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Isosorbide dinitrate effect on corneal hyperalgesia
Induced by lipopolysaccharide
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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do dinitrato de isossorbida (DNI) sobre a hiperalgesia corneana e a infiltragao de neutrofilos
em um modelo experimental de ceratite superficial induzida pelo lipopolissacarideo (LPS). Métodos: A hiperalgesia foi
estudada através da inducdo de uma ceratite inflamatéria em ratos (n = 60), pela exposicdo da cérnea ao LPS (LPS +). Apds
a exposicao, os olhos foram tratados durante quatro dias, com as solucdes tépicas: DNI (200 mg, 65 mg e 20 mg), prednisolona
1% (PRED) ou Veiculo. Olhos controles foram expostos apenas a solugdo salina (LPS -). Para avaliar a dor ocular, contou-
se o numero de piscadas em 40 segundos, apds instilacdo de uma gota de capsaicina 0,01 mM. A anélise histopatoldgica foi
realizada para avaliacdo da infiltragdo neutrofilica. Resultados: Foram observadas areas esbranquicadas no estroma corneano
dos olhos com a ceratite induzida pelo LPS, entre os dias 3 e 15 dias. Esses olhos (LPS +) apresentaram um ntimero
significativamente maior de piscadas que os LPS - (P = 0,019) a estimulacdo quimica. O tratamento tépico com o DNI reduziu
o nimero de piscadas observadas (P = 0,010). Da mesma forma, olhos expostos ao LPS e tratados com DNI demonstraram
reducdo significativa na infiltragdo neutrofilica (P = 0,0031). Conclusio: Baixas doses de DNI reduziram a hiperalgesia
corneana e a infiltragdo neutrofilica nesse modelo de ceratite. Dessa forma, doadores de 6xido nitrico, como o DNI, poderao
ser lteis no futuro ao tratamento clinico de diversas condi¢des dolorosas da superficie ocular.

Descritores: Dinitrato de isossorbida/uso terapéutico; Hiperalgesia/induzido quimicamente; Lipopolissacarideos/
efeitos adversos

ABSTRACT

Purpose: To analyze effects of isosorbide dinitrate (DNI) on corneal hyperalgesia and neutrophil infiltration in an
experimental model of superficial keratitis induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods: Hyperalgesia was studied through
the induction of inflammatory keratitis in rats (n=60), by corneal exposure to LPS. Following exposure, the inflamed eye was
treated for four days, with one of the following solutions: topical DNT (200 pg, 65 ug and 20 pg), prednisolone 1% (PRED),
and vehicle. Saline-exposed eyes (LPS -) underwent the same protocol. To evaluate ocular pain, the number of blinks in 40
seconds was counted, after one drop of 0.01 uM capsaicin. Histopathological analysis was performed with evaluation of
neutrophil infiltration. Results: White clouding areas were observed in the corneal stroma of eyes with LPS-induced keratitis,
between day 3 and day 15. Eyes exposed to LPS had a significantly higher number of blinks than LPS - (P=0.019). Topical
treatment of LPS-induced keratitis eyes with DNI reduced capsaicin-induced blinks (P=0.010). Similarly, eyes exposed to
LPS and treated with DNIT also displayed reduced neutrophil infiltration (P=0.0031). Conclusion: Low doses of topical NO
donors, like DNI, reduce corneal hyperalgesia and neutrophil infiltration in this keratitis model. NO donors may be useful in
the clinical treatment of painful conditions associated with surgical procedures of the ocular surface.

Keywords: Isosorbide dinitrate/therapeutic use; Hyperalgesia/chemically induced; Lipopolysaccharides/adverse effects
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INTRODUCAO

oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa al-

tamente difusivel envolvida em muitas fungdes

fisioldgicasV, podendo também apresentar
efeitos pro e anti-inflamatérios. Ele modula a migragéo
de neutrofilos através de mecanismos de reducio na ex-
pressao de moléculas de adesao®?.

Ha evidéncias do envolvimento do NO em pro-
cessos nociceptivos®. O uso de precursores de NO pode
promover a reducdo da dor de origem central e periféri-
ca. De fato, a administragio intraplantar®® ou subcuta-
neo” de um precursor de NO (L-arginina) reduziu a
hiperalgesia evocada pela carragenina, em testes de
pressdo plantar. Esta substancia também foi capaz de
diminuir alguns quadros de dor crénica em pacientes®.

