participacdo do NO na modulacéo periférica da dor, seja analgésica ou proé-
algésica, € motivo de controvérsia. O uso do L-NMMA, um inibidor de NOS,
bloqueou a analgesia periférica induzida por acetilcolina (Duarte et al., 1990). Além
disso, foi demonstrado que a hiperalgesia induzida por PGE, em ratos € revertida
por morfina e mediada pela liberacdo de NO, levando a ativacdo de GMPc (Ferreira
et al., 1991). Entretanto, a injecao intradérmica de NO em humanos produziu dor
(Holthudsen e Arndt, 1994). Ainda, a administracdo intra-articular de L-NAME,
inibidor ndo seletivo de NOS, ou 7-NIL, inibidor seletivo da NOS neuronal,
apresentou efeito antinociceptivo em camundongos e reverteu a hiperalgesia térmica

em ratos submetidos a inducéo de artrite por carragenina (Lawand et al., 1997).

Em ratos, demonstrou-se que o SIN-1, um doador de NO, € capaz de induzir
analgesia ou nocicepcéo, dependendo da dose e do modelo utilizado (Sousa e
Prado, 2001). Nesses mesmos animais, 0 uso topico de outro doador de NO, S-
nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), na concentracdo de 1 a 10%, reduziu a
alodinia, ao passo que aumentou a dor quando usado na concentracdo de 30%
(Prado et al., 2002). Na AZy, demonstramos que a reducao dos niveis de NO no
lavado articular dos animais, através da administracdo de inibidores de NOS,
promoveu analgesia apenas quando feita de forma profilatica. Por outro lado, a
administracdo de doadores de NO, de forma terapéutica, teve efeito analgésico
(Rocha et al., 2002).

Analisando nossos dados em conjunto com a literatura, € possivel que a
injec@o periférica do zymosan, ao mesmo tempo em que induz aumento nos niveis
locais de NO, promova, via efeito direto ou indireto no SNC, queda nos niveis
endogenos de NO central. Dessa forma, além da demonstracdo de um possivel
efeito analgésico per se para o NO enddgeno produzido por vias constitutivas no
SNC, esse resultado sugere, de forma inédita, uma via de comunicacdo periférico-
central na modulacdo da dor articular aguda. Vale ressaltar que varias publicacfes

relatam a modulacdo do NO em trauma raquimedular e encefalico, meningites e em
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doencas cronico-degenerativas do SNC como esclerose multipla e Doenca de
Parkinson. Entretanto, acreditamos que a demonstracdo dessa via de modulacéo
seja inédita e tenha implicacfes, tanto na compreensédo da fisiopatologia da dor em

artrites agudas, como no desenvolvimento de novos analgésicos.

Considerando que o papel exato do NO no desenvolvimento da dor, bem
como os mediadores que estdo envolvidos nos mecanismos responsaveis pelas
artropatias inflamatodrias, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, buscamos

modular farmacologicamente os niveis do NO diretamente no SNC.

A administracao i.t de SIN-1 (10 ug), a semelhanca do que foi obtido pela
administracdo de SIN-1 de forma intra-articular (Rocha et al., 2002), promoveu anti-
nocicepcao. No entanto, em doses maiores, 20 e 40 ug, a administracéo i.t de SIN-1
induziu um aumento na hiperalgesia, alcancando significancia estatistica na dose de
40 ng. De forma semelhante, Prado e Sousa (2001) demonstraram que baixas
doses de SIN-1 (i.t) (0,1-2,0 pg) reduziram, enquanto que doses maiores nao
apresentaram efeito (5 ou 100 ug) ou aumentaram (10 e 20 ug) a alodinia mecanica
induzida pela ligadura do nervo ciatico em ratos. No presente estudo, nao
conseguimos demonstrar nenhum efeito lesivo clinicamente aparente nos animais

tratados com SIN-1.

A possibilidade de toxicidade propria do NO foi demonstrada em modelos de
isquemia cerebral. Esse mecanismo envolveria a liberagdo de glutamato, com
aumento dos niveis de calcio intracelular, ativando a NOSn, com superproducédo de
NO (Stagliano et al., 1997). Por outro lado, um papel protetor foi demonstrado para o
NO produzido a partir da NOSe, reduzindo a isquemia tecidual (Wilderman e
Armstead, 1997). Assim, a acdo do NO pode variar, a depender do estimulo, da via
de producéo e da quantidade de NO liberada. Uma outra possibilidade para explicar
a toxicidade do NO seria pela formacdo de espécies reativas, como veremos a

sequir.

Além de ser um doador exdgeno de NO, o SIN-1 também libera o anion
superoxido. Estudando osteoblastos humanos in vitro, foi demonstrado que o SIN-1,
por promover a liberagcdo de ambos NO e O3, leva a formacgéo do anion peroxinitrito
por essas células, com consequente comprometimento de sua proliferacdo e

diferenciagdo (Da Rocha e De Brum-Fernandes, 2002). Reforgcando esses
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resultados, nosso grupo demonstrou que o blogueio da formacéo de peroxinitrito na
AZy, através da elevacdo dos niveis de acido Urico dos animais, agindo como um
“scavenger” de peroxinitrito, protegeu-os da lesdo da cartilagem articular, ao passo
que o uso de inibidores de NOS piorava a lesdo, a despeito de ter acao

antiinflamataoria (Bezerra et al, 2004).

Considerando o potencial de nitrosilacdo do peroxinitrito, podemos especular
que doses elevadas do SIN-1, via producdo de espécies reativas de nitrogénio, p.
ex. 0 peroxinitrito, poderiam estar associadas ao desenvolvimento da hiperalgesia
associada a injecao do SIN-1 no nosso estudo. A exemplo do que foi observado na
AZy e em osteoblastos humanos, a geracéo de peroxinitrito esta associada a lesédo
neuronal em isquemia (Esplugues, 2002). Estudos in vitro demonstraram que um
excesso de formacdo de NO poés-estimulacdo de receptores tipo NMDA esta

associado a fenébmenos lesivos no SNC (Pepicelli et al., 2004).

Prosseguindo na modulacéo, obtivemos que a administracéo i.t de inibidores
nao-seletivo de NOS — L-NAME - ou seletivo para a NOSi — 1400W —, seja de forma
profilatica ou terapéutica, apresentaram claro efeito antinociceptivo. No entanto, a
administracdo de um inibidor seletivo para NOS neuronal — 7-NIL — induziu um
quadro de grave alodinia, quando administrado de forma profilatica, além de
promover alteracdo de comportamento nos animais, tornando-os aparentemente
agressivos, levando a quadro convulsivo seis horas apés a AZy, sendo necessaria a
realizacdo do sacrificio desses animais, sob anestesia, para minimizar seu
sofrimento. Esse resultado, que poderia ser atribuido a toxicidade do composto, nos
impediu-nos, por razdes éticas, de continuar os estudos com o 7-NIL. Entretanto, a
possibilidade de que o 7-NIL, agindo sobre a NOS neuronal, tenha bloqueado um
efeito modulador antinociceptivo endogeno do NO produzido por células locais,

atuando no SNC, nédo pode ser excluida.

Vérios estudos relatam efeito protetor de inibidores de NOS em modelos de
isquemia e trauma no SNC (Esplugues, 2002). Nao € do nosso conhecimento que
se tenha demonstrado um efeito antinociceptivo de inibidores de NOS administrados
por via central sobre a hiperalgesia em artrite aguda. Entretanto, ja foi relatado que o
composto 1400W reduz a hiperalgesia térmica provocada pela administracdo de
interleucina 1-p i.t. (Sung et al., 2004). Em outro estudo, foi descrita a atividade

antinociceptiva do L-NAME ou de azul de metileno administrados i.t. em ratos
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submetidos a estimulacao repetitiva do nervo sural para induzir o “wind-up reflex”.
Nesse caso, ambos L-NAME e azul de metileno suprimiram esse reflexo apenas no
grupo de animais em que também foi induzido uma artrite, sugerindo um papel
modulador para a via NO/GMPc em dor neuropética cronica (Laurido et al., 2003).
Assim, os nossos dados revelam, de forma inédita, um efeito antinociceptivo de

inibidores de NOS dados ao nivel do SNC na dor inflamatéria articular aguda.

