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RESUMO

A atividade antidrébmica nas fibras aferentes primarias causada por reflexos da raiz dorsal
(RRDs) pode interferir na inflamagao periférica. Tendo em vista este aspecto, o objetivo deste
trabalho foi investigar o efeito da morfina e da via L-arginina/ Oxido Nitrico (NO)/ GMPc, intratecal no
edema e migragédo de neutrofilos induzidos por carragenina. Para indugdo do edema inflamatério,
ratos Wistar machos (250 - 350 g) receberam carragenina subcutanea (150 pg/ 50 ul) na pata
posterior esquerda. Avaliou-se o edema de pata pelo aumento de volume (ml) e a migragao de
neutréfilos pela dosagem da atividade da enzima mieloperoxidadase (MPO). As drogas em estudo
foram administradas por via intratecal, num volume maximo de 20 pl, 30 minutos antes da aplicagéo
de carragenina. Morfina (37 nmol) inibiu o edema de pata, sendo que o inibidor de corticosteroide
Aminoglutetimida (50 mg/kg, v.o., 90 minutos antes do tratamento intratecal) ndo modificou este
efeito. Morfina ndo causou alteracdo na atividade da enzima MPO. O inibidor da sintese de NO, NC-
nitro-L-arginina (L-NNA), em doses menores (0,01 e 0,03 nmol) potencializou o edema de pata e em
doses maiores (3 e 30 nmol) o inibiu. O precursor da sintese de NO, L-arginina (0,015 nmol) preveniu
o efeito da dose menor de L-NNA (0,01 nmol), no entanto, L-arginina (4,5 nmol) ndo preveniu o efeito
da dose maior de L-NNA (3 nmol). A co-administragcdo de L-NNA (3 pmol) ou do inibidor da guanilato
ciclase, 1H-oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ, 10 nmol), com a morfina (37 nmol) preveniu o
efeito anti-edematogénico da morfina. ODQ também preveniu o efeito anti-edematogénico do doador
de NO, S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP, 3 nmol). O tratamento intratecal ndo alterou o edema
induzido por carragenina na pata anterior, sugerindo que a manipulagao intratecal com estas drogas
ndo apresentou efeito sistémico. Estes resultados sugerem a participagdo da via L-arginina/ NO/
GMPc medular no efeito anti-edematogénico da morfina administrada por via intratecal. A
manipulagdo medular com estes agentes pode modular a deflagracdo de RRDs nos aferentes

primarios e, consequentemente, influenciar o componente neurogénico da inflamagéo.

Palavras-chave: Edema inflamatorio. Reflexo da raiz dorsal. Morfina. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

The antidromic activity observed in the primary afferent fibers as a consequence of dorsal root
reflexes (DRRs) can modulate the peripheral inflammation. The aim of this work was to investigate the
effect the intrathecal administration of morphine and the spinal L-arginine/ Nitric oxide (NO)/ cGMP
pathway in carrageenan-induced edema and neutrophil migration. Male Wistar rats (250-350 g)
received carrageenan (150 pg/ 50 pul, subcutaneous) in the left hindpaw. Edema was measured as
paw volume increased (ml), and neutrophil migration by the dosage of myeloperoxidase (MPO)
activity. The rats received intrathecal injections of drugs (20 pl) 30 minutes before carragenan
treatment. Morphine (37 nmol) inhibited of the inflammatory paw edema, but had no effect on
neutrophil migration. The corticosteroid inhibitor, Aminoglutethimide (50 mg/kg, v.0.), administered 90
min before morphine injection, did not modify the morphine effect. The nitric oxide sintase inhibitor, L-
NNA (0.01 e 0.03 nmol) promoted increase of the paw edema. However, at higher doses this drug (3
and 30 nmol) inhibited the paw edema. The NO precursor, L-arginine (0,015 nmol) prevented the L-
NNA effect in dose of 0.01 nmol, but L-arginine (4,5 nmol) did not prevent the L-NNA effect in dose of
3 nmol. The co-administration of L-NNA (3 pmol) or ODQ (a guanylate cyclase inhibitor, 10 nmol) with
morphine (37 nmol) prevented the anti-edematogenic effect of morphine. ODQ also prevented the
anti-edematogenic effect of SNAP (a NO donors, 3 nmol). The intrathecal treatment did not modify the
edema induced by carrageenan given in the forepaw suggesting that intratecal manipulation with
these drugs had no systemic effect. These results suggest that there is participation of spinal cord L-
arginine/ NO/ cGMP pathway in the anti-edematogenic effect of morphine via modulation of dorsal root

reflex and neurogenic inflammation.

Key words: Inflammatory edema. Dorsal root reflexe. Morphine. Nitric oxide.
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1 INTRODUGAO

1.1 EDEMA INFLAMATORIO

O edema constitui um dos sintomas de grande relevancia em um processo
inflamatdrio tecidual e é consequéncia de uma série de alteracbes no tecido
vascular. Estimulos que produzem trauma tecidual, por exemplo, sdo capazes de
desencadear eventos vasculares associados ao desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria que tem como resultado, entre outros, o desenvolvimento de edema
inflamatorio (Rang et al., 2003).

Os eventos vasculares ocorrem imediatamente apds um estimulo inflamatério
e compreendem alteracdes do fluxo e do calibre dos vasos sanguineos. Inicialmente
ocorre vasoconstricdo transitéria das arteriolas que € seguida por vasodilatagédo
promovendo assim o aumento do fluxo sanguineo no foco inflamatorio (hiperemia) o
que, por sua vez, causa ruborizagdo (eritema). A estase do sangue no foco
inflamatdrio associada ao aumento da permeabilidade das vénulas pos-capilares tem
como consequéncia a exsudagao de liquido plasmatico do sangue para os tecidos.
Este extravasamento de liquido, rico em proteinas plasmaticas, reduz a pressao
osmotica intravascular e aumenta a pressdo osmoética do liquido intersticial. Este
fenbmeno, associado ao aumento da pressdo hidrostatica secundaria a
vasodilatagdo, contribui para a saida de liquido do sangue para o meio intersticial
formando o edema inflamatorio (Cotran et al.,, 1999). O liquido extravasado contém
uma variedade de mediadores inflamatdrios que podem influenciar a atividade das
células adjacentes e os proprios vasos sanguineos. Dentre eles encontram-se os

componentes de quatro cascatas enzimaticas: o sistema complemento, o sistema de



coagulacao, o sistema fibrinolitico e o sistema das cininas. Os componentes destes
sistemas interagem entre si de forma complexa, modulando, amplificando e
otimizando a resposta inflamatéria (Rang et al., 2003).

Os eventos celulares referem-se a participacdo de células no processo
inflamatorio. Dentre as células envolvidas na inflamagdo, algumas (células
endoteliais, mastocitos e macrofagos teciduais) estdo normalmente presentes nos
tecidos, enquanto outras (plaquetas e demais leucécitos) tém acesso a area de
inflamagcdo a partir do sangue. Uma vez estimuladas ou lesadas, as células
inflamatorias sintetizam e liberam mediadores (por exemplo, histamina e citocinas)
que, juntamente com os mediadores plasmaticos (por exemplo, bradicinina) irdo
modificar e regular os elementos vasculares e celulares. Estas células também
geram metabdlitos do acido araquidénico (prostaglandinas) e tém capacidade de
fagocitar.

Quando ha dano tecidual ou se ocorrer processo infeccioso, a resposta
celular aguda pode ocorrer dentro de poucas horas. A caracteristica desta fase é o
aparecimento de células polimorfonucleares ou granuldcitos, principalmente
neutrofilos, nos tecidos. Estas células, que se encontram no sangue, deverao passar
através do vaso sanguineo para o tecido, atraidas por fatores quimiotaticos
(promovem a quimiotaxia/migragdo de células) num fendmeno denominado
migragédo celular. Alguns fatores quimiotaticos incluem a interleucina - 8 (IL-8), o
peptideo formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP, um produto bacteriano), o fator do
complemento C5a e o leucotrieno B4 (LTB4). A migracdo celular € um evento
constituido de alguns passos: (1) Marginagdo: as células migram para as
proximidades da parede vascular; (2) Rolamento: as células entram em contato com

a parede vascular através de moléculas de adesao (selectinas) que promovem uma



ligacéo fraca entre as células e o endotélio; (3) Adesé&o: as células inflamatdrias se
aderem mais fortemente a parede do endotélio vascular através de moléculas de
adesao, principalmente ICAMs (presentes na parede vascular) e integrinas
(presente nas células) e (4) Diapedese: passagem dessas células para o meio
intersticial. Uma das primeiras células a migrarem para o foco inflamatoério sdo os
neutrofilos. Uma vez no tecido estas células além de fagocitarem o corpo estranho
também liberam substancias altamente destrutivas ao microorganismo. Outra célula
importante € o mondcito/ macréfago, também com grande capacidade fagocitica e
que participa da inflamagdo um pouco mais tardiamente contribuindo para a
resolucédo do processo. Esta célula € chamada de mondcito quando esta no sangue
circulante porém, apds migrar para o tecido, passa a se chamar macrofago (Walzog
e Gaehtgens, 2000; Rang et al., 2003).

Ha ainda a participacao ativa das células neuronais no processo inflamatorio.
Sabe-se que 0s neurdnios sensoriais ndo s6 conduzem os estimulos dos tecidos
lesados para o sistema nervoso central, sendo sua classica fungao aferente, mas
também que funcionam como ‘eferentes neurosecretores’, ou seja, sdo capazes de
sintetizar e secretar substancias denominadas neuropeptideos através de suas
terminacdes periféricas, estas substancias por sua vez, sdo consideradas como os
mediadores do componente neurogénico da inflamagdo nos tecidos periféricos

(Maggi e Melli, 1988; Fantini et al., 1995).



1.1.1 Componente Neurogénico da Inflamacéo

O componente neurogénico da inflamagao corresponde a participagdo dos
neurdnios sensoriais como secretores de substancias que podem interferir no
processo inflamatorio periférico. As principais fungdes deste componente incluem a
vasodilatacao arteriolar e o extravasamento plasmatico (Szolcsanyi, 1988), juntos
estes fatores contribuem para a formacao do edema inflamatoério.

A funcao efetora dos terminais aferentes primarios € iniciada pela liberagao de
peptideos vasoativos, tais como substancia P (SP), neurocinina A, B e K (NKA, NKB
e NKK), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e polipeptideo
vasoativo intestinal (VIP) (Holzer, 1988; Maggi, 1995; Meyer et al., 2006).