Na cornea, condicdes associadas a inflamacio
descontrolada sdo geralmente dolorosas e podem resul-
tar em opacificacdo estromal e perda da visdo. Colirios
com efeitos analgésico ou anestésico podem retardar o
processo de cicatrizacdo, o que pode levar a sérias com-
plicacdes secundarias da cérnea, como defeito epitelial
recorrente e cicatrizes®!V.

A fim de investigar o mecanismo subjacente ao
desencadeamento de inflamagdes da cornea, diversos mo-
delos experimentais tém sido propostos, incluindo os que
envolvem agentes proé-inflamatdrios, como o
lipopolissacarideo da endotoxina bacteriana (LPS)123). O
LPS esta envolvido na producédo sequencial de diversos
mediadores inflamatérios, incluindo prostaglandinas,
leucotrienos e aminas simpatomiméticas’*'9, e podem
mediar o aumento da hiperalgesia e infiltracdo
leucocitaria®”. Sendo o NO um mediador identificado em
estudos anteriores de inflamagao corneana®, torna-se in-
teressante verificar o possivel efeito de doadores de NO,
como o dinitrato de isossorbida (DNI), em um modelo ex-
perimental de ceratite inflamatéria induzida pelo LPS.

METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram apro-
vados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universi-
dade de Sao Paulo. Os animais foram tratados em confor-
midade com as orientagdes estabelecidas pela Association
for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

Animais
Ratos Wistar de oito semanas de idade foram alo-
jados em gaiolas com ragdo e dgua ad libitum, mantidas
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em ciclos claro/escuro de 12h.

Preparacao das solucoes

A capsaicina (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO)
foi dissolvida em etanol e Tween-20 e, em seguida, dilu-
ida em solucdo tampao fosfato (PBS) (concentracio fi-
nal: 0,003% EtOH, 0,003% de Tween-20), sendo que o
dinitrato de isossorbida e a prednisolona (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) foram diluidos apenas em
PBS.Todos os medicamentos foram aplicados na cérnea
em um volume de 5 uL de solu¢do. As solucdes apresen-
tavam pH de 7,0 e ficaram protegidas da luz e calor.

Inducao de inflamacgao corneana

O estudo foi conduzido de acordo com o seguinte
protocolo: todos os animais foram anestesiados com éter
etilico, por via inalatdria, previamente aos procedimentos
de abrasio corneana. Com uma agulha estéril 26G, proce-
deu-se uma raspagem continua do epitélio corneano de
ambos os olhos (de limbo a limbo e horizontalmente - Figu-
ra 1A) como descrito anteriormente™. Com base nesses
protocolos e ensaios pilotos, verificou-se que 50 ug de LPS
(endotoxina pseudomonas aeruginosa serdtipo B4 - pure-
za de 99,7%, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluida
em salina estéril apirogénica (grupos LPS +) apresentou
melhores resultados quando aplicado topicamente por 30
segundos nas cdrneas escarificadas (dados ndo apresenta-
dos). Como controle (grupos LPS -), crneas escarificadas
receberam apenas solugdo salina estéril apirogénica. To-
dos os olhos foram novamente raspados e expostos a solu-
¢do de LPS topica (5 pg, durante 20 segundos) ou apenas
salina estéril apirogénica, 72 horas apds o primeiro proce-
dimento, a fim de potencializar o processo inflamatdrio.

Procedimentos experimentais

Logo ap6s a primeira abrasdo e exposicdo ao LPS,
os olhos foram tratados a cada duas horas, cinco vezes ao
dia, com uma das solugdes de teste a seguir: PBS (veicu-
lo—VEH), DNI nas concentracdes de 200ug/5ul (DNI1),
65 pg/55ul (DNI2) ou 20 ug/55ul (DNI3), e prednisolona
1% tépico (PRED). O mesmo protocolo de tratamento
foi utilizado nos animais néo expostos ao LPS (grupos
LPS -). Seis ratos foram testados por grupo experimental
para cada farmaco e dosagem, e o periodo de tratamen-
to foi de quatro dias.

