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O [6xido nitrico] € uma molécula com iniUmeras agdes em varios sistemas.
Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do tratamento sistémico
prévio de [doadores de NO] no processo de [inflamacado] aguda. O pré-
tratamento de camundongos com SNP ou SNAP (4 h ou 12) reduziu
(~50%) o edema de pata induzido por carragenina, sulfato de dextrana,
bradicinina e histamina, mas n&o reduziu o edema induzido por serotonina.
As alteragbes na permeabilidade vascular e na migragdo de neutrofilos
para o tecido foram avaliados através da medida do extravasamento por
azul de Evans e da determinagao da atividade da mieloperoxidase (MPO),
respectivamente. O pré-tratamento com SNP reduziu significativamente
tanto o extravasamento plasmatico como o aumento da atividade da MPO.
Para testar a participacio da [guanilato ciclase] e [canais de K'] no efeito
redutor dos doadores de NO sobre o edema de pata, os animais foram pré-
tratados com SNP 8 h antes da injecdo de carragenina. O [azul de
metileno] ou [tetraetilamonio] foram injetados em grupos de animais 30 min
antes ou 2, 4 ou 6 h apés a injecao de SNP. O azul de metileno bloqueou o
efeito redutor do NO no edema de pata quando injetado 30 min antes ou 2
h depois do SNP, mas néo 4 ou 6 h apés a injecao de doadores de NO. O
TEA bloqueou o efeito redutor do NO no edema de pata em todos os
tempos avaliados. Estes resultados mostram que uma Unica injecdo-de:
doadores de NO exerce um importante efeito antiinflamatorio. Este efeito &
de longa duragao persistindo por periodos de tempo muitos maiores que a
meia-vida do NO. Este efeito é dependente de cGMP, nas primeiras horas
ap6és a injecao de doadores de NO, e de canais de K', durante todo o
tempo de analise. Portanto o efeito de longa duragdo do NO parece estar
estreitamente relacionado com a ativacéao de canais de K*.
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RESUMO

O oxido nitrico (NO) &€ uma molécula efetora caracterizada nos Ultimos anos como
importante modulador inflamatorio. Em trabalhos anteriores, nosso laboratério mostrou que a
administragdo de uma Unica dose de doadores de NO ou uma infusdo de 30 minutos com baixas
concentracdes destes compostos causou alteragdes de longa duragdo na reatividade vascular. Como
parte da resposta inflamatoria é dependente de eventos vasculares, decidimos investigar a influéncia
do tratamento sistémico com doadores de NO no edema de pata de camundongos induzido por varios
estimulos inflamatérios. Camundongos Swiss-44 fémeas foram injetados intradermicamente no coxim
plantar com carragenina (300 pg/pata), sulfato de dextrana (200 pg/pata), bradicinina (3 nmol/pata),
serotonina (10 nmol/pata) ou histamina (100 nmol/pata). O edema de pata foi medido
pletismograficamente, em intervalos de tempo que variaram dependendo do estimulo inflamatério
usado. Para estudar-se a influéncia do éxido nitrico no edema de pata, foram usados dois doadores
de NO, nitroprussiato de sédio (SNP; 1,5, 5 e 10 pmol/kg) ou S-nitroso-DL-acetilpenicilamina (SNAP;
7, 14 e 28 umol/kg), injetados s.c. 4, 12 ou 24 h antes do estimulo inflamatério. Nossos resultados
mostram que o pré-tratamento com SNP ou SNAP (4 ou 12 h) reduziu em aproximadamente 50% o
edema de pata induzido por carragenina, sulfato de dextrana, bradicinina e histamina, mas nao por.
serotonina. As alteragdes na permeabilidade vascular e na migracdo de neutrdfilos para o tecido
foram avaliadas através da medida do extravasamento de azul da Evans e da determinacédo da
atividade da mieloperoxidase (MPO), respectivamente. O pré-tratamento com SNP reduziu
significativamente tanto o extravasamento plasmatico como o aumento da atividade da MPO,
induzidos pela carragenina. Para testar a participagédo da guanilato ciclase e canais de K no efeito
redutor dos doadores de NO sobre o edema de pata, os animais foram pré-tratados com SNP (10
umol/kg) 8 h antes da injec&o de carragenina. Em seguida, azul de metileno (15,6 uymol/kg, s.c), ou
tetraetilamoénio (TEA, 300 pmol/kg) foram injetados em grupos de animais 30 min antesou 2, 4o0u6 h
apos a injecdo de SNP. O azul de metileno bloqueou o efeito redutor do NO no edema de pata
quando injetado 30 min antes ou 2 h depois do SNP, mas ndo 4 ou 6 h apds a injecdo de doadores
de NO. O TEA bloqueou o efeito redutor do NO no edema de pata em todos os tempos avaliados.
Estes resultados mostram que uma unica inje¢ao de doadores de NO exerce um importante efeito
antiinflamatério evidenciado pela redugéo no extravasamento plasmatico e infiltrag&o de neutrofilos
no modelo de edema de pata. Este efeito € de longa duracao persistindo por periodos de tempo
muitos maiores que a meia-vida do NO. Este efeito € dependente de cGMP, nas primeiras horas apos
a injegdo de doadores de NO, e de canais de K', durante todo o tempo de analise. Portanto o efeito
de longa duragéo do NO parece estar estreitamente relacionado com a ativagéo de canais de K.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a free radicai with important actions in several biologicai systems. We
have previously shown that NO donors changed the vascular reactivity, decreasing the response to
vasoconstrictors and, at the same time, increasing the response to vasodiiators. Since the
inflammatory response releases vasoactive mediators, the objective of this work was to study the
influence of NO donors pretreatment on the mouse paw edema induced by several inflammatory
stimuli. Female Swiss-44 mice were injected intradermally with carrageenan (300 pg/paw), dextran
sulfate (200 pg/paw), bradykinin (3 nmol/paw), serotonin (10 nmol/paw) or histamine (100 nmol/paw)
in the right hindpaw. Paw edema was measured by plethysmometry, at the indicated time intervals
which varied depending on the inflammatory stimulus used. To study the influence of NO, the NO
donors sodium nitroprusside (SNP; 1.5, 5 and 10 umol/kg) or S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine
(SNAP; 7, 14 and 28 pmol/kg) were injected s.c. 24, 12 or 4 h before the inflammatory stimuli. The
resuits show that the injection of one single dose of SNP or SNAP (4 or 12 h before inflammatory
stimulus) reduced (~50%) the paw edema induced by carrageenan, dextran sulfate, bradykinin and
histamine, but not by serotonin. Changes in microvascular permeability and neutrophil infiltration was
measured by Evans blue leakage and myeloperoxidase activity, respectively. Pre-treatment with SNP
significantiy reduced both plasma exudation and neutrophil infiltration. To investigate the involvement
of soluble guanylate cyclase and potassium channels in the NO inhibitory effect on carrageeenan-
induced paw edema, we pre-treated animals with SNP (10 pmol/kg) 8 h before carrageenan injection.
Methylene blue (15.6 pmol/kg, s.c.) or tetraethylammonium (TEA; 300 umol/kg, s.c.) were injebted in
distinct groups 30 min before or 2, 4 or 6 h after SNP injection. Methylene blue blocked SNP-induced
reduction in mouse paw edema injected 30 min before or 2h after SNP, but not 4 or 6 h after the NO
donor injection. TEA blocked SNP-induced reduction in mouse paw edema if injected 30 min before or
2, 4 or 6 h after SNP. The present study demonstrated that a single injection of NO donors exerts a
long-lasting anti-inflammatory effect evidenced by reductions in vascular permeability and in neutrophil
infiltration in the mouse paw. This NO effect is dependent on ¢cGMP (in its initial phase) and on
potassium channels (during all the time of analysis).