A SP e bem como outras taquicininas, tais como, NKA e NKB, causam
extravasamento plasmatico (Lembeck e Holzer, 1979; Ferrell e Russell, 1986;
Jacques et al., 1989) e seus efeitos sdo mediados via receptores NK1, NK2 e NK3,
respectivamente (lwamoto e Nadel, 1989). O extravasamento plasmatico resultante
da estimulagcdo sensorial é prevenido por antagonistas de taquicininas,
especialmente antagonistas de receptor NK1 (Lembeck et al., 1992). A SP também
causa vasodilatacdo (Lembeck e Holzer, 1979), indiretamente por liberar histamina
dos mastocitos, ou agindo diretamente na vasculatura (Meyer et al., 2006). Estas
acdes da SP contribuem para a formagdo do edema inflamatorio (Escott e Brain,
1993). Outras agdes da SP liberada perifericamente incluem o aumento da
proliferagdo e da fungao das células T (Payan et al., 1983); ativagdo da produgao de
citocinas pelos mondcitos (Jeurissem et al., 1994); aumento da expresséo de
moléculas de adesé&o nas células endoteliais (Nakagawa et al., 1993).

O CGRP & um potente indutor de vasodilatagcao (Brain e Willians, 1985). Esta

vasodilatacdo nao depende da liberacdo de mediadores inflamatorios como a



histamina ou as prostaglandinas, mas parece ser devida a dilatagdo das arteriolas
(Brain et al., 1985). O antogonista de CGRP (CGRPs.37) inibe parcialmente a
formagao de edema produzido por estimulagdo de um nervo cutaneo, sugerindo que
a vasodilatacdo resultante da liberagdo de CGRP das terminacdes sensoriais
periféricas contribuem para a formag&o do edema (Escott e Brain, 1993).

Embora a agdo efetora dos neurbnios sensoriais seja atribuida, em parte, a
um reflexo axonal local estimulado pela lesdo, esta também € decorrente da
estimulagcédo destes mesmos neurdénios no corno dorsal da medula espinhal (Rees et
al., 1994; Sluka et al., 1995b). As fibras sensoriais que podem contribuir para o
desenvolvimento da inflamagdo neurogénica, sdo as fibras C e Ad, consideradas
fibras nociceptivas (Willis, 1999; Lin et al., 2000). Lin et al. (1999), demonstraram
que parte da vasodilatagdo e do edema apds uma injecdo intradérmica de
capsaicina ocorre por uma atividade antidrdmica mediada pela medula espinhal,

decorrente de um reflexo que pode ser registrado na raiz dorsal.

1.2 REFLEXO DA RAIZ DORSAL

A entrada da informagdo sensorial no sistema nervoso central € realizada
através do corno dorsal da medula espinhal, pelas raizes dorsais, sendo que a
atividade motora emerge a partir do corno ventral. Todavia, Gotch e Horsley (1891)
detectaram que sob algumas circunstancias uma atividade pode ser detectada
emergindo da medula espinhal através das raizes dorsais, ou seja, “percorrendo” de
forma antidrémica as fibras sensoriais primarias. Esta “descarga direta para tras” de
Gotch e Horsley tem sido objeto de investigacdes e é relatada como Reflexo da Raiz

Dorsal (RRD) (Willis, 1999).



O mecanismo envolvido da deflagragdo do RRD envolve um processo de
despolarizagdo das fibras aferentes nociceptivas na medula espinhal, denominada
PAD (primary afferent depolarization). Esta despolarizagdo é parcialmente
responsavel por um tipo de inibicdo conhecida como inibicdo pré-sinaptica, por
causar uma inativagao de canais de sodio e de calcio, e um aumento na condutancia
de ions cloreto (CI) e ions potassio (K'), estas agdes resultam na redugdo da
amplitude dos potenciais de agcdo que invadem os terminais pré-sinapticos. A
reducao do tamanho do potencial de agéo pré-sinaptico pode resultar em um menor
influxo de fons Ca®" para dentro do terminal pré-sinaptico e, assim, diminuir a
quantidade de neurotransmissor a ser liberada (Willis, 2006).

A inibicdo pré-sinaptica e a PAD podem ser bloqueadas por antagonistas de
receptores GABA,, implicando a participagao de interneurénios que liberam o acido
gama aminobutirico (GABA) nestes processos. A razdo pelas quais os terminais
aferentes s&o despolarizados explica-se pela alta concentragdo de ions CI" nos
neurdnios aferentes primarios. Sendo que a ativagdo de receptores GABAa, abre os
canais de cloreto, ocorre um efluxo destes ions, resultando em despolarizagéo. A
alta concentragdo de ions CI" no interior destas células é mantida por um co-
transportador de Na'-K*-Cl", que carreia dois ions CI', um Na* e um K" através da
membrana celular para dentro do citoplasma (Willis, 1999; Willis, 2006).

Embora a PAD seja normalmente um evento inibitorio, pode ser convertido
em um mecanismo excitatorio se o RRD for deflagrado. Por exemplo, durante um
processo inflamatério periférico, o processo de PAD ¢é intensificado o suficiente para
evocar um potencial de acdo que pode ser conduzido centrifugamente e liberar
neuropeptideos no tecido periférico, assim como liberar neurotransmissores no

corno dorsal por uma agéo centripeta (Willis, 1999).



A manipulacdo espinhal de alguns neurotransmissores pode modular a
despolarizagdo das fibras aferentes e consequentemente modificar um evento
inflamataorio periférico (Rees et al., 1994). O bloqueio espinhal de receptores GABAa
(Sluka et al., 1993) e ndo-NMDA (N-metil-D-aspastato) (Sluka et al., 1994) reduziram
o edema em articulagdo inflamada com carragenina. O bloqueio de receptores nao-
NMDA também aboliu quase completamente os reflexos da raiz dorsal e preveniu o
flare (regido avermelhada ao redor do sitio de les&do) e o edema causados por
injec&o intradérmica de capsaicina (Lin et al., 1999). Uma possivel explicagdo para
este fato € que os terminais centrais dos aferentes primarios liberam aminoacidos
excitatérios, como o glutamato, o qual ativa receptores n&o-NMDA nos
interneurdnios GABAérgicos, causando, entdo, liberagdo de GABA que ira agir em
receptores localizados nos terminais centrais dos aferentes primarios (Figura 1)
(Sluka et al., 1995b; Willis, 1999). Os receptores NMDA também estdo presentes
nestes terminais aferentes, mas sao considerados auto-receptores, por responderem
mais a liberagdo de glutamato dos proprios aferentes do que ao glutamato liberado

de interneurénios (Willis, 1999).



A B
REFLEXO AXOMAL

REFLEXO DA RAIZDORSAL

Célula do
Génglio da raiz
dorsal 1 Néo-NMDA
2 GABA
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Figura 1 - llustracdo do Reflexo Axonal e do Reflexo da Raiz Dorsal. Em A, a injegéo
intradérmica de capsaicina causa vasodilatagdo local por um mecanismo denominado reflexo axonal,
bem como ativacdo da via nociceptiva na medula. Em B, a injecdo de capsaicina ativa circuitos
medulares que resultam no reflexo da raiz dorsal, o qual produz vasodilatagdo na regido adjacente a
lesdo. O circuito do corno dorsal envolve receptores de glutamato ndo-NMDA e receptores GABA,, €
a informagao nociceptiva é transmitida para neurénios de projegao via ativagéo de receptores NMDA
(Modificado de Willis, 1999).

Estudos imunohistoquimicos mostram que os terminais centrais dos neurdnios
aferentes primarios no corno dorsal da medula espinhal sdo imunopositivos para o
glutamato, mas n&o para o GABA (De Biasi e Rustioni, 1990; Phend et al., 1992).
Estes dados estdo de acordo com a explicagcdo de que os terminais aferentes
liberam glutamato no corno dorsal da medula espinhal, que ira agir nos
interneurdnios. Por outro lado, a maioria dos interneurdnios sao imunopositivos para
GABA (Todd e Mckenzie, 1989). Morfologicamente, a interacdo dos interneurénios
GABAérgicos com os terminais aferentes ocorre via sinapses axoaxbnicas ou
dendroaxénicas, sendo estes interneurdnios pré-sinapticos, ou seja, seu conteudo é
liberado e age nas fibras dos terminais aferentes, considerados neste caso como

pos-sinapticos (Barber et al., 1978; Bernardi et al., 1995).
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Valtschanoff et al. (1992) e, mais tarde, Bernardi et al, (1995) mostraram uma
co-localizacdo no corno dorsal da enzima éxido nitrico sintase com cerca de um
terco dos interneurdnios positivos para GABA, porém estas células nao se
apresentaram como pré-sinapticas aos aferentes nociceptivos, ou seja, o0s
mediadores, como GABA e o 6xido nitrico liberados destes interneurénios néo
estariam agindo nas terminagbes dos aferentes primarios. Porém, mesmo nao
estando presente na maioria dos interneurénios (os dois tergos restantes), o 6xido
nitrico por ser um gas altamente difusivel, pode agir em varios circuitos do corno
dorsal (Bredt e Snyder, 1992), sugerindo um possivel papel modulatorio deste
mediador sobre os impulsos recebidos da periferia bem como na atividade
GABAérgica envolvida na deflagracéo dos reflexos da raiz dorsal.

Os neurdnios aferentes primarios, incluindo os nociceptores, contém uma
variedade de receptores em toda sua extensdo. O papel destes receptores na
despolarizagdo dos aferentes primarios ou na inibigdo pré-sinaptica é ainda incerto.
Porém, alguns destes receptores estdo envolvidos na inibigdo pré-sinaptica sem
deflagrar despolarizagdo, como € o caso dos receptores GABAg e dos receptores
opidides. GABA agindo em receptores GABAg causa inibicdo pré-sinaptica por
bloqueio dos canais de Ca**-voltagem-dependentes ou aumento da condutancia a
ions K*, todavia, os aferentes primarios ndo sdo despolarizados. Os opioides, ao
agirem em seus receptores localizados nos terminais aferentes, ao mesmo tempo

N e wp e

pré-sinaptica (Willis, 1999).
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1.3 OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) € uma molécula importante na sinalizag&o intracelular e
intercelular. Esta envolvido na regulacdo de diversos mecanismos fisioldgicos e
patologicos de varios sistemas, incluindo o sistema nervoso, cardiovascular e
imunologico. O NO pode agir como mediador biolégico similar a um
neurotransmissor no sistema nervoso, podendo regular o ténus dos vasos
sanguineos no sistema vascular bem como atuando como um importante efetor de
defesa no sistema imune (Aktan, 2004).