Em todos os grupos, os ratos foram examinados
diariamente utilizando ldmpada de fenda e as cérneas
foram documentadas através de fotografias. Em testes
preliminares, a avaliacdo comportamental da dor foi
estabelecida com base em modificacdes de estudos an-
teriores®. A avaliacdo objetiva do comportamento de
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Figura 1: Fotografias de olhos de ratos Wistar durante a indugao de ceratite inflamatdria; A) Marcacao positiva com fluoresceina nas
dreas da abrasao epitelial linear (seta preta); B) Observar hiperemia conjuntival moderada no dia 3 (seta preta); C) Nubéculas na area
paracentral do estroma corneano observadas apds sete dias (seta preta)

dor ocular, dado pelo desafio quimico com capsaicina
suficiente para iniciar uma resposta nociceptiva, foi de-
terminada no dia 4 pela contagem do nimero de pisca-
das contadas em 40 segundos, ap6s a instilagao de uma
gota com 0,01 uM de capsaicina. Inicialmente, os ani-
mais foram aclimatados em um ambiente tranquilo e
calmo por, pelo menos, uma hora antes da andlise
comportamental. Na sequéncia, os animais foram adap-
tados em recipientes de acrilico por pelo menos 5 minu-
tos. Cada olho foi testado uma tnica vez, para se evitar
outras alteracdes potencialmente induzidas pela
capsaicina, como a perda de sensibilidade periférica.
Ap6s os testes nociceptivos, elegeu-se para andlise
histoldgica os grupos LPS -, LPS+ (VEH), LPS+ tratado
com DNI na concentrag@o que produziu os melhores re-
sultados em termos de controle da hiperalgesia (DNI2) e
LPS+/PRED. Quatro animais de cada um desses grupos
foram anestesiados com éter e sacrificados no dia 4, por
deslocamento cervical, para avaliacdo histopatoldgica.

Histologia

Apb6s o sacrificio, os olhos foram enucleados, inclui-
dos em OCT 4585 (Tissue-Tek, Miles, Elkhart, IN) e conge-
lados em nitrogénio liquido. Procedeu-se entdo prepara-
¢do histoldgica de rotina para colora¢do em hematoxilina
e eosina (HE), através de cortes de 10um em criostato e
montagem em laminas gelatinizadas. Todas as laminas fo-
ram montadas de forma a se orientar os cortes transversais
paralelamente a drea de abrasdo. Os neutréfilos foram con-
tados de limbo a limbo em cortes histoldgicos seriados de
toda cérnea de cada animal, por um patologista experien-
te. A média do nimero de neutroéfilos em cada cornea foi
utilizada para andlise estatistica.

Analise estatistica

Osresultados estdo apresentados em graficos,com
média (+ erro padrao da média; EPM). As diferengas no
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numero de piscadas e nos parametros histolégicos, entre
os grupos, foram avaliadas com os testes nao
paramétricos de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney U
(bicaudal), sendo valores de P <0,05 considerados esta-
tisticamente significativos.

REsuLTADOS

Achados anatémicos

A andlise biomicroscopica dos animais, incluindo
a dos testes preliminares, revelou dreas brancas de
opacificagio no estroma corneano dos olhos expostos ao
LPS, entre os dias 3 e 15 (Figura 1). Ap6s o dia 15, ndo se
observou evidéncia de inflamacio e todos os animais re-
cuperaram o aspecto normal da coérnea, sem sinais de
neovascularizacdo corneana. Nao foi identificado tam-
bém nenhum sinal de uveite, em todos os olhos estudados.

Os parametros clinicos utilizados para analise
biomicroscopica foram a hiperemia ocular relacionada
a congestdo de vasos da conjuntiva e episcleral,
opacificagdo da cdérnea, neovascularizacdo, edema
epitelial, e estromal, e pontos hemorragicos. Os olhos do
grupo LPS- mostraram pouca ou nenhuma reacio infla-
matoéria. Em contraste, os olhos expostos ao LPS (LPS+)
apresentaram resposta inflamatéria mais intensa. No dia
3, observou-se hiperemia conjuntival moderada e
neovascularizagdo corneana periférica fina (Figura 1B).
Nubéculas na drea paracentral do estroma corneano fo-
ram observadas a partir do dia 4, apds a segunda exposi-
¢do ao LPS (Figura 1C).

Comportamento nociceptivo

A estimulacdo quimica com capsaicina nos olhos
expostos ao LPS e tratados com o veiculo, apresentaram
um ndmero significativamente maior de piscadas do que
aqueles do grupo LPS - (7.4 + 1,3 versus 3,0 + 0,8 pisca-



Efeito do dinitrato de isossorbida sobre a hiperalgesia corneana induzida por lipopolissacarideo 293

das,P =0,019),dado este indicativo de maior hiperalgesia
no grupo expostos ao LPS. O tratamento topico da ceratite
inflamatéria induzida por LPS com 65ug/SuL DNI
(DNI2) produziu reducdo significativa no nimero de
piscadas desencadeadas pela capsaicina (2,2 + 0,4 pis-
cadas, P =0,010), de forma semelhante ao observado no
grupo PRED (2,7 + 0,4 piscadas, P = 0,011) (Figura 2).
Olhos tratados com outras concentragdes de DNI apre-
sentaram menores reducdes no nimero de piscadas
(DNI1: 5,2+0,9 piscadas - P = 0,2448 ¢ DNI3: 2,2 + 0,6
piscadas - P = 0,0157). Curiosamente, os olhos ndo ex-
postos ao LPS, mas tratados com qualquer concentracdo
de DNI (LPS -/DNI) apresentaram um nimero signifi-
cativamente maior na média de piscadas em relacdo ao
grupo LPS -/VEH (P =0,029).