vi
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1. INFLAMAGAO

A inflamacdo constitui-se de uma complexa reagcdo em organismos
multicelulares, mais especificamente de tecidos vascularizados destes organismos,
em resposta a uma lesao, trauma ou infecgdo. O processo inflamatério protege o
organismo contra infecgdes e facilita a reparacéo e cicatrizacao do tecido (revisto em
Sedgwick e Willoughby, 1995). Na reparacao, o tecido lesado & substituido por
células da mesma linhagem daquelas lesadas ou por células do tecido conjuntivo, ou
ainda uma combinagao dos diferentes tipos celulares. Dependendo da extensao da
substituicao do tecido original pelo tecido cicatricial, pode haver comprometimento
ou perda da fungao do 6rgao (revisto em Davidson, 1992).

A fase inicial da inflamagao, chamada de fase aguda, geralmente tem
duracao relativamente curta e as primeiras manifestagdes clinicas observadas sao
eritema, edema, calor e dor, como descritas por Cornelius Celsus, no inicio da era
Cristda. O quinto sinal, que é a perda da funcado do tecido ou 6rgdo lesado, foi
descrito posteriormente por Virchow no século XIX.

A reacgdo inflamatdria aguda pode, basicamente, ser caracterizada pela
ocorréncia de dois tipos principais de eventos: i) os vasculares, onde observa-se
alteracao do calibre dos vasos e aumento de permeabilidade venular e ii) os
celulares, que iniciam-se com o processo de marginagdo dos leucécitos, seguido
pela adesdo destes a parede do vaso e posterior parssagem para o tecidov
extravascular.

A inflamacéo crénica geralmente ocorre quando a inflamagéo aguda nao é

resolvida. Apesar de poder seguir-se a inflamagao aguda, a inflamacgéo cronica com

frequéncia inicia-se, como um processo de baixa intensidade e constante. Esta fase,
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geralmente de longa duragéo,.caracterizé—se em termos histolégicos por densa
infiltragao de linfocitos € macréfagos, e uma concomitante proliferacdo de vasos
sanguineos e de tecido conjuntivo. A inflamacao crénica pode levar a destruicdao
tecidual e fibrose trazendo graves efeitos deletérios para o individuo (revisto em
Broide, 1991 e Cotran et al., 1994).

As respostas vasculares e celulares na fase aguda ou crénica da inflamacao
sdo mediadas tanto por fatores quimicos como plasmaticos e celulares. Estas
substancias, denominadas mediadores da inflamagao, sao liberadas concomitante e
sequencialmente a resposta inflamatéria, e atuam amplificando e influenciando a
evolucdo desta resposta (revisto em Bauhmann e Gauldie, 1994 e Cotran et al.,

1994).

1.1. EVENTOS VASCULARES

Alteracdes do fluxo e do calibre dos vasos ocorrem muito precocemente
apés o estimulo inflarqatério. Apo6s um periodo breve e transitdrio de vasoconstrigéo,
ocorre uma vasodilatagdo como consequéncia da acdo de mediadores, que sédo
formados e/ou liberados na microcirculagao. Ehtre estas substancias citam-se
aquelas de origem plasmatica, como a bradicinina, e as substancias de origem
celular, como a histamina e as prostaglandinas (revisto' em Haanen e Vermes, 1995).
A esta vasodilatacdo sobrevém, assim, um aumento local do fluxo sanguineo,
causando calor e rubor. Esta vasodilatagdo causa lentificacdo do fluxo, com
consequente estase do sangue. Ocorre também, aumento de permeabilidade nas
vénulas pos-capilares e exsudacado de liquido. O exsudato liquido contém varios

mediadores que influenciam as células adjacentes e os proprios vasos sanguineos e
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incluem os componentes de quatro cascatas enzimaticas do plasma: o sistema
complemento, o sistema de coagulacao, o sistema fibrinolitico e o sistema calicreina-
cininas. Os componentes protéicos e peptidicos derivados destes sistemas
interagem entre si de forma complexa, modulando a agao dos demais, amplificando
e otimizando a resposta inflamatéria. Portanto, durante a ativagao destas cascatas
enzimaticas sao formados fatores que opsonizam os agentes agressores e fatores
que induzem a migragao de células de defesa. A rede de fibrina que se forma no
local inflamado impede a disseminagao dos agentes lesivos e serve de suporte para
migracgao (revisto em Gallin et al., 1992).

O aumento de permeabilidade vascular, cofn extravasamento de proteinas
plasmaticas para o intersticio, € uma das marcas registradas da resposta
inflamatéria aguda. O extravasamento de liquido rico em prdteinas a partir do
plasma reduz a pressédo osmética intravascular e aumenta a pressao osmoética do
liqguldo intersticial. Este fenébmeno, aliado ao aumento da pressdo hidrostatica
secundaria a vasodilatacao, Ievg a fuga de liquido e seu acimulo no tecido
intersticial, conduzindo a formagao do edema (revisto em Cotran et al., 1994).

No inicio da década de sessenta, Majno e Palade (1961) mostraram que o
aumento de permeabilidade induzido por-mediadores como histamina e serotonina,
que tém efeitos similares na fase inicial da inflamacao, estava associado ao
aparecimento de aberturas ou fendas (gaps) no endotélio de vénulas pés-capilares.
Este foi o primeiro trabalho que correlacionou a permeabilidade microvascular e a
ultraestrutura da parede da microcirculagdo. Ja no final dos anos 60, Majno e
colaboradores (1969) mostraram que o nlcleo das células endoteliais das vénulas

apresentava uma aparéncia enrugada e sugeriram que a contragdo das células
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endoteliais era a base do aumento do extravasamento de macromoléculas.
Trabalhos subsequentes, em varios outros laboratérios, confirmaram que a
histamina, a bradicinina, a serotonina e muitos outros mediadores, abrem fendas no
endotélio de vénulas pos-capilares mas nao influenciam a estrutura de capilares
(revisto em Michel e Curry, 1999).