O NO é um gas radical livre, de baixo peso molecular e que por sua polaridade
se difunde rapidamente do seu sitio de formagdo para seu sitio de acdo. A
biossintese do 6xido nitrico no organismo é realizada a partir da L-arginina e do
oxigénio molecular. Esta reacdo requer co-fatores como o NADPH (fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo), o FMN (flavina mononucleotideo), o FAD
(flavina adenina nucleotideo), o BH,4 (tetrahidrobiopterina) e um grupo ferro-heme.
Em geral, a reacdo consiste na conversdo do aminoacido L-arginina em NO e
citrulina via N"-hidroxi-L-arginina (NOHarginina) como um intermediario (Figura 2)
(Stuehr et al., 1991; Moncada e Higgs, 1993; Mayer e Hemmens, 1997; Alderton et
al., 2001).

A produgdo de Oxido nitrico é catalisada por uma familia de enzimas
denominada Oxido nitrico sintase (NOS — nitric oxide synthase) (130-160 kDa).
Foram identificadas trés isoformas, as quais sdo produtos de genes diferentes, tém
localizagdo, regulacdo e propriedades cataliticas distintas. As isoformas sao
referidas pelas seguintes nomenclaturas: nNOS (nitric oxide synthase neuronal,

também conhecida como Tipo I, NOS-I e NOS-1), encontrada predominantemente
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em tecidos neuronais; iINOS (nitric oxide synthase inducible, também conhecida
como Tipo Il, NOS-Il e NOS-2), isoforma induzivel em muitas células e tecidos; e a
eNOS (nitric oxide synthase endothelial, também conhecida como Tipo IIl, NOS-IIl e
NOS-3), presente nas células endoteliais. No passado, as isoformas eram
diferenciadas por sua expressao constitutiva (eNOS e nNOS) ou induzida (iNOS) e
por serem calcio-calmodulina (Ca?/ CAM)-dependentes (eNOS e nNOS) ou nio
(INOS) (Alderton et al., 2001). Embora a nomenclatura dada as isoformas destas
enzimas tenha sido baseada no tecido onde elas foram originalmente purificadas,
existem evidéncias de que elas podem estar presentes em outros tecidos (Moncada

et al., 1997; Michel e Feron, 1997).

NADPH

NADP* L-ARGININA
H* 0,
CITRULINA
NO

Figura 2 — Esquema da reagao catalisada por NOS e seus co-fatores. NADPH doa elétrons (e)
para o dominio redutase da enzima e continua via carregadores redox FAD e FMN para o dominio
oxigenase. Entdo, interagem com um grupamento ferro-heme e BH, no sitio ativo para catalisar a
reagao de oxigénio com L-arginina, gerando citrulina e NO como produtos. O fluxo de elétrons através
do dominio redutase requer a presenca de cacio-calmodulina (Ca?*/CaM) (Modificado de Alderton et

al., 2001).
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Sob condigbes fisiolégicas, o NO é oxidado a Nitrito (NO’2) e Nitrato (NO3).
Em baixas concentracdes e na auséncia de proteinas e metais os quais contribuem
pra sua destruicdo, a decomposi¢cdo de oxido nitrico pode ser lenta (Denninger e
Marletta, 1999). A estrutura eletronica faz da molécula de NO um excelente ligante
de grupamentos heme, presente em enzimas como a guanilato ciclase (ativada até
mesmo em concentragdes baixas de Oxido nitrico), e a propria enzima oxido nitrico
sintase (Assreuy et al., 1993; De Alba et al., 1999).

A enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) é o principal alvo para as agdes do
NO. Esta enzima catalisa a conversdo de guanosina 5'-trifosfato (GTP) em
guanosina 3’, 5-monofosfato ciclico (GMPc) (Denninger e Marletta, 1999). O GMPc
€ um segundo mensageiro que pode agir através de proteinas quinases,
fosfodiesterases ou diretamente em canais idnicos, promovendo diversos efeitos
conforme o tipo de célula e tecido (Ignarro et al., 1992; Moncada e Higgs, 1991).

Existem evidéncias consideraveis quanto a importancia do NO na transmissao
nervosa, podendo agir como um neurotransmissor ou neuromodulador tanto no
sistema nervoso central (Garthwaite, 1991; Meller e Gebhart, 1993) quanto no
sistema nervoso periférico (Ferreira et al., 1991; Duarte et al., 1992). Além disso,
estudos imunohistoquimicos revelam que a enzima 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS), esta localizada constitutivamente nos neurénios e em algumas fibras do
corno dorsal superficial (substancia gelatinosa) da medula espinhal (Dun et al., 1992;
Valtschanoff et al., 1992), uma area vital para a integragdo dos impulsos
nociceptivos periféricos (Kumazawa e Perl, 1978). Embora a enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) n&o seja normalmente expressa no cérebro e na medula,
quando estimulada adequadamente, por exemplo, por citocinas, € capaz de

sintetizar 6xido nitrico em concentragbes nanomolares, ou seja, 100-1000 vezes
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maiores que a produgéo por nNOS (Kuo e Abe, 1995).

Na medula espinhal, o 6xido nitrico atua como um modulador da atividade
neuronal. Sua agao nos mecanismos de processamento nociceptivo do corno dorsal
ainda é incerta. Sabe-se que, sob condigbes patoldgicas de dor, como por exemplo
durante uma inflamacéo periférica, a intensidade de estimulos dolorosos que chega
ao corno dorsal causa aumento do influxo de Ca?* via ativagdo de receptores NMDA,
bem como ativa a enzima éxido nitrico sintase, aumentando assim, a producéo de
oxido nitrico (Woolf e Salter, 2000). Por este motivo, muitos trabalhos apontam o NO
como um mediador pro-nociceptivo (Meller et al., 1992; Malmberg e Yaksh, 1993;
Sakurada et al., 1996; Machelska et al., 1999), enquanto outros apontam como anti-
nociceptivo, como Hoheisel et al. (2000) que mostraram que o NO tem efeito
depressor ténico da atividade basal dos nociceptores no corno dorsal da medula,
atividade que € responsavel pela parestesia e dor espontdanea em pacientes com
neuropatia. Outro estudo mostra que o NO inibe a neurotransmissdo excitatoria
mediada por correntes induzidas por NMDA na substancia gelatinosa (Nicholson et
al., 2004), e ainda, parece estar envolvido na mediagdo da resposta antinociceptiva
da norepinefrina no corno dorsal (Chiari et al., 2000; Chen et al., 2000).

Além das evidéncias do efeito anti-nociceptivo do NO medular, outros
trabalhos também demonstraram que o efeito de algumas substéncias analgésicas
periféricas nao-opidides, como o mirceno e a dipirona (Duarte et al., 1992), o
diclofenaco (Tonussi e Ferreira, 1994), bem como o efeito da acetilcolina (Duarte et
al., 1990), ocorrem por ativagédo da via NO-GMPc. A ac¢ado anti-nociceptiva periférica
mediada por opidides também parece ser devida a ativacdo da via NO-GMPc
(Ferreira et al., 1991; Granados-Soto et al., 1997; Sachs et al., 2004).

1.4 OPIOIDES NA INFLAMAGCAO
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Os receptores opidides estdo amplamente expressos no sistema nervoso
central e sua ativagdo resulta em potente analgesia via inibicdo da transmisséo
nociceptiva ascendente excitatoria e ativagao de sistemas de inibicado descendente,
sendo o corno dorsal da medula espinhal um importante sitio para as agdes dos
opidides (Fields e Basbaum, 1999; Yaksh, 1999). Na regido medular os receptores
estdo localizados nos corpos celulares do ganglio da raiz dorsal e nos terminais das
fibras aferentes primarias. Também ha receptores opidides nos terminais periféricos
dos neurbnios aferentes primarios (Stein, 1995).

Os trés membros da familia de receptores opiddes sédo o Mu (MOR), o
delta (DOR) e o kappa (KOR). Estes receptores possuem sete dominios
transmembrana, sdo acoplados a proteina G e compartilham de homologia na sua
estrutura. As endorfinas s&o os ligantes enddégenos do receptor do tipo Um, ao qual
a morfina se liga com grande afinidade. As encefalinas ligam-se aos receptores delta
com grande afinidade. As dinorfinas ligam-se aos receptores kappa-opidides. Os
peptideos opidides ndo se ligam exclusivamente a um tipo de receptor, mas
apresentam afinidade maior ou menor por um determinado tipo (Przewlocki e
Przewlocka, 2001).

Além da potente capacidade de promover analgesia, os opidides também
podem reduzir a inflamagdo neurogénica por diminuir a liberagdo de SP dos
terminais aferentes primarios (Yaksh, 1988; Joris et al., 1990). Além disso, os
receptores opidides localizados nas células imunes podem mediar a supresséo da
funcdo dos linfécitos bem como inibir a sintese e liberag&do de citocinas (Stein et al,
2001). Planas et al. (1995) e Sacerdote et al. (1996) também observaram efeitos

préinflamatérios de antagonistas opidides, como naloxona e naltrexona,
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respectivamente.

Embora o efeito antiinflamatorio periférico dos agonistas opidides esteja bem
documentado, existem poucas evidéncias da capacidade da morfina em modificar a
inflamacdo neurogénica via modulagdo da resposta antidrémica (reflexo da raiz

dorsal) e, se tal efeito, poderia ser mediado por NO.
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2 OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista muitos dos aspectos que estdo envolvidos em um processo
inflamatorio periférico e como os terminais das fibras aferentes primarias interferem
diretamente neste processo torna-se fundamental a compreensido dos eventos que
ocorrem na periferia mediante manipulagéo farmacologica na regido medular.

Estudos demostram que o 6xido nitrico e o GMPc possuem papel importante
na transmissdo sinaptica da medula espinhal (Meller e Gebhart, 1993). O
envolvimento do 6xido nitrico em varios mecanismos no corno dorsal da medula
espinhal sugere uma possivel participagdo deste mediador na formagao dos reflexos
da raiz dorsal e, consequentemente, na modulagao da liberagao de substancias pelo
terminal periférico dos nociceptores. Aléem disso, a administracdo intratecal de
opiodides para o controle da dor em procedimentos cirurgicos pode apresentar, além
do efeito analgésico, um efeito antiinflamat6rio adicional, o qual pode ser modulado
pelo 6xido nitrico.