Em conjunto, esses resultados sugerem que a inibicdo da NOSi no SNC
promove efeito antinociceptivo na AZy. Esse resultado pode ser decorrente de uma
interacdo cruzada entre as vias nociceptivas periféricas e centrais. Como citamos
acima, um estudo recente demonstrou que a administracdo i.t de IL-1p induz
hiperalgesia térmica, ocorrendo aumento da expressdo de NOSi na medula espinhal
4 h apos a sua administragdo, bem como aumento na concentracdo de NO no LCR.
Nesse mesmo estudo, o pré-tratamento i.t. com o composto 1400W bloqueou o
efeito da IL-1p. (Sung et al., 2004).

Assim, a semelhanca do demonstrado na periferia, a participacdo de
mediadores inflamatorios diversos, envolvendo autacoides, prostandides, NO e
citocinas, participam na modulacédo central da nocicepcédo em varios modelos de dor,
incluindo artrite, como aqui demonstramos. Poderiamos propor, preliminarmente,
que a via NO/GMPc seja final nesse mecanismo. Em um ponto abaixo dessa via —
downstream — a participacdo de aminoacidos excitatorios, como mencionamos

acima, parece ser importante.

Um dos mecanismos pelos quais o0 NO poderia mediar a dor no SNC seria via
ativacdo do GMPc. Foi demonstrado que o NO formado leva ao aumento dos niveis
de GMPc, através da ativacdo da guanilato ciclase solavel (Meller e Gebhart, 1993).
Outros pesquisadores ja apontaram para o papel analgésico do GMPc em um
modelo de dor periférica (Ferreira e Nakamura, 1979) e que modificacdes nas
concentracoes intracelulares de AMPc ou GMPc modulam a hiperalgesia, sendo os
niveis elevados de AMPc associados a hiperalgesia e os niveis elevados de GMPc
associados com a inibicdo da hiperalgesia (Cunha et al., 1999). De fato, ha estudos
mostrando que baixos niveis de NO participariam da hiperalgesia induzida por PGE;
dependente de AMPc, enquanto que niveis elevados de NO produziriam

hiperalgesia dependente de GMPc (Alley et al., 1998).
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Buscando esclarecer a participacdo do GMPc na modulacdo central da dor
periférica articular, estudamos o efeito da administracéo i.t de um inibidor especifico
de GMPc — ODQ - de forma profilatica ou terapéutica na AZy. A inibicdo central do
GMPc pelo ODQ promoveu analgesia, quando efetuada previamente a injecdo do
zymosan. Quando dado 2h apds o zymosan, o ODQ nao teve efeito sobre a dor.
Ainda, a administracdo do ODQ, quer realizada de forma i.t, quer efetuada de forma
periférica — intra-articular —, reverteu a hiperalgesia promovida pela dose mais
elevada de SIN-1 (40 ng i.t.) — vide acima. Apesar desses resultados demonstrarem
gue o NO participa na modulacdo central da hiperalgesia aguda na AZy por ativacao
do sistema NO/GMPc, o fato de o ODQ ter agido apenas quando administrado de
forma profilatica ndo permite supor aplicacao terapéutica, pelo menos imediata, para

inibidores de GMPc nesse modelo.

Vale destacar que a administracdo intra-articular do ODQ inibiu de maneira
significante a hiperalgesia induzida pela administragéo i.t. de 40 ug de SIN-1. Em
conjunto, esses resultados permitem propor duas interessantes vias de modulacao,
a saber: i) o NO modula a hiperalgesia aguda na AZy via ativacdo do sistema
NO/GMPc; ii) existe uma conexao entre o0s sistemas periférico e central na
modulagéo da dor aguda em artrite. Essa segunda via, ao nosso conhecimento, é
demonstrada de forma inédita por nossos resultados e permite supor que a
modulacdo ao nivel do SNC é responsavel, pelo menos em parte, pelo efeito

analgésico da inibicdo do GMPc na dor articular.

Dados da literatura tém demonstrado um efeito pré6 ou antinociceptivo da via
arginina/NO/GMPc em diferentes modelos de dor, como placa quente, contor¢cao
abdominal por acido acético e “imersao da cauda”’ (Morgan et al., 1992; Malmenberg
e Yaksh, 1993; Kawabata et al., 1994). E possivel que essas aparentes contradicdes
se devam as variagcdes no papel da via arginina/NO/GMPc entre os grupos de
neurdnios sensoriais primarios que sao ativados por diferentes tipos de estimulos

nociceptivos (Cunha et al., 1999).

No presente estudo, a administracdo i.t. de um analogo do GMPc, 8-Bromo-
GMPc, promoveu analgesia. Foi demonstrado que o 8-Bromo-GMPc (125-500 ug
I.t.) reduz a alodinia mecéanica em ratos com dor neuropatica, embora o ODQ (4 nug
i.t.) tenha reduzido o efeito hipernociceptivo de altas doses de SIN-1 naquele modelo

de dor central (Sousa e Prado, 2001). Dessa forma, nossos resultados sugerem que
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o NO exogeno modula a dor articular através de um mecanismo espinhal que
envolve a ativacdo da guanilato ciclase. Esse efeito parece depender da dose e do

modelo experimental utilizado.

Um possivel mecanismo para a modulacao do sistema NO/GMPc seria por
ativacdo de receptores NMDA no SNC. Foi observado que a atividade excitatéria do
NMDA é modulada pelo NO (lravani et al., 2004). Estudos mostram também que
receptores para NMDA e o NO, presentes na medula rostral ventromedial, modulam
a transmissdo dos sinais dos opibides da regido periaqueductal, inibindo a dor
(Javanmardi et al., 2005). Observou-se ainda a expressao de receptores NMDA em
condrdcitos humanos, sugerindo que esses receptores podem apresentar um efeito
modulador na transdugdo da resposta dolorosa ap6s estimulo mecéanico, além de
inibicdo da plasticidade sinaptica por um antagonista dos receptores NMDA em
modelo de dor articular (Salter et al., 2004; Bird et al., 2005). Estudos tém
demonstrado a participacdo dos receptores NMDA em varias formas de plasticidade
e em diferentes desordens, bem como o seu envolvimento nos mecanismos de dor
periférica e central (Dingledine et al., 1999; Fisher et al., 2000; Carlton, 2001).

De fato, durante a resposta inflamatoria, os nociceptores sdo sensibilizados,
liberando mediadores espontaneamente que contribuem para a continuidade da dor.
Durante a ativacdo prolongada dos nociceptores de fibras-C, ocorre liberacdo de
glutamato que age sobre os receptores NMDA na medula espinhal. A ativagao
desses receptores tornaria 0s neurdnios da medula espinhal mais responsivos aos
estimulos, resultando em sensibilizacdo central. E importante ressaltar que a
ativacdo dos receptores ndo apenas aumenta a resposta celular aos estimulos,
como também diminui a sensibilidade neuronal aos agonistas dos receptores
opidides (Gary, 2000).

Com base no exposto, procuramos estudar ainda a participacdo dos
receptores NMDA na dor inflamatoria no modelo de AZy. A administracdo i.t de um
antagonista do receptor de NMDA, MK-801, de forma profilatica, 30 min antes da
inducéo da artrite, ou de forma terapéutica, 2 h apos a AZy, promoveu analgesia na
AZy, demonstrando de forma inequivoca o envolvimento de receptores NMDA ao

nivel central na dor aguda da AZy.