A fase tardia do aumento de permeabilidade decorrente de lesdes do tipo
térmica ou quimica, envolve ambos, os capilares e as vénulas. Mais uma vez,
parece estar relacionado com o desenvolvimento de aberturas entre células
- endoteliais adjacentes (Cotran e Majno, 1964). Aberturas e fenestras nos capilares
endoteliais sdo também induzidas por citocinas (outros mediadores da resposta
inflamatéria que seré.o abordadas mais a frente) e fatores de crescimento (Roberts e

Palade, 1995).

1.2. EVENTOS CELULARES

As primeiras descrigdes de achados microscopicos decorrentes da resposta
a um estimulo inflamatério datam de 150 anos atras, e foram objeto de uma série de
conferéncias em 1889 por Julius Cohnheim. Este pesquisador foi o primeiro a utilizar
0 microscopio para visualizar vasos sanguineos inflamados em membranas
delgadas transparentes, como mesentério e lingua de ras. Através da observagao
das alteragoes no fluxo sanguineo, do edema subsequente (devido ao aumento de
permeabilidade vascular) e da migragéo leucocitaria caracteristica, Cohnheim
~descreveu achados com tal precisdo e clareza, que foram muito pouco

aperfeicoados por técnicas mais modernas (Cohnheim, 1889).
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Cohnheim observou que a parede db vaso era responsavel por uma série de
eventos no processo inflamatério. Seus experimentos o conduziram a importante
conclusao que “inflamacéao é a expresséo e consequéncia de alteragées moleculares
na parede do vaso”. Esta notavel observagdo, considerando que Kekulé somente
imaginou que atomos de carbono pudessem formar moléculas em 1854, foi
abrilhantada pela observagao qﬁe o estimulo inflamatério resulta na acumulacao de
leucécitos somente no ponto de aplicagcao do estimulo. Os locais da microcirculagao
livres de estimulo permanecem também livres de leucdcitos. Cohnheim percebeu
que as células do sangue em continuo movimento ndo podiam ser as Unicas
responsaveis pela resposta inicial que determinéva a localizacao espacial dos
leucécitos, sua adeséo e posterior migragao para o sitio inflamatoério.

O rapido progresso no campo da inflamacado nos Ultimos anos revelou a
nétureza das moléculas antecipadas por Cohnheim. A migracado dos leucdcitos do
vaso para o local da inflamacgao definitivarhente envolve a regulacdo de multiplas
moléculas de adesdo tanto nas células que estdo migrando como no endotélio
(revisto em Walzog e Gaehtgens, 2000).

A identificacao de moléculas envolvidas no processo de recrutamento de
leucécitos mostrou que a migra¢ao depende de sofisticada interacao entre leucécitos
e células endoteliais. Portanto este ultimo tipo celular contribui ativamente através da
expressao de moléculas de adesao em sua superficie e secrecido de mediadores
soluveis.

No sangue que esta fluindo no interior dos vasos, os leucécitos normalmente
ficam confinados a uma coluna. axial central enquanto que a faixa de fluido em

contato com o endotélio & pobre em células. A medida que o fluxo se lentifica no
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inicio da inflamacao, os leucocitos saem da coluna liquida central e assumem uma
posicdo periférica, passando a margear a superficie endotelial. Portanto, a
marginacdo hidrodinamica € necessaria para permitir o contato inicial entre
leucécitos e endotélio.

A saida de leucécitos dos vasos para o tecido adjacente onde esté
ocorrendo a reagio inflamatéria segue uma sequéncia bem conhecida. Inicialmente,
os leucécitos rolam sobre as células endoteliais (rollin_g). Esta interacdo fraca e
reversivel inicial & seguida por uma adesdo firme do leucécito ao endotélio
(adhesion). Esta adesao firme permite que o leucécito espraie-se sobre o endotélio
(spreading), ap6s o que ele inicia o processo de transmigracdo para fora do vaso
(migration). Cada um dos estagios mencionados acima envolve a participagcédo de
diferentes familias de moléculas de adesdo. Estas moléculas, dependendo de sua
estrutura funcional e similaridade genética, dividem-se em 3 familias a saber: as
integrinas, as selectinas e a superfamilia das imunoglobulinas (Bevilacqua, 1993;
Hellewel, 1993).

O processo de rolagem é mediado pela familia de glicoproteinas conhecidas
cdmo selectinas. A familia das selectinas consiste de trés diferentes classes de
moléculas: L-selectina, P-selectina e E-selectina. A L-selectina é expressa
constitutivamente na maioria dos leucécitos. A P-selectina é constitutivamente
expressa em plaquetas, enquanto nas células endoteliais fica armazenada dentro
dos corpusculos de Weibel-Palade podendo ser mobilizada para superficie da célula
dentro de minutos, mediante a ativacdo por uma variedade de mediadores
inflamatérios. Assim como a P-selectina, a E-selectina ndo é constitutivamente

expressa em células endoteliais. Entretanto, sua expressao esta totalmente sob o
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controle de fatores transcricionais, sendo sua sintese induzida por citocinas como
interleucina-1 (IL-1) ou fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) (revisto em Walzog e
Gaehtgens, 2000).

Os trés tipos de selectinas pbdem mediar direta ou indiretamente o rolling de
leucocitos. Entretanto, devido a diferentes cinéticas de expressdo destas moléculas
e/ou de seus ligantes, diferentes selectinas desempenham papel importante em
tempos diferentes durante o curso da reacgao inflamatoérla (revisto em Collins, 1995 e
Kansas, 1996).

Devido a sua velocidade agora reduzida, os leucécitos sdo expostos aos
mediadores secretados pelas células endoteliais e, se ativados, aderem firmemente
ao endotélio através da interagdo com familias especificas de moléculas de adeséao.
As integrinas leucocitarias medeiam a firme adesao dos leucacitos por ligarem-se a
membros da familia das imunoglobulinas presentes nas células endoteliais. As
integrinas correspondem a uma familia de heterodimeros protéicos constituidos de
uma subunidade a (120-180 KDa) ligada nao-covalentemente a uma subunidade B
(90-110 KDa). As duas subunidades sao necessarias para a interacdo adesiva das
integrinas e apresentam elevada identidade estrutural e funcional (revisto em Brow e
Goodwin, 1988).