Achados histolégicos

Uma vez que o grupo DNI2 exibiu os melhores
resultados na avaliacdo nociceptiva, este grupo, além
dos controles (LPS-) e dos tratados com PRED, foi eleito
para processamento histolégico. Foi observado um pro-
nunciado infiltrado celular no estroma corneano anteri-
or nos grupos expostos ao LPS, dado primordialmente
por neutrofilos, diferentemente do apresentado em
corneas nao expostas ao LPS. Essas células se localiza-
vam principalmente proximas aos vasos limbares no
grupo LPS + (70,4 + 3,8 versus 6,3 = 0,5 células, teste
Kruskal-Wallis - P <0,0001). Os grupos DNI 2 e PRED
apresentaram reducao significativa na infiltracdo de
neutréfilos (49.6+4.9 células - P=0.0031 e 27.5+13.2 cé-
lulas - P=0.0306, respectivamente) (Figura 3).

DiscussAo

Quadros inflamatoérios da cérnea, também conhe-
cidos como ceratites, podem ser desencadeados por
hipoxia, trauma, agentes microbianos e agressao
autoimune. Normalmente, a ceratite causa dor e descon-
forto e pode levar a perda visual permanente por cica-
trizagéo e, ocasionalmente, perfuragdo da cérnea®.

A ceratite também pode se desenvolver na au-
séncia de bactérias, sob a forma de infiltrados periféri-
cos. Estes infiltrados estéreis, frequentemente associa-
dos com o uso de lentes de contato, podem ser condig¢des
dolorosas que resultam, menos frequentemente, em de-
ficiéncia visual®. Embora a etiologia de infiltrados es-
téreis nao tenha sido completamente definida, a nogao
de envolvimento de particulas bacterianas parece razo-
avel, dado que alguns produtos bacterianos podem ser
liberados ap6s lise de bactérias presentes na lagrima e
que foram observados infiltrados neutrofilicos importan-
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Figura 2. Distribui¢do do nimero de piscadas em resposta a uma
solucdo 0,01 mM de capsaicina aplicada a cérneas inflamadas
(LPS +) oundo (LPS -). DNI, dinitrato de isossorbida (65ig/5il);
LPS, lipopolissacarideo; PRED, prednisolona 1 %. Os resultados
representam a média + EPM.
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Figura 3: Distribuicdo do nlimero médio de neutrdfilos contados
por corte histologico das corneas estudadas. LPS -/DNI e LPS —:
animais ndo expostos ao LPS, tratados e ndo tratados com DNI,
respectivamente; LPS +/DNI e LPS +: animais expostos ao LPS,
tratados e nao tratados com DNI (65ug/5ul), respectivamente. LPS
+/PRED: animais expostos ao LPS e tratados prednisolona 1 %. Os
resultados representam a média + EPM

tes em bidpsias de pacientes com esse tipo de ceratite®V,

O presente estudo apresenta um modelo experi-
mental de ceratite, com metodologia adequada para
avaliar a hiperalgesia corneana, dada pela utilizagdo de
um estimulo quimico conhecido. Tal modelo se mostrou
atil para testar novas drogas com potencial terap&utico
para processos patologicos da superficie ocular. As alte-
ragdes induzidas pelo LPS foram confirmadas pelo de-
senvolvimento de nubéculas no estroma de corneas ex-
postas ao LPS, exclusivamente. Essa ceratite induzida
por LPS parece ser resultado direto do recrutamento de
neutroéfilos para os locais estimulados no estroma
corneano. A inflamagdo observada ficou confinada a
conjuntiva, limbo e cérnea, uma vez que, nenhum sinal
de uveite foi observado.

Consistente com os resultados apresentados, estu-
dos anteriores realizados em coelhos® e ratos® tam-
bém demonstraram que a aplicagdo de LPS induziu a
migracao de neutroéfilos para o estroma da cérnea. Tam-
bém de acordo com os presentes achados, estudos anteri-
ores sugerem que o recrutamento de neutréfilos para dre-
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as centrais da cornea ap6s a exposi¢do ao LPS se deu a
partir de vasos sanguineos do limbo e da conjuntiva, ape-
sar do filme lacrimal pode ser fonte de neutrdfilos@ .