Com o objetivo de se verificar uma possivel relacdo entre o0s receptores

NMDA e o NO na AZy, animais que foram tratados por via intratecal com SIN-1(40
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ug), 90 min apos a administracéo i.a de Zy, receberam também MK-801 (10 nmol)
I.t, 30 min apos terem recebido o tratamento com o doador de NO, havendo inibicao
da hiperalgesia induzida por Zy e, ainda, reversao da hiperalgesia promovida pelo
SIN-1. Os resultados sugerem a ativacdo de receptores NMDA no SNC, na dor
periférica aguda na AZy. Além disso, a atividade hipernociceptiva do SIN-1 i.t nesse
modelo, que envolve a ativacdo do GMPc, também se da por ativacao de receptores
NMDA, o que revela um ponto comum nessas vias de ativacdo, que pode ser um
interessante alvo farmacoldgico para o desenvolvimento de analgésicos mais

eficazes em dor articular.

Em resumo, nossos resultados demonstraram que o NO enddgeno, presente
no sistema nervoso central, desempenha um papel essencial na modulacdo da dor

periférica articular.

Além disso, o NO exb6geno administrado centralmente apresenta um
comportamento dual, podendo produzir antinocicepcdo quando em baixas
concentragbes, enquanto que em concentragbes mais elevadas promoveria

hipernocicepcéao.

A acdo do NO na modulacdo da dor articular inflamatéria aguda no SNC
envolve a participacdo de mediadores, como GMPc, e neurotransmissores, COmo 0
NMDA. A interferéncia com esse mecanismo pode se constituir em novas

alternativas de abordagem terapéutica de fenbmenos inflamatérios articulares.

Finalmente, de forma inédita, nossos resultados sugerem a existéncia de uma
conexao periférico—central, na modulacdo da dor aguda em artrites. A repercussao
dessa via para a compreensédo da fisiopatologia de dores articulares merece ser

investigada.
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7 CONCLUSOES

Na fase aguda da artrite induzida por zymosan em ratos demonstramos que:

1) Ocorre liberacdo de Oxido nitrico no sistema nervoso central e nas

articulacdes inflamadas.

2) Existe uma associacdo entre a reducdo dos niveis de NO ao nivel do
sistema nervoso central e o desenvolvimento de hiperalgesia periférica neste

modelo.

3) O NO, a depender da dose e do local de acéo, pode apresentar um efeito

pré ou anti-nociceptivo na AZy.
4) O seu efeito se d& via ativacdo de GMPc e receptores NMDA.

5) Existe uma via de ativacdo periférico-central modulando a hiperalgesia

articular na fase aguda da AZy.
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Abstract

We investigated whether leukotrienes mediate cell influx and articular incapacitation in zymosan-induced arthritis. Rats received 1 mg
zymosan intra-articularly (i.a.). The hyperalgesia was measured using the rat articular incapacitation test. Cell influx, leukotriene B, and
prostaglandin E; levels were assessed in the joint exudate, at 6 h. Groups received either the leukotriene B, synthesis inhibitor MK 886 (3-[1-
(4-chlorobenzyl)-3-¢-butyl-thio-5-isopropylindol-2-y1)]-2,2-dimethylpropanoic acid 30 min before or 2 h after the zymosan; 0.3-3 mg kg™
1.p.), the leukotrienes synthesis inhibitor BWA4C (N-(3-phenoxycinnamyl)-acetohydroxamic acid—2 h after the zymosan; 10 pg i.a.) or the
peptido-leukotrienes antagonist sodium montelukast (30 min before and 2 h after the zymosan; 10 mg kg™ per os). MK 886 inhibited the
articular incapacitation and cell influx, while reducing leukotriene By, but not prostaglandin E, levels. BWA4C inhibited the articular
incapacitation. Sodium montelukast did not affect either of the parameters. The data suggest that leukotriene B, is involved in cell influx and

articular incapacitation in zymosan arthritis.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Leukotrienes; Arthritis; Zymosan; Neutrophils; Hyperalgesia; Pain

1. Introduction

Limitation of movement secondary to joint hyperalgesia
is a serious burden to patients presenting with inflammatory
arthropathies. The rat knee-joint incapacitation test was
designed to study articular incapacitation, defined as the
inability of a rat with experimentally induced arthritis to
walk normally (Tonussi and Ferreira, 1992). In the present
study, we assumed that articular incapacitation reflects joint
hyperalgesia following an inflammatory insult to the joint.

* Corresponding author. Tel.: +55 85 288 8342; fax: +55 85 244 6215.
E-mail address: arocha@ufc.br (F.A.C. da Rocha).

0014-2999/$ - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.¢jphar.2004.06.025

Zymosan, a polysaccharide from yeast cell walls, produces a
severe and erosive synovitis (Keystone et al., 1989)
associated with acute increases in vascular permeability
and cell migration followed by a progressive synovitis
(Gegout et al., 1994). We have used the zymosan-induced
arthritis model as a tool to investigate the effect of
inflammatory mediators in the synovial oedema, cell influx
and also in the inflammatory hyperalgesia that happens in
this model in the rat (Rocha et al., 1999).

The participation of neutrophils in the pathogenesis of
tissue lesions in arthritis has long been recognized. These
cells are predominant in the synovial exudates of a variety of
inflammatory arthropathies, including gout, Reiter’s disease
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and rheumatoid arthritis (Harris, 1990). With respect to
rheumatoid arthritis, although neutrophils do not seem to be
responsible for the perpetuation of the chronic synovitis,
these cells are important sources of substances that promote
cartilage breakdown as well as bone resorption, such as
reactive oxygen and nitrogen species, lysosomal enzymes
and metalloproteases (Hampton et al., 1998). Indeed, the
efficacy of the so-called disease modifying anti-rheumatic
drugs in rheumatoid arthritis is usually associated with their
ability to decrease neutrophil influx into the inflamed joints
(Kraan et al., 2000; Tak and Bresnihan, 2000). Therefore,
strategies to limit neutrophil trafficking and/or activation
have received attention as potential alternatives to treat
arthritis.

Amongst the substances involved in neutrophil recruit-
ment to inflammatory foci, leukotrienes appear to be very
relevant. Leukotriene By is a very potent chemotactic agent
for neutrophils both in vitro and in vivo (Crooks and
Stockley, 1998). The nonsteroidal anti-inflammatory drugs
currently used in clinical practice act through inhibiting the
cyclooxygenases, thereby limiting prostanoids production,
without blocking lipoxygenases and the subsequent leuko-
trienes production. Therefore, it was postulated that a dual
inhibitor could be more efficacious as an anti-inflammatory
compound (Unangst et al., 1994). The pharmacological
strategies to block leukotrienes include either 5-lipoxyge-
nase inhibition, which is a rate-limiting step in leukotrienes
synthesis or the use of selective leukotrienes receptor
antagonists. The compounds BWA4C and MK 886 block
the production of all leukotrienes, the latter through binding
to the 5-lipoxygenase activating peptide (FLAP) (Depre et
al., 1993; Tateson et al., 1988). On the other hand, the
compound sodium montelukast, which is currently used as a
treatment for asthma, selectively binds to cysteinyl recep-
tors, functioning as a receptor antagonist for cysteinyl
leukotrienes (Vianna and Martin, 1998).

Though leukotrienes, mainly leukotriene By, are consid-
ered to be important mediators of neutrophil migration, they
have also been linked to pain mechanisms, apparently as a
secondary phenomena resulting from their activity as
neutrophil chemoattractants (Levine et al., 1984). In the
present study, we investigated the effect of MK 886, BWA,C
and sodium montelukast in the zymosan-induced arthritis in
rats, focusing on the possible correlation between the
hyperalgesic effect of leukotrienes and cell migration.