As integrinas representam uma grande familia de proteinas classificada pela
subunidade . As integrinas B41(CD29), B2(CD18), B3(CD61) e p; sado as
comprometidas com o recrutamento de leucécitos, com as B, atuando como principal
personagem na firme adesao de leucdcitos subsequente ao rolling. A rolagem de
leuctceitos constitui  pré-requisito essencial para firme adesdao mediada pelas

integrinas in vivo, uma vez que estas ndo sao capazes de ligar aos seus respectivos
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ligantes nas células endoteliais, a menos que a velocidade dos leucécitos tenha sido
reduzida para um valor critico, que é alcangado pela rolagem mediada pelas
selectinas (revisto em Walzog e Gaehtgens, 2000).

Outras importantes moléculas de adesdo pertencem a superfamilia das
imunuglobulinas que servem de ligantes para as integrinas. Os principais mémbros
desta familias sdo as ICAM (Intracellular Adhesion Molecules;, associadas com a
etapa de firme adesao dos leucdcitos ao endotélio através da interacdo com as B,
integrinas; revisto em Bevilacqua et al., 1994), as VCAM (Vascular Cell Adhesion
Molecules) e as PECAM (Platelet EndotheliaI.Cell Adhesion Molecules). Dentre estas
destaca-se a ICAM-1, principal ligante que medeia a firme adesdo de
polimorfonucleares (PMN) a células endoteliais em um processo inflamatorio,
apresentando, portanto, um importante papel no recrutamento de neutréfilos para o
local da inflamacao. A ICAM-1 é expressa no endotélio em decorréncia da ativacao
desta célula por diferentes mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-1_. A ICAM-2,
diferente da ICAM-1, é constitutivamente expressa em células endoteliais. A ICAM-3
é expressa principalmente em leucécitos, estando ausente em células endoteliais
(revisto em Walzog e Gaehtgens, 2000).

| Como explicado acima, as ultimas etapas do processo de diapedese sio o
espalhamento e transmigracao dos leucécitos. A PECAM-1, membro da familia das
imunoglobulinas, & éxpressa em PMN, monécitos € em células endoteliais, sendo
responsavel pela migracao transendotelial de leucécitos (revisto em Walzog e
Gaehtgens, 2000). Esta ultima etapa ocorre predominantemente nas vénulas pods-

capilares e envolve a acdo de enzimas proteoliticas dos leucocitos sobre a matriz
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extracelular como também o rearranjo do citoesqueleté das células endoteliais (para
uma revisdo ver Bokoch, 1995).

O pré-requisito para todos estes passos € a ativagédo das células endoteliais
por sinais derivados do tecido que induzem a expressdo de moléculas de adesao e
disparam a secre¢éo de mediadores inflamatérios pelas células endoteliais. Apds
ultrapassar a membrana basal, os leucécitos migram quimiotaticamente para seu
destino final, um processo originalmente descrito por Rudolf Virchow (revisto em
Walzog e Gaehtgens, 2000).

Como mencionado anteriormente, em algum_momento durante o processo
de adeséao do leucocito a parede do vaso, provavelmente em multiplos pontos, os
leucécitos tornam-se ativados. A ativagdo por quimiocinas (mediadores descritos
recentemente, mencionados abaixo), pela interagdo com as moléculas de adesio ou
ainda por outros mediadores, promove a adesdo dos neutrofilos e varias outras
respostas, incluindo a produgao de radicais livres de oxigénio, expressao de outras
moléculas de adesao, liberacao de metabdlitos de lipidios e a secregdo de granulos
(Walzog et al., 1994).

Embora a migragdo de PMN para o tecido e 0 aumento na permeabilidade
vascular ocorram paralelamente no processo inflamatoério, estes dois eventos podem
ser dissociados. Portanto, é possivel ocorrer a passagem de leucécitos através do
endotélio sem que ocorra extravasamento, sendo a reciproca verdadeira. Sendo
assim, a idéia de que os leucdcitos ao migrarem causam solugdes de continuidade
entre células endoteliais que permitem o extravasamento de liquido & errada.
Entretanto, realmente existe uma relagdo entre leucocitos e permeabilidade

endotelial. Recentemente Gautam e colaboradores (2001) demonstraram claramente
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que neutréfilos ativados liberam fatores solUveis que, através de uma acao
paracrina, estimulam a reorganizagao ativa do citoesqueleto de células endoteliais
adjacentes, conduzindo a formacao de fendas intercelulares que levam a um

importante aumento de permeabilidade.

1.3. MEDIADORES INFLAMATORIOS

Os mediadores s&o considerados mensageiros quimicos capazes de exercer
suas agdes tanto em vasos como em células, fornecendo, desta forma, subsidios
para que o processo inflamatorio se desenvolva. Tais moléculas podem atuar
independentemente ou ainda de forma conjunta, o que permite haver modulagéo da
resposta inflamatéria através de mecanismos de feedback positivo ou negativo.
Desta forma, estas substancias quimicas podem desempenhar papel tanto de:

agentes pré-inflamatérios quanto de agentes antiinflamatorios (Laersen e Henson,

1983).

AMINAS VASOATIVAS

Neste grupo encontram-se a histamina e serotonina. Estas duas aminas
vasoativas tém papel chave nas fases iniciais do processo inflamatério, sendo
capazes de desencadear dilatacdo de vénulas pés-capilares, com consequente
aumento de fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular (Barnes et al., 1988).
Estes mediadores parecem ser liberados ao mesmo tempo, e em concentragdes em
que cada uma destas aminas & capaz de exercer seu maximo efeito na

permeabilidade vascular (Di Rosa et al., 1971).
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A histamina encontra-se amplamente distribuida nos tecidos, armazenada
principalmente no interior de granulos de mastécitos, células normaimente presentes
no tecido conjuntivo adjacente aos vasos sanguineos (revisto em Metcalfe et al.,
1997). A histamina é liberada pelos mastécitos mediante diversos estimulos fisicos
ou quimicos. Esta amina exerce suas agdes biolégicas através de receptores
especificos Hi e H;, e mais recentemente Hj;, que tem localizagado mais restrita a
terminagdes nervosas. A vasodilatagdo e o extravasamento de liquido em vénulas
pés—dapilares € mediado essencialmente por receptores H, (Barnes, 2001).

- A serotonina, assim como a histamina, € um mediador vasoativo pré-
formado, que age sobre receptores especificos e apresenta agdes semelhantes as
da histamina. Encontra-se em plaquetas e células enterocromafinicas e nos

mastécitos de roedores, mas nao de humanos (Barnes, 2001).