Assim, uma melhor compreensao da funcédo do éxido nitrico medular sobre a
inflamacéao periférica, bem como sua influéncia na mediagao do efeito opidide, pode
contribuir para o aperfeicoamento dos procedimentos analgésicos e

antiinflamatorios.
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2.2 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da via L-arginina/ NO/ GMPc medular na modulacéo da
inflamacédo periférica, bem como, seu envolvimento com o efeito da morfina

administrada por via intratecal.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito da injegao intratecal de morfina sobre o edema e a infiltragao de
neutrofilos induzidos por carragenina na pata de ratos;

Verificar o efeito da injec&do intratecal de um inibidor da enzima oOxido nitrico
sintase nao seletivo, o L-NNA (NG-Nitro—L—Arginina) e um seletivo para a
enzima oxido nitrico sintase neuronal, o NPLA (N“-Propil-L-Arginina) sobre o
edema induzido por carragenina na pata de ratos;

Verificar o efeito da injegcéo intratecal do precursor da sintese de 6xido nitrico (L-
Arginina) e do doador de 6xido nitrico (SNAP, S-nitroso-N-acetilpenicilamina)
sobre o edema induzido por carragenina na pata de ratos;

Verificar o efeito da injecédo intratecal do inibidor da enzima guanilato ciclase
(ODQ, 1H-oxadiazolo[4,3-a]lquinoxalina-1-ona) sobre o edema induzido por
carragenina na pata de ratos;

Verificar o efeito da injec&o intratecal do inibidor da sintese de 6xido nitrico (L-
NNA e/ou NPLA) e do inibidor da enzima guanilato ciclase (ODQ) co-

administrados por via intratecal com morfina sobre o edema.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos (250 - 350 g) fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 21 + 2 °C, ciclo claro e escuro de 12 em
12 horas controlado automaticamente, com agua e alimento livres. No dia do
experimento os animais foram acomodados na sala de teste para ambientagao pelo
menos 1 hora antes do inicio do experimento.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (260/CEUA e 23080.032820/2003-74/UFSC) e estdo de acordo com o Guia

de Cuidados com Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude (NIH, USA).

3.2 INJEGAO INTRATECAL

As drogas foram injetadas no espago subaracnoide em nivel lombar (cisterna
lombar), utilizando-se o método previamente descrito por Mestre e colaboradores
(1994). Neste procedimento, os animais foram previamente anestesiados com
halotano (2% em oxigénio) e, em seguida, uma agulha 29 gauge, 12,7 mm de
comprimento  (Seringa BD Ultra Fine® 30 unidades) foi introduzida
perpendicularmente entre as vértebras L5 e L6. Um leve bater de cauda (flick) foi
observado indicando que o canal vertebral foi atingido pela agulha e imediatamente
apos, a injegdo era concluida. O procedimento de injegdo intratecal era

experimentado apenas uma vez. Caso nido se observasse “flick’ na primeira tentativa
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de injegdo, o animal era excluido do experimento. O volume maximo injetado no

espaco intratecal foi de 20 pl.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL: EDEMA DE PATA INDUZIDO POR

CARRAGENINA.

Utilizou-se o modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos,
proposto por Winter e colaboradores (1962). A carragenina (tipo multiplo kappa/
lambda; BDH, UK) foi diluida em solugao fisiolégica 0,9 % a uma concentragéo de 3
mg/ ml. Os animais receberam 50 pl (150 pg) de carragenina subcuténea (s.c.) na
regido plantar da pata posterior direita 30 minutos apds terem recebido a injegcao
intratecal.

Para verificar um possivel efeito sistémico decorrente da injecéo intratecal das
drogas utilizadas neste estudo, avaliou-se também o edema da pata anterior direita,
induzido por 50 ul (150 pg) de carragenina, em alguns grupos experimentais

distintos daqueles que receberam carragenina na pata posterior.

3.4 MENSURAGAO DO EDEMA DE PATA

Para avaliar o edema de pata utilizou-se uma cubeta (10 ml) com solugao de
sulfato de lauril em agua (2,5 %) colocada sobre uma balanga eletrénica de preciséo.
Para tal medida, a pata do animal foi submergida dentro da cubeta até a altura da
articulacao tibio-tarsica e a variagdo de volume da pata foi calculada pelo aumento
do peso da coluna liquida, considerando-se que 1 ml de agua corresponde a 1 g

(densidade da solugdo da cubeta). A primeira medida do edema (medida basal) foi
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realizada sempre antes da injegcéo intratecal de drogas e, as demais medidas em
tempos subsequentes (1, 2, 3 e 4 horas apds a administragdo de carragenina na

pata).

3.5 DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE

O recrutamento de neutrdfilos foi quantificado indiretamente através da
determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase. Apos cada experimento de
mensuragao de edema de pata, realizou-se a eutanasia dos animais, sendo o tecido
subcutédneo da pata removido, agrupado, triturado e homogenizado com auxilio de
um homogenizador do tipo Ultra-Turrax, em solugédo tampao de fosfato de sodio (50
mM; pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB; 0,5% p/v) por 10
segundos. A solubilizagdo final foi feita usando-se um sonicador (Ultrasonic
Processor, Cole-Parmer, IL, EUA) por 10 segundos a 4 °C. O homogenato resultante
foi entdo centrifugado (15 min, 10.000 r.p.m., 4 °C) e uma aliquota (25 pL) do
sobrenadante foi utilizada para o ensaio da mieloperoxidase, dispondo cada amostra
em triplicata. A reagdo enzimatica desenvolveu-se em incubadora a 37 °C por 5
minutos, na presenca de tetrametilbenzidina (TMB; 1,6 mM), peroxido de hidrogénio
(H202; 0,5 mM) e solugdo tampao fosfato de sodio (80 mM; pH 5,4). A seguir, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pl de acido sulfurico (H2SO4; 1 M) e
efetuou-se a leitura da absorbancia da solugéo final (450 nm) com auxilio de um
aparelho leitor de placa (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek Instruments, INC.,
EUA). O valor médio obtido de cada amostra foi dividido pela quantidade de proteina
de sua amostra respectiva.

Para estimar a quantidade de proteina total presente nas amostras de tecido,
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uma aliquota (200 pl) da solugéo final anterior foi retirada e diluida em solugéo
tampédo de fosfato de sodio (800 upl; 50 mM; pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB; 0,5% p/v). Apds procedeu-se a leitura da
absorbancia da solugdo em espectrofotbmetro a 280 nm (Hitachi, Modelo 2001,
Japan). A estimativa da quantidade de proteina total foi realizada assumindo que 1
mg de proteina equivale a 1 unidade de absorbancia. A atividade da
mieloperoxidase foi expressa como densidade 6ptica média + erro padrdo da média

por mg de proteina.

3.6 DROGAS UTILIZADAS

As seguintes drogas foram utilizadas neste estudo: Sulfato de Morfina
(Dimorf®; Cristalia, BRA), agonista opidide; Aminoglutetimida (Orimeten®; Novartis,
BRA), inibidor da sintese de corticosterdide; N®-Nitro-L-Arginina (L-NNA; Sigma,
EUA), inibidor nio-seletivo da enzima &xido nitrico sintase; N®-Propil-L-Arginina
(NPLA, Tocris, EUA), inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase neuronal; L-
Arginina (Tocris, EUA), substrato para a enzima o6xido nitrico sintase; S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP; Sigma, EUA), doador de 6xido nitrico; 1H-oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalina-1-ona (ODQ; Tocris, EUA), inibidor da enzima guanilato ciclase
soluvel. Todas as drogas foram diluidas em solugao fisiolégica 0,9%. Com excegéo
da Aminoglutetimida que foi administrada por via oral (v.0.), todas as demais drogas

foram administradas por via intratecal (i.t.).
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3.7 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Para mensuragdo da pressdo arterial, um grupo de animais (n=3) foi
anestesiado com quetamina e xilazina (90 e 15 mg/kg, respectivamente),
administrada por via intramuscular e suplementada a intervalos de 45 a 60 minutos.
Para prevenir coagulos, administrou-se heparina intraperitonial diluida em solugéo
fisiolégica 0,9% estéril tamponada com fosfato de acordo com a formulagdo de
Dulbecco. Posicionou-se o animal em decubito dorsal na mesa cirurgica e realizou-
se a traqueostomia (com insercdo de canula) sendo mantida a respiragédo
espontanea. A artéria cardtida direita foi localizada e cuidadosamente isolada do
nervo vago e tecidos adjacentes. Com o auxilio de uma linha de sutura, o fluxo
sanguineo foi interrompido na altura da extremidade distal, enquanto o fluxo em sua
extremidade proximal foi temporariamente suprimido pela compressdao com uma
pinga curva. Utilizando-se uma tesoura oftalmica, um pequeno corte foi feito na
regido medial da porgdo da artéria cardtida clampeada, servindo como via para a
insercdo de um cateter de polietileno, que foi conectado a artéria e destinou-se a
mensuragdo continua da pressao arterial. Apdés a manipulagdo cirurgica e um
periodo de estabilizacdo de 30 minutos, posicionou-se cuidadosamente os animais
em decubito ventral e, apdés 5 minutos de estabilizagdo, aplicou-se a injecéo
intratecal de S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP; 3 nmol) e avaliou-se a pressao

arterial média durante 40 minutos.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média (E.P.M)
do numero de animais (n) apresentado conforme cada resultado. A diferenga entre o
valor da mensuragcédo do edema realizado antes e depois da injecdo de carragenina
corresponde ao aumento de volume representado no eixo y dos graficos. Alguns
resultados sdo expressos como a diferenca percentual de volume de pata em
relacdo ao controle, considerado 100%. A analise estatistica dos dados foi realizada
com auxilio do programa “Graph Pad Prism 3.0%. Utilizou-se andlise de variancia
(ANOVA) de uma via para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey, quando
mais de dois grupos foram avaliados, ou teste t de Student’s, quando apenas dois

grupos foram comparados.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA NO AUMENTO DE VOLUME DE

PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Morfina (18 ou 37 nmol; 20 pl) ou solugao fisiologica 0,9 % estéril (controle; 20
pl) foram administradas por via intratecal trinta minutos antes da aplicagado
subcuténea de carragenina na pata posterior esquerda (150 pg; 50 ul). A maior dose
de morfina (37 nmol) promoveu inibigdo significativa do aumento de volume de pata
quando comparado ao grupo controle (p < 0,05) (Figura 3). Observou-se um efeito
maximo na primeira hora de registro que perdurou durante todo o periodo de
avaliacdo (4 horas). Doses maiores de morfina (75 e 150 nmol) também promoveram
inibicdo significativa do aumento de volume de pata (Figura 4). Porém, apds a
administracdo destas doses observaram-se alteracbes comportamentais nos
animais, como por exemplo, agitagdo e agressividade. Desta forma, determinou-se
que a dose de 37 nmol seria a utilizada para os demais experimentos, uma vez que
produziu inibicdo significativa do aumento de volume de pata sem causar alteragdes

comportamentais visiveis nos animais.
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Figura 3 — Efeito da morfina no aumento de volume de pata. Morfina (18 ou 37
nmol; 20 pl, i.t.) ou solugao fisiologica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas
30 min antes da aplicagdo de carragenina (tempo 0 h). O aumento de volume de
pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h
apos a aplicagcado de carragenina. Os pontos representam a média + E.P.M. de 6
animais. * indica a diferenca estatistica das curvas em relagdo ao grupo controle

com p < 0,05 (ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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Figura 4 — Efeito da morfina no aumento de volume de pata. Morfina (18; 37; 75
ou 150 nmol; 20 pl, i.t.) ou solugao fisiologica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram
administradas 30 min antes da aplicagédo de carragenina. O aumento de volume de
pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h
apos a aplicacdo de carragenina. As barras representam a diferenga percentual
média £+ EPM entre os grupos tratados e o controle (considerado 100%). * e **
indicam a diferencga estatistica das quatro horas em relagdo ao grupo controle com p
< 0,05 (Teste t de Student’s pareado) e p < 0,01 (ANOVA para medidas repetidas
seguida de teste Tukey) respectivamente.
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4.2 EFEITO DA AMINOGLUTETIMIDA SOBRE A INIBICAO DO AUMENTO DE

VOLUME DE PATA PRODUZIDO PELA MORFINA

Aminoglutetimida (50 mg/kg) ou solugdo fisiologica 0,9 % estéril (SF; 0.1
ml/100 g) foram administradas por via oral 2 horas antes da aplicagdo subcutanea de
carragenina na pata posterior esquerda (150 pg; 50 pl). Morfina (MOR; 37 nmol; 20
pl) ou solugédo fisiologica 0,9 % estéril (SF; 20 pl) foram administradas por via
intratecal 30 minutos antes da carragenina. Nesta situagao, o efeito da morfina na
inibicdo do aumento de volume de pata nao foi alterado pelo pré-tratamento com

aminoglutetimida (Figura 5).