2. Materials and methods
2.1. Induction of the zymosan arthritis

Male Wistar rats (180-220 g) from our own animal
facilities were used throughout the experiments. All experi-
ments were designed to minimize animal suffering and to use
the minimum number of animals associated with valid
statistical evaluation. Surgical procedures and animal treat-

ments were conducted in accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (DHEW Publication,
Bethesda, MD, USA).

2.2. Evaluation of articular incapacitation

After light ether anesthesia, rats were subjected to the
intra-articular (i.a.) injection of 1mg zymosan (50 pl total
volume), dissolved in sterile saline, into their right knee
joints. Control animals received saline. We used the rat knee-
joint incapacitation test, as described previously, as a measure
of the inflammatory joint hyperalgesia (Tonussi and Ferreira,
1992). Briefly, after zymosan injection, animals were put to
walk on a steel rotary drum (30 cm widex 50 cm diameter),
covered with a fine-mesh non-oxidizable wire screen, which
rotates at 3 rpm. Specially designed metal gaiters were
wrapped around both hind paws. After placement of the
gaiters, the animals were allowed to walk for habituation. The
right paw was then connected via a simple circuit to a
microcomputer data input/output port. The paw elevation
time is the time the animal walks failing to touch the cylinder
with the injected hind paw, during a 60-s period, which is
directly proportional to the articular incapacitation. The paw
elevation time was measured at baseline and then hourly, until
sacrifice, at 6 h after injection of the zymosan, irrespective of
the drug treatments. Animals that received the compounds
prior to or 2 h after the zymosan were regarded as pertaining
to the prophylactic and therapeutic groups, respectively.

2.3. Evaluation of cell influx, leukotriene B, and prosta-
glandin E; release

Six hours after injection of the zymosan, the animals
were anaesthetized (chloral hydrate 400 mg kg™ i.p.), killed
by cervical dislocation and ex-sanguinated. The synovial
cavity of the knee joints was then washed with 0.4 ml saline
containing 5 U/ml heparin. The synovial exudates were
collected by aspiration. Total and differential cell counts
were then performed using a Neubauer chamber and Diff-
Quick™ staining, respectively. After centrifugation (500 g/
10 min), the supernatant was stored at —70 °C and used for
determination of leukotriene B4 and prostaglandin E,
concentrations using commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits.

2.4. Drug treatments

In order to analyze the prophylactic and the therapeutic
effect of the compounds, MK 886 (0.3 or 3 mg kg™~ ' i.p.)
was injected 30 min prior to or 2 h after injection of
zymosan, respectively; sodium montelukast (10 mg kg™
per os) was administered 30 min before and 2 h after
injection of zymosan. Non-treated groups consisted of rats
that received just 1 mg zymosan i.a., followed by 0.9% w/v
sterile NaCl i.p. A group that received 10% carboximethyl-
cellulose in saline, per os, was used as a vehicle control for
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Fig. 1. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of MK 886 on
articular incapacitation in zymosan arthritis. The articular incapacitation was
measured hourly, as the increase in the paw elevation time, over 6 h after
injection of 1mg zymosan (i.a.). MK 886 (0.3 or 3 mg kg " i.p.) was injected
30 min prior to or 2 h after the zymosan. All groups but the control animals
received zymosan i.a. The non-treated group was given saline i.p. followed
by the zymosan. MK 886 significantly (P£<0.05) reduced the articular
incapacitation regardless of the injection strategy. Results are expressed as
the mean+S.E.M. of maximal paw elevation time; n=6 animals for each
group. 'P<0.05 compared to control; *P<0.05 compared to zymosan.

the orally administered compounds. In order to study the
effect of the local administration of a lipoxygenase inhibitor,
a group received the compound BWA4C (10 pg in 50 pl of
saline, i.a.) dissolved in 2% dimethylsulfoxide (DMSO)
either 30 min before or 2 h after injection of the zymosan.
The control for this group received 50 pl of a 2% DMSO
solution i.a. 30 min before or 2 h after the zymosan. There
were six animals for each group.
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Fig. 2. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of MK 886
on the cell influx into the joints measured at 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). MK 886 (0.3 or 3 mg kg™~" i.p.) was injected 30 min prior to
or 2 h after the zymosan. All groups but the control animals received
zymosan. The control group was given saline (i.a.). The non-treated group
was given saline i.p. followed by the zymosan. MK 886 significantly
(P<0.05) reduced the cell influx regardless of the injection strategy. Results
are expressed as the mean+S.E.M. of total leukocytes at 6 h of zymosan
arthritis; n=6 animals for each group. 'P<0.05 compared to control;
*P<0.05 compared to zymosan i.a.
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Fig. 3. (A) Effect of the administration of sodium montelukast on the
articular incapacitation in zymosan arthritis. Sodium montelukast (10 mg
kg~ ' per os) was injected 30 min prior to and 2 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). The articular incapacitation was measured hourly, as the
increase in the paw elevation time, over 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). All groups but the control animals received zymosan. The
control group was given saline (i.a.). The non-treated group was given
saline ip. followed by the zymosan. Results are expressed as the
mean+S.E.M. of maximal paw elevation time; n=6 animals for each
group. 'P<0.05 compared to control. (B) Effect of sodium montelukast
on the cell influx into the joints measured at 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). Sodium montelukast (10 mg kg~ per os) was injected 30
min prior to and 2 h after the zymosan. Results are expressed as the
mean+S.E.M. of total leukocytes; n=6 animals for each group. ‘P<0.05
compared to control.

2.5. Drugs and reagents

Zymosan and MK 886 were purchased from Sigma, St.
Louis, USA; BWA,C was a kind donation of Wellcome,
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Fig. 4. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of BWA4C
on the articular incapacitation in zymosan arthritis. The articular incapa-
citation was measured hourly, as the increase in the paw elevation time,
over 6 h after injection of 1 mg zymosan (i.a.). BWA4C (10 pg i.a.) was
injected 30 min prior to or 2 h after the zymosan. All groups but the control
animals received zymosan. The control group was given saline (i.a.). The
non-treated group was given saline i.a. 30 min before the zymosan. BWA,C
significantly (P<0.05) reduced the articular incapacitation when given
prophylactically. Results are expressed as the mean+S.E.M. of maximal
paw elevation time; n=6 animals for each group. 'P<0.05 compared to
control; *P<0.05 compared to zymosan.
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London, UK. Sodium montelukast was purchased from
Merck Sharp Dohme, Sao Paulo, Brazil. The leukotriene By
and prostaglandin E, ELISA kits were purchased from
Cayman Chem., USA.

2.6. Statistics

Results are expressed as meanzstandard error of the
mean (S.E.M.). Statistically significant differences between
groups were analyzed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s test. P<0.05 was considered
significant.

3. Results
3.1. Effect of systemic leukotriene blockade

The effect of the administration of MK 886 and sodium
montelukast on the articular incapacitation of rats subjected
to the zymosan arthritis is shown in Figs. 1 and 3,
respectively. MK 886 significantly (P<0.05) inhibited the
articular incapacitation both when given prophylactically
and therapeutically. Sodium montelukast had no effect on
the articular incapacitation.

The effect of the prophylactic or therapeutic admin-
istration of MK 886 or sodium montelukast on the cell
influx into the joint exudates of rats subjected to the
zymosan arthritis is shown in Figs. 2 and 3, respec-
tively. Whereas MK 886 significantly inhibited the cell
influx, sodium montelukast did not modify the cell
influx.