CININAS

As cininas representam um grupo importante de moléculas envolvidas na
inflamacao. A producao de cininas no sitio inflamatério resulta na vasodilatacgao,
extravasamento plasmatico e aderéncia de neutréfilos em consequéncia de uma
acao direta no endotélio ou indiretamente através da liberacdo de outras substancias
pré-infiamatorias (para revisao ver Calixto et al., 2000).

As principais cininas envolvidas no processo inflamatério sdo a bradicinina e
a lisil-bradicinina (calidina). Sao oligopeptideos (9 e 10 residuos, respectivamente)
formados endogenamente pela clivagem proteolitica do seu precursor, o cininogénio
presente na fracdo oy-globulinas das proteinas plasmaficas. Os cininogénios

dividem-se em alto (120 kD) e baixo (50 a 68 kD) peso molecular. O cininogénio de
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alto peso molecular é substrato da calicreina plasmatica enquanto que a calicreina
tecidual é capaz de clivar os dois tipos de cininogénios (revisto em Bhoola et al.,
1992). |

A bradicinina apresenta meia vida-plasmatica bastante curta, que varia entre
10 e 50 segundos, dependendo da espécie estudada (Décarie et al., 1996). A
clivagem metabdlica das cininas ¢é feita por enzimas coletivamente conhecidas como
cininases. A bradicinina e a calidina sdo metabolizadas predominantemente pela
cininase I, também conhecida por enzima conversora de angiotensina (ECA; revisto
em Erdds, 1990). A acao desta enzima gera metabdlitos (BK 1-7 e Lys-BK 1-8) que
sdo desprovidos de ag¢des. Outra classe de cininases, as chamadas cininases |
(carboxipeptidases tipo N) formam a des-Arg®-bradicinina e a des-Arg'®-calidina,
respectivamente. Estes metabdlitos apresentam acgdes fisiolégicas.

Os efeitos celulares das cininas sdo mediados pela ativagao de receptores
especificos, denominados B1 e By (revisto em Bhoola et al., 1992). O receptor B, é
expresso constitutivamente em diversos tecidos e células (revisto em Bathon e
Proud, 1991), sendo responsavel pela maioria das agdes da bradicinina e calidina,
ao passo que o receptor By € normalmente ausente em tecidos normais, mas pode
ser induzido em processos inflamatérios (revisto em Smith et al, 1995). Os
receptores B, s&o ativados pelas cininas intactas enquanto os receptores B; séo
preferencialmente ativados pelos produtos da agdo da cininase | na bradicinina e
calidina, des-Arg®-bradicinina e des-Arg1°-caIidina respectivamente (revisto em

Menke et al., 1994).
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EICOSANOIDES

Um dos primeiros eventos na resposta inflamatéria é liberagao do acido
araquidonico (AA), que normalmente encontra-se esterificado a fosfolipidios de
membrana, pela acdo de enzimas conhecidas como fosfolipases, principaimente a
fosfolipase A,. Uma vez liberado o AA é convertido a varios compostos
biologicamente ativos. Pela agdo da enzima ciclooxigenase (COX), também
conhecida como prostaglandina H sintetase, sao formadas as prostaglandinas (PG)
e os tromboxanos (TX), coletivamente conhecidos por prostansides. A COX cataliza
a oxidagdo do AA para PGG; e subsequente reducdo para PGH,. A PGH, é
transformada por varias enzimas e também por mecanismos nao-enzimaticos em
prostandides primarios: PGE,;, PGF,,, PGD,;, PGl; e TXA;. A COX é, portanto,
responsavel pelos dois primeiros passos na sintese de prostandides, sendo as
etapas posteriores dependentes de enzimas tecido-especificas (revisto em Vane et
al., 1998).

O AA é também metabolizado por outras enzimas, conhecidas como
lipoxigenases, dando origem a varios outros compostos biologicamente ativos como
ao acido hidroeicosatetraendico (HETES), os leucotrienos (LT; para revisdo ver
Sigal, 1991) e as lipoxinas (ver MacMahon ef al., 2001).

Como derivam de um 4&acido graxo eicosandico, os tromboxanos, as
prostaglandinas, os leucotrienos e as lipoxinas sao coletivamente conhecidos como
eicosandides.

As prostaglandinas, de forma geral, estdo envolvidas tanto em condi¢des
patolégicas como fisiologicas. A COX é encontrada em duas isoformas: a COX-1,

enzima constitutiva que medeia importantes fungées homeostaticas, como a
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manutencao da integridade do epitélio da mucosa gastrointestinal, a funcao
plaquetaria, e o fluxo sanguineo renal (Vane et al., 1998). A outra isoforma é a COX-
2 que, na sua forma constitutiva, & encontrada no cérebro e na medula espinhal,
onde estda envolvida na neurotransmissao, particularmente na dor e febre
(Needleman e Isakson, 1997; Vane et al., 1998). Além disso, esta isoforma pode ser
induzida em lesdes de carater inflamatério (revisto em Vane et al., 1998).

Os prostandides sao importantes mediadores inflamatérios. Destacam-se as
prostaglandinas PGE, e a PGl,, por se apresentarem como potentes agentes
vasodilatadores além de potencializarem o aumento de permeabilidade induzido por
mediadores como bradicinina e histamina (Williams e Peck, 1977). Além disso, estas
PG também estdo envolvidos na hiperalgesia por potencializarem os efeitos da
bradicinina e histamina (Ferreira, 1972). Os prostandides exercem seus efeitos
através de receptores de superficie de membrana, acoplados a proteina G (Mitchell
et al., 1995).

Os leucotrienos também estdo envolvidos em diversas reagdes
inflamatérias. Sao responsaveis pelo aumento de permeabilidadé vascular na artéria
mesentérica de rato (Leng et al., 1988), pelo extravasamento plasmatico em cobaia
(Drazen et al:, 1980) e em rato (Ueno et al., 1981), além de promoverem Infiltragcao-
eosinofiiica das vias aéreas em doencas aléfgicas (Creticos et al., 1984). Além disso
o leucotrieno B4 é provavelmente o mais potente agente quimiotatico produzido pela
cascata do AA (para revisao ver Henderson, 1994).