4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA NA ATIVIDADE DA ENZIMA

MIELOPEROXIDASE

A determinagdo da atividade da enzima mieloperoxidase foi utilizada como
medida indireta para avaliar a migracdo de neutrofilos para a regido da pata
inflamada. A administragédo intratecal de morfina nas doses de 18, 37 e 150 nmol
nao foi capaz de alterar a atividade da enzima mieloperoxidade apds as 4 horas da
aplicacado de carragenina como observado na Figura 6, assim como a dose de 37
nmol também ndo alterou a atividade desta enzima, apds duas horas da aplicagao

de carragenina (DO/mg proteina = 1,17 £ 0,1; MOR; 1,19 £ 0,06, controle).
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Figura 5 — Efeito da aminoglutetimida sobre a inibicdo do aumento de volume
de pata produzido pela morfina. Aminoglutetimida (AG; 50 mg/kg; v.o.) foi
administrada 90 min antes da injegao i.t. de morfina (MOR; 37 nmol; 20 pl). O grupo
SF+SF recebeu solugao fisiolégica 0,9 % v.o. (0.1 ml/ 100g) e i.t. (20 pl). O grupo
AG+SF recebeu aminoglutetimida v.o. (50 mg/kg) e solugao fisiologica i.t. (20 ul). O
aumento de volume de pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro
registro realizado 1 h apo6s a aplicagcdo de carragenina. Os pontos representam a
média + E.P.M. de 6 animais.” indica a diferenga estatistica das curvas entre o grupo
SF+SF e AG+MOR com p < 0,05 (ANOVA para medidas repetidas seguida de teste
Tukey).
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Figura 6 — Efeito da administragdo de morfina na atividade da enzima
mieloperoxidase. A atividade da enzima foi expressa como Densidade Optica (DO)
a 450 nm por mg de proteina. Morfina (18 ou 37 nmol; 20 pl; i.t.) ou solugéo
fisiolégica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas 30 min antes da aplicagao
de carragenina. O tecido da pata foi coletado imediatamente apo6s a realizagdo da
ultima medida do aumento de volume de pata (4% hora). Cada barra representa a
média + E.P.M. em relagdo ao controle 100%. Nao houve diferenca estatistica
significante (ANOVA de uma via seguida de teste Tukey).
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4.4 EFEITO DO INIBIDOR DAS ENZIMAS OXIDO NITRICO SINTASES (L-NNA) NO

AUMENTO DE VOLUME DE PATA

L-NNA (N®-Nitro-L-Arginina; 0,01, 0,03, 3 ou 30 nmol; 20 pl) ou solugdo
fisiologica 0,9 % (controle; 20 pl) foram administrados por via intratecal 30 minutos
antes da aplicagdo subcutanea de carragenina na pata posterior esquerda (150 pug;
50 pl). As menores doses de L-NNA (0,01 e 0,03 nmol) promoveram elevagéo
significativa e dose-dependente do aumento de volume de pata (p < 0,05 e 0,001,
respectivamente) (Figura 7 Painel A). Por outro lado, as doses maiores (3 € 30 nmol)
promoveram efeito contrario, ou seja, inibi¢do significativa e dose-independente do
aumento de volume de pata (p < 0,001) (Figura 7 Painel B). Os resultados de outras
doses de L-NNA (3 pmol; 0,3; 0,1 e 10 nmol) estdo expostos na Tabela 1. Apenas a
dose de 10 nmol demonstrou efeito inibitorio sobre o aumento de volume como as
doses maiores da Figura 7 Painel B. Assim, verificou-se que doses menores de L-

NNA potencializaram e doses maiores inibiram o aumento de volume de pata.

4.5 EFEITO DO INIBIDOR DA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASE NEURONAL

(NPLA) NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA

NPLA (N®-Propil-L-Arginina) ou solugéo fisiolégica 0,9 % estéril (controle; 20
pl) foram administrados por via intratecal 30 minutos antes da aplicagdo subcuténea
de carragenina na pata posterior esquerda (150 pg; 50 pl). NPLA ndo promoveu

alteracdo significativa no aumento de volume de pata em todas as doses testadas

(Figura 8 e Tabela 2).
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Figura 7 — Efeito do L-NNA no aumento de volume de pata. L-NNA (Painel A - 3
pmol, 0,01 ou 0,03 nmol; Painel B - 3 ou 30 nmol; 20 pl; i.t.) ou solucéo fisiolégica
0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) administrados 30 min antes da aplicagdo de carragenina.
O aumento de volume de pata foi avaliado a cada hora durante 4 h e o primeiro
registro foi realizado 1 h ap6s a aplicagdo de carragenina. Os pontos representam a
média + E.P.M. de 6 animais. * e *** indicam a diferenca estatistica comp <0,05e p
< 0,001 respectivamente (ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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Tabela 1 — Efeito da administragcao de outras doses de L-NNA no aumento de
volume de pata.

GRUPOS AUMENTO DE VOLUME (% do controle)
1h 2h 3h 4h

0.3 nmol 101,7 £ 12,8 102.4+ 9,0 88 +9,6 100 £ 9,0
n==6

0.1 nmol 103,7 £ 23,7 91,4 £ 18,6 91,6 £ 16,3 100,8 + 26,3
n==6

10 nmol 74774 72,4 £8,4 71,1+£8,3 81,9+11,5
n= 6 *%*

Os dados sao expressos como média + E.P.M da diferenga percentual dos grupos
tratados com seus respectivos controles, sendo este considerado 100%. ** indica a

diferenca estatistica significante com p < 0,01 (Teste t de Student’s pareado).
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Figura 8 — Efeito do NPLA no aumento de volume de pata. NPLA (0,01 ou 3
nmol; 20 pl; i.t.) ou solugao fisiologica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas
30 min antes da aplicagdo de carragenina. O aumento de volume de pata foi
avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h apos a
aplicacao de carragenina. Os pontos representam a média £ E.P.M. de 5 animais no
grupo controle e 6 nos demais. N&o houve diferenca estatistica significante (ANOVA
para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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Tabela 2 — Efeito da administragcao de outras doses de NPLA no aumento de
volume de pata.

GRUPOS AUMENTO DE VOLUME (% do controle)
1h 2h 3h 4h
0.1 pmol 107,3 £ 22 90,7 + 16,6 96,6 + 13 95+ 16
0.5n;n6ml 119,7+21,6 98,5+ 22,1 101,920 96 + 24
1,;116ol 96,4 + 11,4 93+7,7 89 +13,9 84,7 + 15,2
5,|70_mZ)I 88,2+ 11,2 94,4 +14,5 97 £ 15,8 93 +14,6
n=

Os dados sao expressos como média + E.P.M da diferenga percentual dos grupos
tratados com seus respectivos controles, sendo este considerado 100%. Analise
estatistica: ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey.
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4.6 EFEITO DO L-NNA CO-ADMINISTRADO COM MORFINA NO AUMENTO DE

VOLUME DE PATA

Neste experimento foi utilizada a dose subefetiva de L-NNA que néao
promoveu efeito potenciador do aumento de volume, anterior aquela efetiva de 0.01
nmol, ou seja, utilizou-se 3 pmol de L-NNA. L-NNA (3 pmol; 10 pl) foi co-
administrada com morfina (37 nmol; 10 pl) por via intratecal 30 minutos antes da
injecdo subcuténea de carragenina na pata (150 pg; 50 ul). L-NNA preveniu o efeito

inibitério da morfina sobre o aumento de volume de pata (Figura 9).

4.7 EFEITO DA L-ARGININA NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA

L-arginina (L-ARG; 0,015 nmol; 20 pl), ou solugéo fisiologica 0,9 % estéril
(controle; 20 pl) foram administradas por via intratecal 30 minutos antes da aplicagéo
subcutédnea de carragenina na pata posterior esquerda (150 pg; 50 pl). No mesmo
experimento, combinou-se L-NNA (0,01 nmol; 10 pl) com L-arginina (L-ARG; 0,015
nmol; 10 pl), para verificar se o substrato da enzima poderia prevenir o efeito
potenciador do aumento de volume de pata visto no experimento anterior (Figura 7
Painel A). Como mostra a Figura 10, L-arginina inibiu significativamente o aumento
de volume de pata (p < 0,01). A administragdo concomitante de L-arginina com L-

NNA n&o modificou 0 aumento de volume de pata em relagéo ao controle.



40

50

I MOR (37 nmol, n=6)*

E MOR (37 nmol)
+L-NNA (3 pmol, n=6)

N
T

N
T
H

DIFERENCA DE VOLUME DE
PATA (% do controle)
o
o

1 2 3 4
TEMPO (h)

Figura 9 — Efeito do L-NNA na inibicaio do aumento de volume de pata
produzido pela morfina. L-NNA (3 pmol; 10 pl; i.t.) e morfina (37 nmol; 10 pl; i.t.)
foram co-administrados 30 min antes da injecdo de carragenina. O aumento de
volume de pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro
realizado 1 h apds a aplicagdo de carragenina. As barras representam a diferenca
percentual da média + EPM entre os grupos tratados e o controle (considerado
100%). * indica a diferenga estatistica das quatro horas em relagédo ao grupo controle
com p < 0,05 (Teste t de Student’s pareado).