3.2. Effect of local leukotrienes synthesis blockade

Fig. 4 illustrates the effect of the administration of
BWA,C i.a. showing that this compound provoked a
significant reduction of the articular incapacitation when
injected prophylactically (P<0.05). Though there was a
30% reduction of the articular incapacitation when BWA,C
was injected therapeutically, it did not reach statistical
significance.

Table 1
Effect of MK 886 on leukotriene B, and prostaglandin E, levels released
into the joint exudates in zymosan-induced arthritis

Leukotriene Prostaglandin
By (pg/ml) E; (ng/ml)
Zymosan 200+14.7 1656143
Zymosan+ 158+7.75* 1758+21
MK 886

Rats were given 1 mg zymosan (i.a.). Leukotriene B, and prostaglandin E,
levels released into the joint exudates at 6 h of arthritis were measured using
ELISA. MK 886 (3 mg kg ' i.p.) was given 30 min prior to the zymosan.
Data represent mean+S.E.M.; n=6 animals for each group.

* P<0.05 compared to zymosan.

3.3. Effect of MK 886 on leukotriene levels

Table 1 shows that the administration of MK 886
significantly reduced the levels of leukotriene B4, but not
of prostaglandin E,, obtained in the synovial exudates of
rats, 6 h after the injection of zymosan, as compared to the
non-treated group (P>0.05).

4. Discussion

The present study demonstrates, for the first time, that
both local and systemic blockade of leukotrienes synthesis,
but not the antagonism of cysteinyl leukotrienes receptors,
inhibit articular incapacitation in an experimental arthritis
model. Articular incapacitation, as measured in the present
study, was shown to be inhibitable by classic analgesic and
anti-inflammatory compounds using carrageenin as the
inciting agent (Tonussi and Ferreira, 1992). Though oedema
could be responsible for the articular incapacitation,
previous data argue against this premise. Actually, intra-
articular injection of dextran, despite eliciting joint oedema,
does not lead to articular incapacitation (Tonussi and
Ferreira, 1992). Moreover, the administration of nitric oxide
synthase inhibitors prior to zymosan inhibits the articular
incapacitation, while not altering joint oedema (Rocha et al.,
2002). Apparently, local release of inflammatory mediators
and cell infiltration would account for the articular
incapacitation. In the present study, we used this parameter
as a measure of hyperalgesia happening in the inflamed
joint.

We observed that the leukotrienes synthesis inhibitor MK
886 reduced the hyperalgesia in zymosan-induced arthritis
regardless of being administered prophylactically or ther-
apeutically. The fact that MK 886 significantly reduced
leukotriene B4 levels in the joint exudates, while not altering
prostaglandin E, release, point to a specific pharmacological
activity of MK 886 as a 5-lipoxygenase inhibitor in this
model. Using an immunecomplex arthritis model in rats, we
have shown that leukotriene By, is released as early as 5 min
after induction of arthritis (Rocha et al., 1997). In the
zymosan-induced arthritis model in rats, we have obtained a
significant release of leukotriene B, as early as 1 h after
injection of the zymosan (our unpublished data). Since the
cell influx into the joints in zymosan-induced arthritis starts
at least 2 h after injection of the zymosan, it is clear that the
production of leukotriene B, precedes the influx of the cells.
Although neutrophils may be involved in the production of
leukotrienes in this model, other cells, such as the resident
synoviocytes, might also account for the almost immediate
release of leukotriene B, after injection of the zymosan.
Moreover, as MK 886 could prevent the inflammatory
hyperalgesia and neutrophil influx when given after the
administration of zymosan, it is reasonable to suppose that
there is a sustained production of leukotriene B, that is
preventable by the therapeutic administration of MK 886.
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Similarly to what was observed with MK886, the intra-
articular injection of the leukotriene synthesis inhibitor
BWA,C also significantly reduced the hyperalgesia. How-
ever, this effect reached statistical significance only when
the compound was given prophylactically. BWA,4C is an
acetohydroxamic acid which activity probably derives from
the direct inhibition of the 5-lipoxygenase enzyme that is a
rate-limiting enzyme in the leukotriene synthesis (Tateson et
al., 1988). After oral administration, BWA,C was shown to
be more potent in inhibiting leukotriene B4 synthesis rather
than neutrophil influx after the subplantar injection of
carrageenin in rats (Higgs et al., 1988). The dose of BWA,C
(10 pg/joint) used in the present study was shown to be able
to inhibit eosinophil chemotaxis in an antigen-induced
pleuritis (e Silva et al., 1992). Taken together, these results
strongly argue for a participation of leukotrienes, mainly
leukotriene By, in the inflammatory hyperalgesia in zymo-
san-induced arthritis.

As alluded to above, it has been proposed that the
hyperalgesic activity of leukotriene B4 is linked to its
ability to promote neutrophil trafficking (Levine et al.,
1984). Based on the well-known chemotactic activity of
leukotriene By, we evaluated the cell influx into the joints.
Our data have shown that the compound MK 886
significantly inhibited the cell influx in zymosan arthritis
both when injected prophylactically and therapeutically. In
the immunecomplex arthritis model in rats, we have shown
that MK 886 also inhibited neutrophil migration, an effect
that was associated with decreased release of leukotriene
B, into the joint exudates (Rocha et al., 1997). Previous
data obtained by our group suggest that joint hyperalgesia
and neutrophil influx may be independent phenomena in
zymosan arthritis. In this model, neutrophil influx is
maximal at 6 h of arthritis, whereas the articular
incapacitation, assumed as reflecting joint hyperalgesia,
peaks between 3 and 4 h after injection of the zymosan
(Rocha et al., 1999). Moreover, in the immunecomplex
arthritis model, there is no demonstrable articular incapa-
citation, despite the neutrophil influx being similar to what
is observed in zymosan arthritis (Rocha et al., 1999).
However, based on the inhibitory effects of MK 886 on
both neutrophil influx and hyperalgesia, our present data
suggest that the analgesic effect obtained after leukotriene
synthesis blockade is associated with and may be
secondary to a reduction in neutrophil trafficking into the
joints. The fact that the compound MK 886 reversed the
inflammatory hyperalgesia and the leukotriene B, release
into the joint exudates, without altering prostaglandin E,
levels, argues for a major role of leukotrienes in the pain
development in this model.

A previous study has shown that the selective leuko-
triene B, receptor antagonist LY293111Na inhibited the
oedema and the neutrophil influx as well as cartilage and
bone destruction in an antigen-induced arthritis model in
guinea pigs. However, in that same study, LY293111Na
showed only a slight inhibitory effect in the paw oedema

of the antigen-induced arthritis model in rats (Kuwabara et
al., 2002). Our data showing that leukotriene By is involved
in the articular incapacitation and neutrophil influx,
however, argue for an important role for this mediator in
rat arthritis. The different compounds and stimuli used
might explain this apparent discrepancy between the two
studies.

The ability of cysteinyl leukotrienes to promote increase
in vascular permeability and to contract the inferior airways
in hypersensitivity reactions has prompted the use of these
compounds as a treatment option in asthmatic patients.
Zafirlukast, a selective cysteinyl receptor antagonist, was
recently shown to inhibit the inflammatory nociception after
injection of carrageenin into the rat paw, a peripherally
mediated pain model (Jain et al., 2001). However, in that
same study, zafirlukast did not inhibit the centrally mediated
pain evoked in the tail-flick and the acetic acid writhings test
in mice. To our knowledge, there are no studies on the
antinociceptive effect of cysteinyl receptor antagonists using
arthritis models. Our data have shown that sodium
montelukast did not inhibit either the inflammatory hyper-
algesia or the cell migration into the joint exudates in
zymosan arthritis. Montelukast and zafirlukast are consid-
ered equipotent in antagonizing cysteinyl leukotrienes
(Coreno et al., 2000; Ravasi et al., 2002). In the above-
mentioned study, the administration of either 2.5 or 5.0 mg/
kg of zafirlukast significantly inhibited the hyperalgesia
after carrageenin injection into the rat paw (Jain et al.,
2001). Thus, the possibility of insufficient dose of sodium
montelukast to explain our present results seems unlikely.
Overall, these results reinforce the idea that leukotriene By,
rather than cystenyl leukotrienes, is the main product of 5-
lipoxygenase responsible for cell influx and hyperalgesia in
the model.