As lipoxinas sdo formadas a partir do metabolismo iniciado pof acoes
sequenciais das lipoxigenases sobre o AA. A produg¢do de lipoxinas tem sido

demonstrada em varias patologias inflamatérias, incluindo asma, glomerulonefrite e
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artrite reumatéide (para revisao ver Serhan, 1997). Entretanto, diferente dos demais
eicosandides ja mencionados, as lipoxinas apresentam propriedades anti-
inflamatorias. Estes lipidios, entre outras propriedades, sado capazes de inibir a
infiltracao de PMN para o foco inflamatério (revisto em Serhan, 1997); inibir a
produgao de varias citocinas pré-inflamatérias (IL-1p; Hachicha ef al., 1999 e IL-6, IL-
8; Sodin-Semrl et al., 2000) e estimular a producédo de citocinas antiinflamatorias
(Hachicha et al., 1999). Portanto, as lipoxinas contrapéem-se aos efeitos dos demais
eicosandides e de outros mediadores, atuando como verdadeiros “freios” do
processo inflamatério. Estes lipidios tém despertado particular interesse devido
indicagbes que compostos sintéticos analogos as lipoxinas possam mimetizar varias
das desejaveis agdes antiinflamatérias das lipoxinas endégenas. Devido a
acentuada estabilidade e eficacia destes analogos sintéticos, eles tem sido
apontados como n>ova proposta de terapia antiinflamatéria (ver MacMahon et al.,

2001).

CITOCINAS

Dentre os principais mediadores da resposta inflamatéria destacam-se ainda
as citocinas, que estdo envolvidas no crescimento e diferenciagdo celular, na
imunidade e no reparo tecidual, além de outras fungdes (Henderson et al., 1996). As
citocinas sao glicoproteinas de baixo peso molecular que atuam de maneira
paracrina, autocrina ou enddcrina e sao consideradas mediadores homeostaticos (Al
et al, 1997; Henderson et al., 1996). As citocinas sao classificadas em varios grupos,

‘incluindo as interleucinas (IL), o fator de necrose tumoral (TNF), os interferons (IFN),
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os fatores estimuladores de coldnia (ClsF), os fatores de crescimento e as
quimiocinas (Baird ef al., 1995; Liles ef al.,1995).

Diversos sao os estimulos para liberagao de citocinas incluindo infec¢bes
bacterianas, viroses, parasitoses, micoses, tumores, traumas, estimulos fisicos e
necrose tecidual (infarto) entre outros. As citocinas parecem ampliar e perpetuar a
resposta inflamatéria e podem ser importantes na severidade da doenca (Liles et al.,
1995). Fisiolégica e patologicamente, as citocinas apresentam fungées complexas, e
podem mediar efeitos pleiotrépicos e multifuncionais, dependendo de sua origem e

tipo de célula efetora (Galanaud, 1997; Mulligan et al., 1991).

QUIMIOCINAS

As quimiocinas constituem uma grande familia de pequenas (8-10 kDa)
moléculas sollveis, envolvidas no recrutamento de leucocitos. Exercem seus efeitos
atraveés de receptores transmembrana acoplados a proteina G. Atualmente em torno
de 50 quimiocinas e 17 receptores para quimiocinas ja foram descritos em humanos
(Rossi e Zlotnik, 2000, Zlotnik e Yoshie, 2000). A disposicdo dos dois primeiros
pares de cisteinas proximo a extremidade N-terminal divide as quimiocinas em 4
familias. A familia CXC, na qual a IL-8 & a representante mais importante, é
caracterizada por apresentar dois conservados residuos de cisteinas (C), separados
por um aminoacido (X). Na familia CC, os dois primeiros pares de residuos de
cisteina sdo adjacentes. Alguns membros mais estudados da familia CC incluem
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), RANTES (regulated by activation,
normal T-cell expressed and secreted) e MIP-1 (macrphage inflammatory protein-1).

Mais recentemente duas novas familias de quimiocinas foram descritas. A C-
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quimiocina, que apresenta somente dois e nao quatro residuos de cisteina,
representada pela linfotactina (Power e Proudfoot, 2001). E a Ultima familia, a
CXXXC, na qual os pares de residuos de cisteina sdo ssparados por trés
aminoacidos, representada somente pela fractalcina (para revisao ver Horuk, 2001).

As quimiocinas podem ser encontradas em uma grande variedade de
tecidos e ser secretadas por muitos tipos celulares,- incluindo leucocitos, células
endoteliais e epiteliais. As quimiocinas sao, portanto, mediadores pré-inflamatérios
responsaveis pelo recrutamento de ‘leucécitos e o desenvolvimento da resposta
imune normal. Nos Ultimos anos, a caracterizagao dos receptores de quimiocinas e a |
manipulagéo farmacoldgica destes receptores surge como possivel alternativa para

o controle do processo inflamatério em varias patologias (Power e Proudfoot, 2001).

2. OXIDO NiTRICO
2.1. HISTORICO

Em 1981 ja se sabia que a excregcdo de nitrato em ratos mantidos em
condi¢gées normais ou livre de patdogenos excedia a ‘quantidade ingerida pelos
animais (Green ef al., 1981). Além disso, alguns estudos mostraram que ocorria um
significante aumento na excrecdo urinaria de nitrato em.humanos acometidos por
febre e diarréia (Wagnér et al., 1983). Estas observagdes sugeriram que, embora a
formacao de nitrato decorresse do metabolismo de bactérias, células de mamiferos
também podiam formar éxidos de nitrogénio e que poderia existir uma correlacédo
entre a sintese de nitratos e a imunoestimulagao (Moncada et al., 1991). |

No final da década de 70, ja havia sido demonstrado o fenémeno de

relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina na musculatura lisa
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vascular em aorta de coelho (Furchgott e Zawadski, 1980). Este efeito era mediado
por um fator humoral, o qual mais tarde foi reconhecido como fator relaxante
derivado do endotélio (endothelium-derived relaxing factor ou EDRF; Cherry et al.,
1982).

Enquanto a identidade do EDRF permanecia desconhecida, Stuehr e
Marletta (1985) mostraram pela primeira vez, utilizando macréfagos de
camundongos, a producao de nitrato/nitrito em células de mamiferos in vifro em
resposta ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Estava entdo demonstrada
inequivocamente pela primeira vez a produgdo de dxidos de nitrogénio em células
especificas de mamiferos. lmediatament{e comegaram a surgir varios trabalhos que
implicavam os 6xidos de nitrogénio em diversas fungoes fisiopatolégicas. Destaca-se
a demonstragao feita por Hibbs e colegas (1987) de que a L-arginina era substrato
para formacdo de nitrato e nitrito, e que este evento era necessario para
citotoxicidade de macréfagos ativédos contra células tumorais.