[CJL-ARG (0,015 nmol)** I L-NNA (0,01 nmol)
L-NNA (0,01 nmol) + L-ARG ( 0,015 nmol)

[

50
L
(]
U
S5 25
2
Q3
w o
0% 100
<
S«
LIJ'_
£E<
LlJn' -25-
L
(]

50

ISR UN:

TEMPO (h)

41

Figura 10 — Efeito da L-arginina e da co-administracao de L-arginina + L-NNA

no aumento de volume de pata. L-arginina (L-ARG; 0,015 nmol; 20 ul; i.t.) ou

solugéo fisiolégica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas 30 min antes da

aplicacao de carragenina, assim como a combinagao L-arginina (L-ARG; 0,015 nmol;

10 pl; i.t.) + L-NNA (0,01 nmol; 10 pl; i.t.). O aumento de volume de pata foi avaliado

a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h apés a aplicagao de

carragenina. As barras representam a diferenca percentual da média + EPM (n=6)

entre os grupos tratados e o controle (considerado 100%). ** indica a diferenca

estatistica das quatro horas em relagdo ao grupo controle com p < 0,01 (ANOVA

para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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4.8 EFEITO DO DOADOR DE OXIDO NITRICO (SNAP) NO AUMENTO DE

VOLUME DE PATA

SNAP (S-nitroso-N-acetilpenicilamina; 3 ou 5 nmol; 20 pl) ou solugdo
fisiologica 0,9 % estéril (controle; 20 pl) foram administrados por via intratecal 30
minutos antes da aplicagdo subcutanea de carragenina na pata posterior esquerda
(150 pg; 50 pl). A menor dose de SNAP (3 nmol) foi capaz de inibir o aumento de
volume de pata de forma significativa (p < 0,05) (Figura 11). O efeito de outras doses
de SNAP (1, 10, 25 e 50 nmol e 1 umol) foi avaliado e os resultados estdo expostos
na Tabela 3. Nenhuma destas doses de SNAP foi capaz de alterar o aumento de

volume de pata.

4.9 EFEITO DO INIBIDOR DA ENZIMA GUANILATO CICLASE SOLUVEL (ODQ)

NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA

ODQ (1H-oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-ona; 10, 21 ou 42 nmol; 20 pl) ou
solugao fisiolégica 0,9 % estéril (controle; 20 pl) foram administrados por via
intratecal 30 minutos antes da aplicagdo subcutanea de carragenina na pata
posterior esquerda (150 pg; 50 pl). As duas maiores doses (20 e 40 nmol)
promoveram diminuicdo significativa do aumento de volume de forma dose-

independente (p < 0,001) (Figura 12).
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Figura 11 — Efeito do SNAP no aumento de volume de pata. SNAP (3 ou 5 nmol;
20 pl; i.t.) ou solugéo fisiolégica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas 30
min antes da aplicagdo de carragenina. O aumento de volume de pata foi avaliado a
cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h apds a aplicagcéo de
carragenina. Os pontos representam a meédia + E.P.M. de 6 animais. * indica a
diferenca estatisticamente significante com p < 0,05 (ANOVA para medidas
repetidas seguida de teste Tukey).
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Tabela 3 — Efeito da administragcao de outras doses de SNAP no aumento de
volume de pata.

GRUPOS AUMENTO DE VOLUME (% do controle)
1h 2h 3h 4h

1 nmol 126,9+13,1 111,7 £ 11,1 106,8 + 0,07 106,4 + 10
10n:n?ol 111+ 18,2 96,3 + 10,6 86,6 £ 10,7 83,3+10,2
25nn_n610I 955+5,3 92,7+9,5 91,2+9 96,3 +8,7
50n|;n?ol 97,1+ 16 101,4 £ 13,7 95+12,4 103 + 8,8

1,11:116ol 102,9 + 20 102 £ 13 101,5+ 14,2 98,3+9,3

n==6

Os dados sao expressos como média + E.P.M da diferenga percentual dos grupos
tratados com seus respectivos controles, sendo este considerado 100%. Analise
estatistica: ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey.
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410 EFEITO DO ODQ CO-ADMINISTRADO COM MORFINA OU SNAP NO

AUMENTO DE VOLUME DE PATA

ODQ (10 nmol; 10 pl) foi administrada em combinagdo com a morfina (37
nmol; 10 pl) ou com SNAP (3 nmol; 10 pl) por via intratecal 30 min antes da
aplicacao subcutanea de carragenina na pata (150 pg; 50 pl). ODQ preveniu o efeito

inibitério tanto da morfina quanto do SNAP sobre o aumento de volume de pata

(Figura 13).

4.11 EFEITO SISTEMICO DA ADMINISTRAGAO INTRATECAL

Para verificar um possivel efeito sistémico das drogas administradas por via
intratecal, um grupo de animais para cada droga estudada recebeu carragenina (150
pHg; 50 pl) na pata anterior esquerda 30 minutos apds a injegao intratecal de
determinada droga. Verificou-se o aumento do volume desta pata anterior
exatamente como procedido na pata posterior. Morfina (37 nmol), L-NNA (0,01 e 3
nmol), L-arginina (3 nmol) e ODQ (21 nmol) n&o promoveram alteracdo do volume
de pata de forma significativa, enquanto o SNAP (3nmol) promoveu uma redugao do
volume de pata quando comparado com seu controle (p < 0,001) (Figura 14). Para
distinguir se este efeito do SNAP ocorreu por alteragdo da pressao arterial, um grupo
de animais foram submetidos a mensuragao da pressao arterial basal, e logo apos
receberam a injecdo intratecal de SNAP, permanecendo a mensuragao por até 40
minutos apos a injecdo. Como mostra a Figura 15, ndo houve alteragdo da pressao
arterial média apds a aplicagdo de SNAP intratecal em relagdo ao estado basal dos

animais.
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Figura 12 — Efeito do ODQ no aumento de volume de pata. ODQ (10, 21 ou 42
nmol; 20 pl; i.t.) ou solugao fisiologica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administrados
30 trinta minutos antes da aplicagdo de carragenina na pata posterior esquerda (150
Hg; 50 pl; s.c.). O aumento de volume de pata foi avaliado a cada hora durante 4 h e
o primeiro registro foi realizado 1 h apds a aplicagdo de carragenina. Os pontos
representam a meédia £+ E.P.M. de 6 animais. *** indica a diferenca estatistica
significante com p < 0,001 (ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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Figura 13 — Efeito do ODQ co-administrado com morfina ou SNAP no aumento
de volume de pata. ODQ (10 nmol; 10 ul) + Morfina (MOR; 37 nmol; 10 pl; i.t.) ou +
SNAP (3 nmol; 10 pl; i.t.) ou solugéo fisiolégica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram
administradas 30 min antes da aplicagédo de carragenina. O aumento de volume de
pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h
apos a aplicagdo de carragenina. As barras representam a diferenga percentual
média + EPM (n=6) entre os grupos tratados e o controle (considerado 100%). *
indica a diferenga estatistica das quatro horas em relagdo ao grupo controle. N&ao
houve diferenga estatistica significante entre os grupos tratados e o controle
(ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Tukey).
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Figura 14 — Efeito das drogas na Pata Anterior. Morfina (MOR; 37 nmol; 20 pl), L-
NNA (0,01 e 3 nmol), L-arginina (L-ARG; 3 nmol), SNAP (3 nmol; 20 ul), ODQ (21
nmol; 20 pl) ou solugao fisiolégica 0,9 % (controle; 20 pl; i.t.) foram administradas 30
min antes da aplicagdo de carragenina na pata anterior. O aumento de volume de
pata foi avaliado a cada hora durante 4 h, sendo o primeiro registro realizado 1 h
apos a aplicacdo de carragenina. As barras representam a diferenga percentual
média + EPM (n=6) entre os grupos tratados e o controle (considerado 100%). *
indica a diferencga estatistica das quatro horas em relagdo ao seu respectivo grupo
controle (Teste t de Student’s pareado).
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Figura 15 — Efeito do SNAP na pressao arterial. SNAP (3 nmol; 20 pl) foi
administrado por via intratecal 5 min apés a mensuracdo basal da pressao arterial
média. A mensuragdo permaneceu até 40 minutos apos a injecdo de SNAP. Os
pontos representam a meédia + E.P.M. de 3 animais. Nao houve variagéo estatistica
significativa do valor da pressado arterial média basal em relacdo aos valores nos
tempos subsequentes a injegao intratecal (ANOVA seguida de teste Tukey).
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5 DISCUSSAO

Desde sua introdugdo, em 1962, por Winter e colaboradores, o edema de
pata de rato induzido por carragenina € um dos modelos mais utilizados para o
estudo da inflamagédo aguda, sendo a formagado de edema uma das caracteristicas
mais avaliadas. Basicamente o pico de edema se desenvolve dentro de 3 a 4 horas,
tornando-se necessario a avaliagdo por pelo menos 4 horas apds a aplicacdo de
carragenina. A formagdo de edema se da na fase inicial (até 2 horas) e é
caracterizada pela liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina, a seguir o
edema passa a estar relacionado com a elevagao da produgao de prostaglandinas
(Di Rosa et al., 1971). A migragdo e ativagdo de neutrofilos no local da inflamagéo
também contribuem para o desenvolvimento do processo e consequente formagao
de edema (Di Rosa e Sorrentino, 1968).

Os neurdnios sensoriais também sao ativados durante a inflamacgao periférica,
conduzindo os estimulos dos tecidos para o sistema nervoso central e funcionando
como ‘eferentes neurosecretores’ (Maggi e Melli, 1988). Este componente
neurogénico da inflamagao pode ser responsavel por parte da vasodilatacdo e do
extravasamento plasmatico que ocorrem apos a aplicagdo de carragenina na pata
de ratos. A atividade antidrbmica em fibras aferentes primarias € um importante
mecanismo pela qual a inflamagdo neurogénica é induzida. Eventos periféricos
incluem a liberagdo de substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene de
calcitonina (CGRP), de terminais dos aferentes primarios (Willis, 1999).