The importance of leukotriene B, in arthritis cannot be
overemphasized. A very recent clinical study has shown that
an orally active leukotriene B, antagonist provided almost
complete inhibition of the expression of the adhesion
molecule CDI11B/CDI18 in the peripheral leukocytes from
patients with rheumatoid arthritis, thus prompting the need
for clinical studies to evaluate the possible clinical benefit of
such compounds to these patients (Alten et al., 2004).

In summary, this study presents evidence that leukotriene
B, is involved in both the influx of polymorphonuclear
neutrophils into the joints and in the development of
inflammatory hyperalgesia in the zymosan-induced arthritis
in rats. Taking into account the well-known analgesic effect
of the cyclooxygenase inhibitors, the designing of com-
pounds able to inhibit both cyclooxygenase and lipoxyge-
nase metabolites, mainly leukotriene B,, may provide better
analgesia in inflammatory arthropathies.
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Abstract

We investigated whether leukotrienes mediate cell influx and articular incapacitation in zymosan-induced arthritis. Rats received 1 mg
zymosan intra-articularly (i.a.). The hyperalgesia was measured using the rat articular incapacitation test. Cell influx, leukotriene B, and
prostaglandin E; levels were assessed in the joint exudate, at 6 h. Groups received either the leukotriene B, synthesis inhibitor MK 886 (3-[1-
(4-chlorobenzyl)-3-¢-butyl-thio-5-isopropylindol-2-y1)]-2,2-dimethylpropanoic acid 30 min before or 2 h after the zymosan; 0.3-3 mg kg™
1.p.), the leukotrienes synthesis inhibitor BWA4C (N-(3-phenoxycinnamyl)-acetohydroxamic acid—2 h after the zymosan; 10 pg i.a.) or the
peptido-leukotrienes antagonist sodium montelukast (30 min before and 2 h after the zymosan; 10 mg kg™ per os). MK 886 inhibited the
articular incapacitation and cell influx, while reducing leukotriene By, but not prostaglandin E, levels. BWA4C inhibited the articular
incapacitation. Sodium montelukast did not affect either of the parameters. The data suggest that leukotriene B, is involved in cell influx and

articular incapacitation in zymosan arthritis.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Limitation of movement secondary to joint hyperalgesia
is a serious burden to patients presenting with inflammatory
arthropathies. The rat knee-joint incapacitation test was
designed to study articular incapacitation, defined as the
inability of a rat with experimentally induced arthritis to
walk normally (Tonussi and Ferreira, 1992). In the present
study, we assumed that articular incapacitation reflects joint
hyperalgesia following an inflammatory insult to the joint.

* Corresponding author. Tel.: +55 85 288 8342; fax: +55 85 244 6215.
E-mail address: arocha@ufc.br (F.A.C. da Rocha).

0014-2999/$ - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.¢jphar.2004.06.025

Zymosan, a polysaccharide from yeast cell walls, produces a
severe and erosive synovitis (Keystone et al., 1989)
associated with acute increases in vascular permeability
and cell migration followed by a progressive synovitis
(Gegout et al., 1994). We have used the zymosan-induced
arthritis model as a tool to investigate the effect of
inflammatory mediators in the synovial oedema, cell influx
and also in the inflammatory hyperalgesia that happens in
this model in the rat (Rocha et al., 1999).

The participation of neutrophils in the pathogenesis of
tissue lesions in arthritis has long been recognized. These
cells are predominant in the synovial exudates of a variety of
inflammatory arthropathies, including gout, Reiter’s disease
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and rheumatoid arthritis (Harris, 1990). With respect to
rheumatoid arthritis, although neutrophils do not seem to be
responsible for the perpetuation of the chronic synovitis,
these cells are important sources of substances that promote
cartilage breakdown as well as bone resorption, such as
reactive oxygen and nitrogen species, lysosomal enzymes
and metalloproteases (Hampton et al., 1998). Indeed, the
efficacy of the so-called disease modifying anti-rheumatic
drugs in rheumatoid arthritis is usually associated with their
ability to decrease neutrophil influx into the inflamed joints
(Kraan et al., 2000; Tak and Bresnihan, 2000). Therefore,
strategies to limit neutrophil trafficking and/or activation
have received attention as potential alternatives to treat
arthritis.

Amongst the substances involved in neutrophil recruit-
ment to inflammatory foci, leukotrienes appear to be very
relevant. Leukotriene By is a very potent chemotactic agent
for neutrophils both in vitro and in vivo (Crooks and
Stockley, 1998). The nonsteroidal anti-inflammatory drugs
currently used in clinical practice act through inhibiting the
cyclooxygenases, thereby limiting prostanoids production,
without blocking lipoxygenases and the subsequent leuko-
trienes production. Therefore, it was postulated that a dual
inhibitor could be more efficacious as an anti-inflammatory
compound (Unangst et al., 1994). The pharmacological
strategies to block leukotrienes include either 5-lipoxyge-
nase inhibition, which is a rate-limiting step in leukotrienes
synthesis or the use of selective leukotrienes receptor
antagonists. The compounds BWA4C and MK 886 block
the production of all leukotrienes, the latter through binding
to the 5-lipoxygenase activating peptide (FLAP) (Depre et
al., 1993; Tateson et al., 1988). On the other hand, the
compound sodium montelukast, which is currently used as a
treatment for asthma, selectively binds to cysteinyl recep-
tors, functioning as a receptor antagonist for cysteinyl
leukotrienes (Vianna and Martin, 1998).

Though leukotrienes, mainly leukotriene By, are consid-
ered to be important mediators of neutrophil migration, they
have also been linked to pain mechanisms, apparently as a
secondary phenomena resulting from their activity as
neutrophil chemoattractants (Levine et al., 1984). In the
present study, we investigated the effect of MK 886, BWA,C
and sodium montelukast in the zymosan-induced arthritis in
rats, focusing on the possible correlation between the
hyperalgesic effect of leukotrienes and cell migration.

2. Materials and methods
2.1. Induction of the zymosan arthritis

Male Wistar rats (180-220 g) from our own animal
facilities were used throughout the experiments. All experi-
ments were designed to minimize animal suffering and to use
the minimum number of animals associated with valid
statistical evaluation. Surgical procedures and animal treat-

ments were conducted in accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (DHEW Publication,
Bethesda, MD, USA).

2.2. Evaluation of articular incapacitation

After light ether anesthesia, rats were subjected to the
intra-articular (i.a.) injection of 1mg zymosan (50 pl total
volume), dissolved in sterile saline, into their right knee
joints. Control animals received saline. We used the rat knee-
joint incapacitation test, as described previously, as a measure
of the inflammatory joint hyperalgesia (Tonussi and Ferreira,
1992). Briefly, after zymosan injection, animals were put to
walk on a steel rotary drum (30 cm widex 50 cm diameter),
covered with a fine-mesh non-oxidizable wire screen, which
rotates at 3 rpm. Specially designed metal gaiters were
wrapped around both hind paws. After placement of the
gaiters, the animals were allowed to walk for habituation. The
right paw was then connected via a simple circuit to a
microcomputer data input/output port. The paw elevation
time is the time the animal walks failing to touch the cylinder
with the injected hind paw, during a 60-s period, which is
directly proportional to the articular incapacitation. The paw
elevation time was measured at baseline and then hourly, until
sacrifice, at 6 h after injection of the zymosan, irrespective of
the drug treatments. Animals that received the compounds
prior to or 2 h after the zymosan were regarded as pertaining
to the prophylactic and therapeutic groups, respectively.