No calor destas observagdes, um outro grupo de pesquisadores, composio
por Palmer, Ferridge e Moncada, demostrou que o EDRF e o éxido nitrico (NO)
possuiam caracteristicas bioldgicas e quimicas idénticas, tratando-se portanto da
mesma molécula (Palmer et al., 1987). A sugestao de que o EDRF deveria ser o NO,
também foi feita um ano mais tarde por um segundo grupo de pesquisadores
trabalhando independentemente (Ignarro et al., 1988). Ainda em 1988 o grupo de
Moncada mostrou que uma enzima endotelial (denominada NO sintase ou NOS) era
responsavel pela sintese do NO a partir do aminoacido L-arginina (Palmér et al.
1988). Este fato foi prontamente confirmado por diferentes grupos de pesquisa

(Marletta et al., 1988; Hibbs ef al., 1988; Stuher et al., 1989).
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A descoberta da formagao endégeha do NO em mamiferos abriu as portas
para milhares de investigagdes que implicaram o NO, ndo somente na regulacdo da
fisiologia vascular, mas também na neurotransmissdo, na reprodugdo, nos |
mecanismos de defesa do hospedeiro e em varios eventos fisiopatolégicos (para
revisdo ver Moncada et al., 1991).

O NO foi uma das maiores descobertas cientificas do final do século XX, e
todos os aspectos de sua quimica e biologia vem sendo extensamente estudados. A
importancia das descobertas acerca do NO, aclamado como “a molécula do ano” em
1992 (Koshland, 1992), rendeu o prémio Nobel de Medicina de 1998 a Robert
Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad. Entretanto, Salvador Moncada, um dos
pesquisadores responsaveis pelas mais significantes contribuigdes no campo do NO,
foi negligenciado. Moncada e seu grupo, quase uma década apds a descoberta do
EDRF por Furbhgott, foram os primeiros a fornecer evidéncias diretas e inequivocas
que este fator humoral se tratava do NO (Palmer ef al., 1987). Adicionalmente, como
ja mencionado acima, o grupo de Moncada mostrou que a via de biossintese para
geracdo de NO no sistema cardiovascular era originaria do aminoacido L-arginina

(Palmer et al., 1988).

2.2. QUIMICA E ENZIMOLOGIA'

O NO é uma molécula relativamente reativa e lipofilica, sendo por esta
tltima caracteristica altamente difusivel através de membranas biolégicas. Em altas
concentracdes tem acgao citotoxica contra células tumorais e patégenos, enquanto

em baixas concentragdes atua como molécula sinalizadora em diversos processos
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fisiolégicos, como neurotransmissao, aprendizagem, memoria e regulacdo do ténus
vascular (Crane et al., 1997).

O NO é uma molécula de baixo peso molecular, com um elétron
desemparelhado na ultima camada eletrénica, o que Ihe confere instabilidade
quimica. Apresenta meia-vida de 3-5 segundos em solucdo aquosa em condicdes
fisiologicas de temberatura, pH e tenséo de oxigénio (Ignarro, 1990). Como radical
livre, o NO reage rapidamente com outras espébies contendo - eiétrons
desemparelhados como oxigénio molecular, anion superéxido (O{) e metais (Mayer
e Hemmens, 1997). A interacdo de NO com O, transforma dois radicais livres
relativamente pouco reativos em peroxinitrito (ONOO"), um potente agente oxidante.
A formacao de peroxinitrito € relatada como evento secundario e paralelo em varias
situacbes patoldégicas em que grandes quantidades de NO derivado da iNOS (ver
vabaixo) tem sido identificadas (Dalloz et al., 1997).

Em mamiferos, o NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por um
grupo de enzimas denominadas NO sintases (NOS) em uma reagédo que envolve
basicamente duas etapas: 1) o primeiro passo envolve a hidroxilacao de um atomo
de nitrogénio do grupo amino do aminoacido L-arginina gerando uh composto
estével, a NC-hidroxi-L-arginina; 2) na proxima etapa, este' composto intermediario
sofre uma oxidagdo formando L-citrulina e NO em quantidades equimolares
(Esquema 1). A reacao completa se da com a oxidacao de 5 eletrons no nitrogénio
guanidinico da L-arginina. Esta complexa reacdo envolve o NADPH e oxigénio
molecular como substratos fundamentais, e diversos cofatores, como a
tetrahidrobiopterina (THB4), o dinucleotido de flavina e adenina (FAD) e o

mononucleotideo de flavina (FMN). Além disso, a calmodulina, que se liga ao
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dominio C-terminal redutase, € essencial para o fluxo de elétrons do dominio
redutase para o dominio oxigenase (para revisao ver Crane ef al., 1997).

A purificagao, caracterizagdo e clonagem das NOS revelaram a existé\ncia
de trés isoformas diméricas como produto de diferentes genes. Estas enzimas tem
cerca de 50% de homologia com algumas enzimas do complexo citocromo P450
redutase. As trés isoformas diferem na localizagdo subcelular, na sequéncia de
aminoacidos, na sua regulagdo e no seu papel funcional. A Tabela 1 ilustra as

principais caracteristicas dos trés subtipos de NOS.

NADPH + dN=

©
cO0O H;N COO

L-Arginina NC-Hidroxi-L-arginina L-Citrulina }C')xido Nitrico

Esquema 1 — Biossintese do 6xido nitrico (NO) (adaptado de Hemmens e Mayer,
1997).

Duas destas enzimas sdo expressas de forma constitutiva: a isoforma
neuronal (nNOS ou tipo I) e a isoforma endotelial (eNOS ou tipo Il), sendo esta forma

de classificagdo baseada no tipo de célula onde estas enzimas foram originalmente
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encontradas. A terceira isoforma, denominada INOS ou tipo Ill, foi descrita
originalmente em macréfagos e, ao contrario das outras duas, s6 é expressa apos a
estimulagao de diferentes tipos dé células (Mayer e Hemfnens, 1997).

Os genes que codificam as NOS humanas estdo localizados nos
cromossomos 7 (eNOS: 21-22 kb, 26 exons), 12 (nNNOS: 150kb, 29 exons) e 17
(INOS: 37kb, 26 exons), e séo denominados respectivamente de nos7, nos2 e nos3
(Mayer e Hemmes, 1997). As trés isoformas humanas sao encontradas na forma de
dimeros quando ativas e apresentam uma sequéncia dé aminoacidos muito
semelhante, com homologia de aproximadamente 55% entre si. Possuem regibes
conservadas como um dominio C-terminal redutase que apresenta sitios de ligagao
a calmodulina, FMN,v FAD e NADPH e um dominio N-terminal oxidase que contém
sitios de ligagdo para tetrahidrobiopterina, ferro-protoporfirina IX (heme) e o
substrato L-arginina. Cada isoforma da NOS apresenta uma extensao diferente do
terminal aminico, o qual nao é essencial para catalise de NO e provavelmente esta
relacionada a localizagao intracelular da enzima (para revisao detalhada ver Griffith e
Stuehr, 1995).