O dinitrato de isossorbida (DNI) é conhecido por
seu efeito vasodilatador, ocasionado pela liberacao lo-
cal de NO nos processos inflamatérios. O NO também
esta envolvido na modula¢édo da dor, tanto a nivel peri-
férico quanto central. A administragdo periférica de do-
adores de NO em animais de experimentagdo ou em
humanos produziu resultados discrepantes.

A injecdo intraplantar de 3-morfolinosidnonimina
(SIN-1) pode induzir hiperalgesia no teste de pressao de
pata®, enquanto que nitroprussiato de sédio®, SIN-1
(em concentragdes menores: 50-100 pug)'¥ ou S-nitroso-
N-acetil-DL-penicilamina (SNAP) (50-200 pg)'® reduz
a hiperalgesia mecanica induzida pela prostaglandina-
E2. Apesar deste efeito controverso sobre o controle
nociceptivo periférico, a liberagdo intracelular de bai-
xas concentracdes de NO estd relacionado a reducdo da
dor devido a ativagdo da guanilato-ciclase®.

Com o intuito de aumentar a nossa compreensao
da hiperalgesia corneana e o efeito do NO no controle
do status nociceptivo periférico, avaliou-se o efeito de
doses baixas de DNI (como um doador de NO) no con-
trole da hiperalgesia corneana. O DNI produziu uma
reducdo substancial (até 70%) no comportamento
nociceptivo dos animais provocado por uma dose padro-
nizada de capsaicina, com resultados comparaveis aos
do corticéide usado (64%). Os olhos tratados com DNI e
PRED também apresentaram diminui¢do do ntimero de
neutrdéfilos no estroma corneano, porém este efeito foi
menos pronunciado nos animais tratados com DNI (30%
versus 60% para PRED, aproximadamente). Outros es-
tudos tém mostrado a acdo antiangiogénico do NO em
queimaduras alcalinas graves da cornea, no entanto sem
demonstracdo de andlises comportamentais de dor®,
Este efeito antiangiogénico do NO nao pode ser avalia-
do neste estudo, uma vez que todos os animais apresen-
taram regressao total da neovascularizagio periférica.

Levando em consideracdo os dados menciona-
dos, pode-se dizer que o efeito anti-hiperalgésico do DNI
topico pode depender de um aumento direto nos niveis
de GMPc nos neuronios sensitivos primarios ou de um
efeito indireto relacionado a reducdo da migragdo de
neutrdfilos. Seguindo este raciocinio, hd evidéncias na
literatura que o aumento do GMPc nos neuronios sensi-
tivos reduz a hiperalgesia®). Além disso, estudos anteri-
ores® demonstraram que neutréfilos que migraram para
o sitio inflamatdrio sdo uma fonte importante de media-
dores, como as prostaglandinas, que sensibilizam os
nociceptores. Assim, especula-se se baixas doses de doa-
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dores de NO poderiam atuar direta e/ou indiretamente,
ativando a guanilato ciclase soltivel e/ou inibindo a mi-
gracdo de neutroéfilos respectivamente, com reducio da
hiperalgesia periférica.

A real utilidade clinica de um tratamento com
doadores topicos de NO em quadros de ceratite séptica
e asséptica, bem como ap6s procedimentos cirirgicos,
deve ser explorada como uma alternativa para o contro-
le da dor ocular, especialmente em situacdes em que o
uso de esterdides topicos pode ser prejudicial. Os doado-
res de NO também podem apresentar vantagens sobre
os esterdides, uma vez que nio apresentam os efeitos
oculares adversos destes, como por exemplo, a catarata
e o glaucoma. Neste contexto o efeito microbicida do
NO® seria uma propriedade adicional ttil, primordial-
mente no tratamento de doengas infecciosas dolorosas
da superficie ocular.

CONCLUSOES

Em resumo, nossos resultados revelaram que o
modelo de ceratite induzida por LPS é adequado para o
estudo da hiperalgesia relacionada com a inflamacao
de estruturas da superficie ocular. Além disso, os dados
sugerem que o DNI pode reduzir a hiperalgesia induzida
quimicamente na cérnea, com diminuicdo da infiltragao
neutrofilica. Experimentos futuros serdo necessdrios para
investigar a relagdo entre esses efeitos e os mecanismos
fisiolégicos envolvidos.
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