2.3. Evaluation of cell influx, leukotriene B, and prosta-
glandin E; release

Six hours after injection of the zymosan, the animals
were anaesthetized (chloral hydrate 400 mg kg™ i.p.), killed
by cervical dislocation and ex-sanguinated. The synovial
cavity of the knee joints was then washed with 0.4 ml saline
containing 5 U/ml heparin. The synovial exudates were
collected by aspiration. Total and differential cell counts
were then performed using a Neubauer chamber and Diff-
Quick™ staining, respectively. After centrifugation (500 g/
10 min), the supernatant was stored at —70 °C and used for
determination of leukotriene B4 and prostaglandin E,
concentrations using commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits.

2.4. Drug treatments

In order to analyze the prophylactic and the therapeutic
effect of the compounds, MK 886 (0.3 or 3 mg kg™~ ' i.p.)
was injected 30 min prior to or 2 h after injection of
zymosan, respectively; sodium montelukast (10 mg kg™
per os) was administered 30 min before and 2 h after
injection of zymosan. Non-treated groups consisted of rats
that received just 1 mg zymosan i.a., followed by 0.9% w/v
sterile NaCl i.p. A group that received 10% carboximethyl-
cellulose in saline, per os, was used as a vehicle control for
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Fig. 1. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of MK 886 on
articular incapacitation in zymosan arthritis. The articular incapacitation was
measured hourly, as the increase in the paw elevation time, over 6 h after
injection of 1mg zymosan (i.a.). MK 886 (0.3 or 3 mg kg " i.p.) was injected
30 min prior to or 2 h after the zymosan. All groups but the control animals
received zymosan i.a. The non-treated group was given saline i.p. followed
by the zymosan. MK 886 significantly (P£<0.05) reduced the articular
incapacitation regardless of the injection strategy. Results are expressed as
the mean+S.E.M. of maximal paw elevation time; n=6 animals for each
group. 'P<0.05 compared to control; *P<0.05 compared to zymosan.

the orally administered compounds. In order to study the
effect of the local administration of a lipoxygenase inhibitor,
a group received the compound BWA4C (10 pg in 50 pl of
saline, i.a.) dissolved in 2% dimethylsulfoxide (DMSO)
either 30 min before or 2 h after injection of the zymosan.
The control for this group received 50 pl of a 2% DMSO
solution i.a. 30 min before or 2 h after the zymosan. There
were six animals for each group.
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Fig. 2. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of MK 886
on the cell influx into the joints measured at 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). MK 886 (0.3 or 3 mg kg™~" i.p.) was injected 30 min prior to
or 2 h after the zymosan. All groups but the control animals received
zymosan. The control group was given saline (i.a.). The non-treated group
was given saline i.p. followed by the zymosan. MK 886 significantly
(P<0.05) reduced the cell influx regardless of the injection strategy. Results
are expressed as the mean+S.E.M. of total leukocytes at 6 h of zymosan
arthritis; n=6 animals for each group. 'P<0.05 compared to control;
*P<0.05 compared to zymosan i.a.
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Fig. 3. (A) Effect of the administration of sodium montelukast on the
articular incapacitation in zymosan arthritis. Sodium montelukast (10 mg
kg~ ' per os) was injected 30 min prior to and 2 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). The articular incapacitation was measured hourly, as the
increase in the paw elevation time, over 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). All groups but the control animals received zymosan. The
control group was given saline (i.a.). The non-treated group was given
saline ip. followed by the zymosan. Results are expressed as the
mean+S.E.M. of maximal paw elevation time; n=6 animals for each
group. 'P<0.05 compared to control. (B) Effect of sodium montelukast
on the cell influx into the joints measured at 6 h after injection of 1 mg
zymosan (i.a.). Sodium montelukast (10 mg kg~ per os) was injected 30
min prior to and 2 h after the zymosan. Results are expressed as the
mean+S.E.M. of total leukocytes; n=6 animals for each group. ‘P<0.05
compared to control.

2.5. Drugs and reagents

Zymosan and MK 886 were purchased from Sigma, St.
Louis, USA; BWA,C was a kind donation of Wellcome,
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Fig. 4. Effect of the prophylactic or therapeutic administration of BWA4C
on the articular incapacitation in zymosan arthritis. The articular incapa-
citation was measured hourly, as the increase in the paw elevation time,
over 6 h after injection of 1 mg zymosan (i.a.). BWA4C (10 pg i.a.) was
injected 30 min prior to or 2 h after the zymosan. All groups but the control
animals received zymosan. The control group was given saline (i.a.). The
non-treated group was given saline i.a. 30 min before the zymosan. BWA,C
significantly (P<0.05) reduced the articular incapacitation when given
prophylactically. Results are expressed as the mean+S.E.M. of maximal
paw elevation time; n=6 animals for each group. 'P<0.05 compared to
control; *P<0.05 compared to zymosan.
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London, UK. Sodium montelukast was purchased from
Merck Sharp Dohme, Sao Paulo, Brazil. The leukotriene By
and prostaglandin E, ELISA kits were purchased from
Cayman Chem., USA.

2.6. Statistics

Results are expressed as meanzstandard error of the
mean (S.E.M.). Statistically significant differences between
groups were analyzed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s test. P<0.05 was considered
significant.

3. Results
3.1. Effect of systemic leukotriene blockade

The effect of the administration of MK 886 and sodium
montelukast on the articular incapacitation of rats subjected
to the zymosan arthritis is shown in Figs. 1 and 3,
respectively. MK 886 significantly (P<0.05) inhibited the
articular incapacitation both when given prophylactically
and therapeutically. Sodium montelukast had no effect on
the articular incapacitation.

The effect of the prophylactic or therapeutic admin-
istration of MK 886 or sodium montelukast on the cell
influx into the joint exudates of rats subjected to the
zymosan arthritis is shown in Figs. 2 and 3, respec-
tively. Whereas MK 886 significantly inhibited the cell
influx, sodium montelukast did not modify the cell
influx.

3.2. Effect of local leukotrienes synthesis blockade

Fig. 4 illustrates the effect of the administration of
BWA,C i.a. showing that this compound provoked a
significant reduction of the articular incapacitation when
injected prophylactically (P<0.05). Though there was a
30% reduction of the articular incapacitation when BWA,C
was injected therapeutically, it did not reach statistical
significance.

Table 1
Effect of MK 886 on leukotriene B, and prostaglandin E, levels released
into the joint exudates in zymosan-induced arthritis

Leukotriene Prostaglandin
By (pg/ml) E; (ng/ml)
Zymosan 200+14.7 1656143
Zymosan+ 158+7.75* 1758+21
MK 886

Rats were given 1 mg zymosan (i.a.). Leukotriene B, and prostaglandin E,
levels released into the joint exudates at 6 h of arthritis were measured using
ELISA. MK 886 (3 mg kg ' i.p.) was given 30 min prior to the zymosan.
Data represent mean+S.E.M.; n=6 animals for each group.

* P<0.05 compared to zymosan.

3.3. Effect of MK 886 on leukotriene levels

Table 1 shows that the administration of MK 886
significantly reduced the levels of leukotriene B4, but not
of prostaglandin E,, obtained in the synovial exudates of
rats, 6 h after the injection of zymosan, as compared to the
non-treated group (P>0.05).