Existem muitos mecanismos pelo qual a inflamacdo pode aumentar a
probabilidade de deflagracdo de reflexos da raiz dorsal (Willis, 1999). Sluka e

colaboradores (1995b), sugeriram que a inflamag&o pode causar uma estimulagéo
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de mecanismos GABAérgicos no corno dorsal da medula espinhal, bem como
demonstrado apds aplicagdo de carragenina na pata de ratos, com aumento de
células GABA-imunoreativas (Castro-Lopes, 1994). Um aumento da liberacdo de
GABA de interneurbnios pode resultar em mais despolarizagdo dos eferentes
primarios (PAD) e consequentemente maior deflagracdo de reflexos da raiz dorsal
(Willis, 1999; Cervero e Laird, 2003). Outro mecanismo envolvido seria um aumento
na atividade do co-transportador Na*-K*-CI. Este co-transportador é responsavel
pela manutengcdo da concentracdo de ions cloreto no interior da célula aferente
primaria, assim, quando o GABA ativa seu receptor ionotropico GABAa, 0s canais de
ClI" se abrem, e estes ions saem da célula, despolarizando-a. Proteinas quinases
dependentes de nucleotideos ciclicos, como o AMPc e o GMPc, sdo exemplos de
sinais de transdugdo que podem regular a atividade deste transportador (Willis,
1999). Uma interferéncia farmacoldgica na medula espinhal que possa agir nesses
mecanismos de deflagragcdo dos reflexos da raiz dorsal pode ser uma ferramenta
importante no controle da inflamacéao periférica.

Este estudo mostrou primeiramente que a morfina e algumas substancias que
fazem parte da via L-arginina/ NO/ GMPc, quando injetadas por via intratecal em
nivel lombar de ratos, podem modificar o edema inflamatorio induzido por
carragenina aplicada na pata posterior.

Morfina produziu um significante efeito anti-edematogénico, porém, menos
intenso que os efeitos observados com indometacina (Daher e Tonussi, 2003) e
serotonina (Daher et al., 2005) sob essas mesmas condi¢gdes. A evidéncia de que
agonistas de receptores opidides podem estimular a fungdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenocortical em ratos (Gonzalvez et al., 1991; Pechnick, 1993), sugeriu

que fosse investigado o envolvimento de corticosterdides neste efeito induzido pela
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morfina. O efeito anti-edematogénico nao foi revertido por pré-tratamento com
aminoglutetimida, o qual sugere que um aumento nos niveis de esterdides
endogenos, devido a estimulagdo espinhal ou outras condi¢gdes inesperadas de
estresse, parece nao ser responsavel pelo efeito da morfina. Uma possivel
explicagdo € que a geragao de reflexos da raiz dorsal (Rees et al., 1994) pode ser
modulada pela morfina na medula, podendo entdo diminuir a inflamagao periférica.
Todos os trés tipos de receptores opidides estdo expressos nas terminagdes centrais
de neurbnios aferentes primarios (Stein et al., 2001) e podem mediar a
hiperpolarizagdo causada pela morfina, impedindo assim a geragédo de reflexo da
raiz dorsal, deflagrado por uma despolarizagdo destes mesmos terminais (Willis,
aumento da condutancia do ion potassio e a uma inibicdo da condutancia do ion
calcio. Todos estes efeitos resultam na diminuicdo da excitabilidade dos neurbnios
(Law et al., 2000). Mais especificamente, ja se tem demonstrado que o efeito anti-
nociceptivo periférico (Rodrigues e Duarte, 2000), e central (Ocana a et al., 1990;
Roane e Boyd, 1993) da morfina resultam da ativagédo de canais de K* sensiveis a
ATP. Porém, quanto ao efeito inibitério dos opidides na liberagéo de neuropeptideos,
como a SP (Yaksh et al., 1980; Yaksh, 1988), o mecanismo envolvido é ainda
incerto.

Outra consideracdo a ser feita é que a morfina também pode agir em
receptores localizados em interneurdnios no corno dorsal (Chen et al., 2005), pois os
reflexos da raiz dorsal sdo produzidos ndo apenas como uma fungdo da
excitabilidade do nociceptor por si mesmo, mas também como uma funcdo da
excitabilidade dos interneurdnios (Cervero e Laird 1996, Lin et al, 1999).

Consequentemente, os receptores opidides no corno dorsal podem também ter um
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papel na inibicdo destes interneurdnios, e consequentemente nos reflexos da raiz
dorsal, e edema. Lembrando que existem receptores opidides também em células
glias (Watkins et al., 2005) que de alguma forma podem estar contribuindo para o
efeito visto com a morfina.

Muitos estudos tém demonstrado que a morfina administrada sistemicamente
produz redugdo do extravasamento plasmatico (Bartho e Szolcsanyi, 1981;
Hargreaves et al., 1988; Joris et al., 1990; Barber, 1993) e do edema (Hargreaves et
al., 1988; Joris et al., 1990; Sacerdote et al., 1996; Walker et al., 1996) induzidos por
inflamacdo. Se estes efeitos ocorrem via ativacdo de receptores periféricos ou
centrais € ainda incerto. Para Whiteside et al., 2005 o efeito anti-edematogénico da
morfina ocorre através de uma acido nos receptores localizados centralmente, pois
utilizando um agonista especifico de receptor opiodide periférico ndo houve alteragéo
no edema inflamatoério. Porém, estes autores concordam que uma ativacao periférica
de receptores opidides pode afetar alguns componentes do processo inflamatorio,
tais como extravasamento plasmatico dado por ativacdo antidrbmica dos
nociceptores, sem necessariamente afetar o edema resultante.

Sendo assim, a administracdo intratecal de morfina pode estar modulando a
inflamacéo periférica através de uma somacgido de efeitos, como a inibicdo na
excitabilidade dos aferentes primarios via ativacdo de receptores localizados nos
terminais centrais destas fibras; inibicdo da liberagcdo de SP dos terminais periféricos
dos aferentes primarios; e uma interferéncia sobre os interneurdnios que estéo
envolvidos na deflagragao dos reflexos da raiz dorsal.

Alguns mecanismos pelo qual a conectividade sensorial modula a inflamacéo
tém sido alvo de estudo em outros modelos. Os reflexos da raiz dorsal transmitidos

retrogradamente ao longo das fibras sensoriais contribuem para o edema no joelho
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seguido da indugéo de artrite experimental em varias espécies (Rees et al., 1995;
Sluka et al., 1995a). A administracdo espinhal de antagonistas de receptores nao-
NMDA, mas ndo NMDA bloqueiam este edema (Sluka et al., 1994). O aumento de
edema na pele, seguido de injec&o intradermal de capsaicina, parece ser modulado
diferentemente do joelho. Na pele, o edema é bloqueado por ambos os antagonistas
de receptores NMDA e nao-NMDA (Lin et al., 1999) e parece ser mediado por
reflexos da raiz dorsal exclusivamente em fibras sensoriais A'l e C (Lin et al., 2000).
Antagonista de receptores GABAA, como a bicuculina, reduz o edema de joelho e
interfere com o aumento de temperatura e hiperalgesia (Sluka et al., 1993). Assim,
parece que o edema pode ser controlado diferentemente na articulagdo e na pele e
a manipulacdo espinhal de alguns neurotransmissores pode modificar o processo

inflamatario periférico.

Sabe-se que carragenina aplicada na pata é capaz de estimular a migragéo
de neutrofilos (Fernandes et al., 2002; Chou, 2003; Chou et al., 2003). No presente
estudo testou-se a atividade da enzima mieloperoxidadase como medida indireta
para analisar a migragdo de neutrofilos para a regido da pata inflamada. Como
resultado, observou-se que a morfina intratecal ndo foi capaz de alterar esta
migragdo. Ao contrario da administragdo intratecal de ciclohexiladenosina (CHA), um
agonista de receptor A1 de adenosina (Bong et al., 1996; Sorkin et al., 2003) e de
um antagonista de receptor NMDA (Bong et al., 1996), os quais reduziram a
acumulagao de neutrofilos em resposta a inje¢ao intradérmica de carragenina. Fecho
e colaboradores (2006) analisaram o efeito da morfina administrada sistemicamente
na atividade da mieloperoxidase de ratos Fischer e Lewis (linhagem que
demonstram diferentes respostas inflamatorias e imunoldgicas) e obtiveram em

ambos, uma diminuicdo na migracdo de neutrofilos na pata que recebeu
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carragenina. A explicagdo para este efeito da morfina sistémica é incerto, mas
provavelmente possa ser decorrente de uma agao periférica, ja que a aplicagéo
intratecal ndo promoveu nenhuma alteragao.

Para saber se o efeito anti-edematogénico da morfina n&o poderia ser devido
a alteracéo sistémica promovida pela injegao intratecal, um grupo de animais com
carragenina na pata anterior, recebeu morfina intratecal no mesmo nivel lombar do
experimento com carragenina na pata posterior. Neste caso, se alguma alteragéo
sistémica fosse promovida, certamente o edema da pata anterior sofreria alguma
alteracdo. Mas, neste experimento, ndo ocorreu alteracdo do edema de forma
significativa, demonstrando assim, um efeito segmentar da aplicagdo intratecal de
morfina em nivel lombar.

Muitos trabalhos sobre o efeito analgésico periférico dos opidides sugerem
que estes s&do mediados pela ativagdo da enzima guanilato ciclase via ativagao do
sistema L-arginina/ NO (Ferreira et al., 1991; Granados-Soto et al., 1997; Maegawa
e Tonussi, 2003; Sachs et al., 2004). Para verificar se esta mesma via esta
mediando o efeito anti-edematogénico da morfina administrada via intratecal,
utilizou-se uma série de agentes que interferem nesta via.

Como resultado geral deste trabalho tem-se que o efeito anti-edematogénico
da morfina pode ser prevenido por um inibidor ndo-seletivo da sintese de oxido
nitrico (NO), e também pelo inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs),
sugerindo um possivel envolvimento tanto do NO quanto do GMPc no efeito da
morfina.

Primeiramente observou-se o efeito do inibidor n&o-seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS), o N®-nitro-L-arginina (L-NNA), administrado intratecalmente,

onde este mostrou um efeito pré-edematogénico em suas menores doses, e em
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doses maiores apresentou um efeito contrario, ou seja, anti-edematogénico. Existe a
possibilidade de alguns inibidores de NO, como o N®-monometil-L-arginina (L-
NMMA) agirem como substratos para a sintese de NO (Archer e Hampl, 1992). De
fato, células endoteliais em cultura s&o capazes de metabolizar L-NMMA a citrulina e
subsequentemente a L-arginina, um precusor da sintese de NO (Hecker et al.,
1990). Também, um dos inibidores mais utilizados nos estudos farmacolégicos com
NO é o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), e sua capacidade como inibidor da
sintese de NO parece limitada, visto que L-arginina e um inibidor da fosfodiesterase
de GMPc podem acentuar o efeito anti-nociceptivo promovido por L-NAME,
mostrando que seu efeito pode ser pela estimulagdo da via L-arginina/ NO/ GMPc e
nao por uma inibigdo (Duarte e Ferreira, 2000). Ha, portanto, a possibilidade de que
em altas doses o L-NNA utilizado possa estar agindo como substrato da sintese de
NO, facilitando ou ativando a via L-arginina/ NO/ GMPc, ao invés de propriamente
estar inibindo. Em combinagdo com a morfina, o L-NNA em sua menor dose foi
capaz de prevenir o efeito inibitério da morfina sobre o edema, sugerindo, assim, a
possivel participacdo do NO neste efeito.

As controvérsias na literatura sobre o papel do NO, aparecem principalmente
nos estudos de nocicepg¢ao, onde efeitos pré e anti-nociceptivos sdo amplamente
discutidos. Possiveis explicagdes para estas aparentes discrepancias sao que (1)
NO e GMPc tem diferentes agdes na atividade basal e na excitabilidade dos
neurdnios, (2) diferentes agdes em nivel medular e supra-medular, e (3) apresentam
efeito anti ou pro-nociceptivo dependendo de suas concentragdes (Sousa e Prado,
2001; Tegeder et al., 2002).

Muitos estudos implicam a via NO-GMPc mais na hiperalgesia que na anti-

nocicepg¢ao especialmente sob condigbes patoldgicas (Meller et al., 1992; Haley et
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al., 1992; Malmberg e Yaksh, 1993; Sakurada et al., 1996; Machelska et al., 1999;
Osborne e Coderre, 1999). Todavia, outros estudos apontam para uma agéao
antinocipectiva (Duarte et al., 1990; Ferreira et al., 1991; Granados-Soto et al., 1997;
Budzinsk et al., 2000; Jain et al., 2001; Sachs et al., 2004).

Se 0s mesmos mecanismos podem estar envolvidos com a transmissao
nociceptiva e com a deflagragéo de reflexos da raiz dorsal e consequente inflamagao
neurogénica, os demais resultados deste trabalho levam a sugestado de que a via L-
arginina/ NO/ GMPc além de mediar o efeito analgésico da morfina periférica
(Ferreira et al., 1991), pode também fazer parte do mecanismo anti-edematogénico
da morfina medular. Como visto em nossos resultados, ODQ, um inibidor da
guanilato ciclase soluvel, sozinho, foi capaz de aumentar o edema significativamente
e em combinagdo com a morfina preveniu a agcdo desta, assim como também
preveniu o efeito anti-edematogénico do doador de NO (SNAP). Os resultados com
SNAP e ODQ mostram as similaridades do mecanismo anti-edematogénico da
morfina intratecal com o efeito analgésico da morfina periférica.

O precursor de NO, L-arginina, quando administrado sozinho também reduziu
o edema, provavelmente por fornecer substrato para a formag¢ao de NO, dando inicio
a via subsequente a ser ativada. Porém, administragcdo concomitante de L-NNA e L-
arginina, n&o causou alteragdo no edema. Como a agédo da maioria dos inibidores da
enzima oxido nitrico sintase (NOS), L-NNA ocupa o sitio ligagdo da L-arginina
(Alderton, 2001), competindo com esta e impedindo assim a formagéo de NO.

Entre as trés isoformas de NOS, a NOS neuronal é a mais abundante no
sistema nervoso central e esta localizada principalmente em neurdnios (Dawson e
Snyder, 1994). Tem-se reportado que a nNOS medular exerce uma fungéo critica no

desenvolvimento e manutengéo da hiperalgesia inflamatoria (Handy e Moore 1998);
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Osborne e Coderre, 1999). Sendo assim, apds os resultados obtidos com um inibidor
nao-seletivo de NOS, L-NNA, utilizou-se um inibidor seletivo para NOS neuronal, N*-
propil-L-arginina (NPLA). Surpreendentemente, a administragdo intratecal deste
inibidor ndo promoveu nenhuma alteracdo no edema de pata. Desde que a
deflagracdo de reflexos da raiz dorsal é dependente da liberacdo de GABA de
interneurdnios para os aferentes primarios, e que ha uma co-localizacdo da enzima
NOS neuronal com terminais GABAérgicos (Valtschanoff et al., 1992), seria possivel
uma modulagdo do NO nesta deflagragdo, porém, todos os terminais GABAérgicos
que se mostraram pré-sinapticos aos aferentes primarios nao apresentam
positividade para nNOS (Bernardi et al, 1995). Este fato pode explicar porque a
inibicdo especifica da nNOS como realizado neste estudo ndo desencadeou
nenhuma alteragdo no edema.

Embora, as demais isoformas eNOS e iNOS ndo estejam presentes nos
neurdnios, s&o expressas principalmente nas células gliais (Saha e Pahan, 2006;
Tao et al., 2004). As células da glia, astrécitos e microglias, expressam a iNOS
somente apos um evento isquémico, traumatico, neurotoxico ou inflamatoério (Saha e
Pahan, 2006). Enquanto a eNOS além de estar constitutivamente presente nas
células endoteliais (Alderton et al., 2001), aparece também nos astrocitos (Tao et al.,
2004). Sabe-se que a glia modula dinamicamente a fungdo dos neurbnios sob
condigdes tanto fisioldgicas quanto patologicas (Watkins e Maier, 2003). Neste caso,
uma condi¢do inflamatéria periférica, como dado pela carragenina na pata, pode
promover a ativagcdo destas células e consequente participacdo na liberacido de
mediadores no corno dorsal (Watkins e Maier, 2003), os quais podem também
influenciar a deflagracdo dos reflexos da raiz dorsal. Tanto eNOS quanto a iINOS

presentes nestas células podem ter sido afetadas pelo inibidor ndo-seletivo de NOS,
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promovendo os efeitos observados.

Ha também controvérsias na literatura quanto aos efeitos das enzimas eNOS
e INOS sobre a nocicepg¢ao. A inibicdo medular de eNOS seletivamente n&o afetou a
hiperalgesia térmica depois da injegdo de carragenina na pata, porém, em
camundongos Knockout para nNOS, a inibicdo de eNOS foi anti-hiperalgésica (Tao
et al., 2004). Osborne e Coderre (1999) sugeriram que a iINOS medular tem um
papel no desenvolvimento da hiperalgesia térmica associada com inflamagao por
carragenina na pata. Enquanto que Budzinski e colaboradores (2000) verificaram a
acentuacao da hiperalgesia com a administragdo de inibidor de iINOS intratecal e
intraplantar em modelo de carragenina na pata. Embora a iINOS ndo seja
normalmente expressa nos tecidos, quando estimulada adequadamente, como por
citocinas, sintetiza oxido nitrico em concentragdes nanomolares, ou seja, 100-1000
vezes maiores que a produgdo por nNOS (Kuo e Abe, 1995). Entretanto,
independente de qual NOS ou ambas possam ter sido ativadas neste presente
trabalho, o fato € que o NO formado e sua via nestas circunstancias parece inibir a
propagacéao de reflexos da raiz dorsal e consequentemente, o edema.

Como a iINOS provavelmente opera extraneuronalmente o NO liberado por
estas enzimas pode difundir-se para os nociceptores (ou aferentes primarios na
medula) através da membrana neuronal (Budzinski et al., 2000). Além disso, o NO
liberado pela eNOS do endotélio microvascular do nervo Optico atinge os axénios e
desempenha um papel ténico e fasico na sinalizacdo do sistema nervoso
(Garthwaite et al., 2006). O NO tem a capacidade de modificar a estrutura lipidica da
membrana plasmatica (Kanner et al., 1992). Nao pode ser excluido que esta
modificagdo da membrana neuronal tanto na periferia como nos terminais medulares

dos neurdnios nociceptivos pode resultar na diminuicdo da liberagdao de
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neurotransmissores, por um mecanismo de desensibilizagdo dos nociceptores
descrito por Duarte et al., 1992. Um exemplo deste mecanismo pode estar no
trabalho de Kamisaki e colaboradores (1995) que indicaram o NO como um agente
responsavel direto pela reducédo da liberagdo de SP de sinaptossomas da medula
espinhal, sendo que este efeito pode ser mediado por ativagdo da guanilato ciclase e
consequente aumento nos niveis de GMPc.

Como a inibigdo da sintese de GMPc preveniu o efeito anti-edematogénico da
morfina intratecal, este segundo mensageiro pode participar da modulagdo dos
reflexos da raiz dorsal via ativagdo de proteina quinase dependente de GMPc que,
consequente atua em canais de K* especificos ou ainda podem regular a atividade

do co-transportador Na*™-K*-CI".
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados suportam o envolvimento da via L-arginina/ NO/
GMPc no efeito anti-edematogénico da morfina intratecal, desde que este efeito foi
prevenido por um inibidor da sintese de NO (L-NNA) e por um inibidor da sintese de
GMPc (ODQ), além do doador de NO (SNAP) e o seu precursor L-arginina terem
promovido também diminuicdo do edema de pata induzido por carragenina.

A migracdo de neutréfilos parece nédo ser afetada pela interferéncia da
morfina no edema.

Todas as drogas, exceto SNAP, ndo promoveram alteragdo no edema da pata
anterior, que foi um meio utilizado como controle de um possivel efeito sistémico
sobre a pressao arterial, por exemplo. Mesmo o SNAP que se apresentou como anti-
edematogénico também na pata anterior, ndo promoveu alteragdo na presséo
arterial. Provavelmente este efeito possa ser devido a uma difusdo anterdgrada da
droga no espaco subaracndide da regido medular.

Como sugestdo do mecanismo envolvido com o efeito anti-edematogénico da
morfina e da via NO/ GMPc, temos na Figura 16 um modelo esquematico mostrando
uma possivel explicagao para os resultados obtidos com este trabalho. Tendo assim,
como continuidade desta pesquisa, a necessidade de investigar as vias que podem
estar sendo ativadas como consequéncia do aumento de GMPc, como a proteina
quinase G (PKG) e canais de K'. E ainda, se o efeito GABAérgico na deflagragéo de

reflexos da raiz dorsal pode ser alterado por NO.
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Figura 16 - Modelo esquematico da ag¢ao da morfina intratecal sobre a
inflamagao periférica. Quando um evento inflamatério ocorre na periferia, sao
liberados neuropeptideos vasodilatadores (SP e CGRP) no local, assim como
glutamato (GLU) na medula, por causa da ativacéo direta dos neurdnios aferentes
primarios. GLU ativa interneurbnios GABAérgicos medulares promovendo a
liberacdo de GABA que despolariza os aferentes primarios por promover a saida de
ions CI, que acentua a liberacdo de neuropeptideos na periferia. A morfina,
administrada por via intratecal, pode se ligar a receptores localizados nos aferentes
primarios e/ou nos interneurénios GABAérgicos, hiperpolarizando estas células e
diminuindo a liberagdo de neutrotransmissores neste circuito. O mecanismo de agéo
da morfina parece envolver a ativacdo de NO e GMPc, porém a fonte de NO neste

circuito deve provir de uma fonte extraneuronal, como as células gliais.
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