4. Discussion

The present study demonstrates, for the first time, that
both local and systemic blockade of leukotrienes synthesis,
but not the antagonism of cysteinyl leukotrienes receptors,
inhibit articular incapacitation in an experimental arthritis
model. Articular incapacitation, as measured in the present
study, was shown to be inhibitable by classic analgesic and
anti-inflammatory compounds using carrageenin as the
inciting agent (Tonussi and Ferreira, 1992). Though oedema
could be responsible for the articular incapacitation,
previous data argue against this premise. Actually, intra-
articular injection of dextran, despite eliciting joint oedema,
does not lead to articular incapacitation (Tonussi and
Ferreira, 1992). Moreover, the administration of nitric oxide
synthase inhibitors prior to zymosan inhibits the articular
incapacitation, while not altering joint oedema (Rocha et al.,
2002). Apparently, local release of inflammatory mediators
and cell infiltration would account for the articular
incapacitation. In the present study, we used this parameter
as a measure of hyperalgesia happening in the inflamed
joint.

We observed that the leukotrienes synthesis inhibitor MK
886 reduced the hyperalgesia in zymosan-induced arthritis
regardless of being administered prophylactically or ther-
apeutically. The fact that MK 886 significantly reduced
leukotriene B4 levels in the joint exudates, while not altering
prostaglandin E, release, point to a specific pharmacological
activity of MK 886 as a 5-lipoxygenase inhibitor in this
model. Using an immunecomplex arthritis model in rats, we
have shown that leukotriene By, is released as early as 5 min
after induction of arthritis (Rocha et al., 1997). In the
zymosan-induced arthritis model in rats, we have obtained a
significant release of leukotriene B, as early as 1 h after
injection of the zymosan (our unpublished data). Since the
cell influx into the joints in zymosan-induced arthritis starts
at least 2 h after injection of the zymosan, it is clear that the
production of leukotriene B, precedes the influx of the cells.
Although neutrophils may be involved in the production of
leukotrienes in this model, other cells, such as the resident
synoviocytes, might also account for the almost immediate
release of leukotriene B, after injection of the zymosan.
Moreover, as MK 886 could prevent the inflammatory
hyperalgesia and neutrophil influx when given after the
administration of zymosan, it is reasonable to suppose that
there is a sustained production of leukotriene B, that is
preventable by the therapeutic administration of MK 886.
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Similarly to what was observed with MK886, the intra-
articular injection of the leukotriene synthesis inhibitor
BWA,C also significantly reduced the hyperalgesia. How-
ever, this effect reached statistical significance only when
the compound was given prophylactically. BWA,4C is an
acetohydroxamic acid which activity probably derives from
the direct inhibition of the 5-lipoxygenase enzyme that is a
rate-limiting enzyme in the leukotriene synthesis (Tateson et
al., 1988). After oral administration, BWA,C was shown to
be more potent in inhibiting leukotriene B4 synthesis rather
than neutrophil influx after the subplantar injection of
carrageenin in rats (Higgs et al., 1988). The dose of BWA,C
(10 pg/joint) used in the present study was shown to be able
to inhibit eosinophil chemotaxis in an antigen-induced
pleuritis (e Silva et al., 1992). Taken together, these results
strongly argue for a participation of leukotrienes, mainly
leukotriene By, in the inflammatory hyperalgesia in zymo-
san-induced arthritis.

As alluded to above, it has been proposed that the
hyperalgesic activity of leukotriene B4 is linked to its
ability to promote neutrophil trafficking (Levine et al.,
1984). Based on the well-known chemotactic activity of
leukotriene By, we evaluated the cell influx into the joints.
Our data have shown that the compound MK 886
significantly inhibited the cell influx in zymosan arthritis
both when injected prophylactically and therapeutically. In
the immunecomplex arthritis model in rats, we have shown
that MK 886 also inhibited neutrophil migration, an effect
that was associated with decreased release of leukotriene
B, into the joint exudates (Rocha et al., 1997). Previous
data obtained by our group suggest that joint hyperalgesia
and neutrophil influx may be independent phenomena in
zymosan arthritis. In this model, neutrophil influx is
maximal at 6 h of arthritis, whereas the articular
incapacitation, assumed as reflecting joint hyperalgesia,
peaks between 3 and 4 h after injection of the zymosan
(Rocha et al., 1999). Moreover, in the immunecomplex
arthritis model, there is no demonstrable articular incapa-
citation, despite the neutrophil influx being similar to what
is observed in zymosan arthritis (Rocha et al., 1999).
However, based on the inhibitory effects of MK 886 on
both neutrophil influx and hyperalgesia, our present data
suggest that the analgesic effect obtained after leukotriene
synthesis blockade is associated with and may be
secondary to a reduction in neutrophil trafficking into the
joints. The fact that the compound MK 886 reversed the
inflammatory hyperalgesia and the leukotriene B, release
into the joint exudates, without altering prostaglandin E,
levels, argues for a major role of leukotrienes in the pain
development in this model.

A previous study has shown that the selective leuko-
triene B, receptor antagonist LY293111Na inhibited the
oedema and the neutrophil influx as well as cartilage and
bone destruction in an antigen-induced arthritis model in
guinea pigs. However, in that same study, LY293111Na
showed only a slight inhibitory effect in the paw oedema

of the antigen-induced arthritis model in rats (Kuwabara et
al., 2002). Our data showing that leukotriene By is involved
in the articular incapacitation and neutrophil influx,
however, argue for an important role for this mediator in
rat arthritis. The different compounds and stimuli used
might explain this apparent discrepancy between the two
studies.

The ability of cysteinyl leukotrienes to promote increase
in vascular permeability and to contract the inferior airways
in hypersensitivity reactions has prompted the use of these
compounds as a treatment option in asthmatic patients.
Zafirlukast, a selective cysteinyl receptor antagonist, was
recently shown to inhibit the inflammatory nociception after
injection of carrageenin into the rat paw, a peripherally
mediated pain model (Jain et al., 2001). However, in that
same study, zafirlukast did not inhibit the centrally mediated
pain evoked in the tail-flick and the acetic acid writhings test
in mice. To our knowledge, there are no studies on the
antinociceptive effect of cysteinyl receptor antagonists using
arthritis models. Our data have shown that sodium
montelukast did not inhibit either the inflammatory hyper-
algesia or the cell migration into the joint exudates in
zymosan arthritis. Montelukast and zafirlukast are consid-
ered equipotent in antagonizing cysteinyl leukotrienes
(Coreno et al., 2000; Ravasi et al., 2002). In the above-
mentioned study, the administration of either 2.5 or 5.0 mg/
kg of zafirlukast significantly inhibited the hyperalgesia
after carrageenin injection into the rat paw (Jain et al.,
2001). Thus, the possibility of insufficient dose of sodium
montelukast to explain our present results seems unlikely.
Overall, these results reinforce the idea that leukotriene By,
rather than cystenyl leukotrienes, is the main product of 5-
lipoxygenase responsible for cell influx and hyperalgesia in
the model.

The importance of leukotriene B, in arthritis cannot be
overemphasized. A very recent clinical study has shown that
an orally active leukotriene B, antagonist provided almost
complete inhibition of the expression of the adhesion
molecule CDI11B/CDI18 in the peripheral leukocytes from
patients with rheumatoid arthritis, thus prompting the need
for clinical studies to evaluate the possible clinical benefit of
such compounds to these patients (Alten et al., 2004).

In summary, this study presents evidence that leukotriene
B, is involved in both the influx of polymorphonuclear
neutrophils into the joints and in the development of
inflammatory hyperalgesia in the zymosan-induced arthritis
in rats. Taking into account the well-known analgesic effect
of the cyclooxygenase inhibitors, the designing of com-
pounds able to inhibit both cyclooxygenase and lipoxyge-
nase metabolites, mainly leukotriene B,, may provide better
analgesia in inflammatory arthropathies.
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