Embora a ativagdo das trés isoformas dependa da modificacdo alostérica
causada pela ligagao com a calmodulina, que é regulada pela presenca de calcio e a
formacao do complexo calcio-calmodulina, apenas a ativagao das enzimas nNOS e
eNOS ocorre em resposta a elevacéo na concentragéo de Ca?* intracelular. A iINOS
€ capaz de ligarse a calmodulina com alta afinidade mesmo em baixas
concentragdes intracelulares de calcio (para revisdo ver Mayer e Andrew, 1998).

Estas caracteristicas fazem com que a atividade da eNOS e da nNOS, mas nao da
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iINOS, seja modulada diretamente pelas variagdes nos niveis intracelulares dé calcio
(Moncada et al., 1991; Snyder e Bredt, 1992).

Outra importante diferenga entre as enzimas constitutivas (eNOS e nNOS) e
a enzima induzida (iNOS) esta relacionada ao periodo de produgdo e a quantidade
final de NO gerado por cada uma desta enzimas. Uma vez estimuladas a eNOS e a
nNOS permanecem ativas por curtos periodos de tempo (segundos a minutos),
gerando quantidades de NO na ordem de picomolar. Por sua vez, quando expressa,
a iNOS libera NO durante longos periodos de tempo (varias horas), produzindo NO
na ordem de nano a micromolar.

A expressao da iINOS e consequente produgcao de altas concentracbes de
NO esta associada com processos inflamatérios localizados ou generalizados e/ou
injuria tecidual (para uma revisao ver Morris e Billiar, 1994). Mais especificamente, a
sinalizacdo da expressao desta enzima pode ser ocasionada por estimulos como
citocinas, fatores tumorais e agentes microbianos (para uma revisdo ver Moncada,
1992).

Embora a nomenclatura das isoformas das NOS seja baseada nos tecidos
originais onde elas foram originalmente purificadas, hoje se sabe que ha uma
consideravel dispersdo da localizagao das NOS. Assim, a eNOS é encontrada nao
somente em células do endotélio vascular como também em plaquetas e em certas
populagdes neuronais do cérebro, enquanto a nNOS tem sido igualmente
encontrada no epitéllio dos bronquios e da traquéia, bem como no musculo
esquelético. Além do mais, algumas diferengas tem sido identificadas entre iINOS
obtidas de diferentes tecidos das mesmas espécies. Por fim, enquanto a eNOS e a

nNOS podem ser induzidas em certas situagdes como durante exercicios cronicos,
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lesbes em nervos ou durante a gravidez (quando a iINOS também é induzida), a
INOS parece estar presente constitutivamente em alguns tecidos, incluindo o epitélio
brénquico de humanos, os rins de ratos e alguns tecidos fetais (para revisiao ver

Moncada et al., 1997; Michel e Feron, 1997; Cooke e Dzau, 1997).

Tabela 1 — Caracteristicas das trés isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)

Enzimas Constitutivas (cNOS) Enzima Induzida (iNOS)

eNOS nNOS e iINOS
Citosolica ou ligada a Citosélicra- Citosélica ou ligada a
membrana organelas
134 kDa 160 kDa 130 kDA

Dependente de NADPH

Dependente de NADPH

Dependente de NADPH

Dependente de THB,

Dependente de THB,

Dependente de THB,

Atividade dioxigenasica

Atividade dioxigenasica

Atividade dioxigenasica

Inibida por analogos da

L-arginina

Inibida por analogos da

L-arginina

Inibida por analogos da

L-arginina

Dependente de

Ca*?/calmodulina

Dependente de

Ca*?/calmodulina

Indepéndente de

Ca*?/calmodulina

pmol de NO produzido

pmol de NO produzido

nmol de NO produzido

Efeito de curta duragao

Efeito de curta duragao

Efeito de longa duracéao

Cromossomo 7

Cromossomo 12

Cromossomo 17

MmRNA com 4.4 Kb

mRNA com 10.5 Kb

mRNA com 4 Kb

Adaptado de Hemmens e Mayer, 1997.
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2.3. ALVOS MOLECULARES DO OXIDO NIiTRICO

Diferente de outros mediadores classicos, as respostas dependentes de NO
nao mostram caracteristicas de saturagao tipica de mediadores que exercem seus
efeitos através de receptores. O NO é um radical livre diatdmico que tem seus
efeitos determinados por sua reatividade quimica. A quimica do NO é complexa,
abrangendo numerosas reag¢des potenciais, e sendo o determinante mais importante
para ditar o efeito do NO nos sistemas biol6gicos. Para decifrar esta complexa
quimica e enorme gama de efeitos do NO & importante real¢car que suas agdes nos
sistemas biolégicos sdo dependentes de sua concentragdo ou diferentes taxas de

producao (Esquema 2).

ATIVAGAO DE VIAS DE SINALIZACAO CELULAR
EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE OXIDO NIiTRICO

sGC cGMP

-_-I.llllll PKA

Mitocondria

Esquema 2- Concentragdo do NO e ativagdo das vias de sinalizagéo celular

(Modificado de McAndrew et al., 1997).
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Os efeitos do NO sio conven}ientemente classificados em efeitos diretos e
indiretos. Efeitos diretos sédo, por exemplo, reagdes entre o NO e determinadas
moléculas bioldgicas, como proteinas contendo metais em grupamento prostéticos
(por exemplo a prépria NOS, a guanilato ciclase e as ciclooxigenases) ou
grupamentos tidis, presentes em residuos de cisteina principalmente. Ja os efeitos
indiretos correspondem as reagdes mediadas por intermediarios derivados do NO,
como as espécies reativas de nitrogénio (RSN) derivadas da reagdao de NO com O,

ou anion superoxido (para uma revisao ver Grisham ef al., 1999).

EFEITOS DIRETOS

Os efeitos diretos ocorrem em baixas ‘concentragées ou fluxo de NO. A
interacdo direta do NO com proteinas contendo metal € um dos efeitos diretos do
NO mais bem caracterizados em sistemas biolégicos.

A reagélo do NO com certos metais para formar compleios nitrosil ocorre
primariamente in vivo com proteinas contendo ferro (Wink et al., 1997). A interacado
do NO com ferro do grupamento heme da guanilato ciclase solivel (sGC) e
consequente ativacdo desta enzima, € uma das mais importantes destas reagdes. O
NO reage com o grupamento heme da enzima sGC formando um complexo nitrosil-
heme penta-coordenado e que, alterando a configuragao do anel porfirinico, é
responsavel pela inducdo do estado ativado da enzima, aumentando assim, a
conversao de GTP em cGMP (Ignarro et al., 1982; Ignarro et al., 1984; para revisao

ver Ignarro et al., 1994).

Um grande nimero de compostos endégenos e exdgenos, incluindo
I gl

autacdi horménios, neurotransmissores e toxinas induzem respostas celulares
e T et
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através da produgao de cGMP. Este pequeno nucleotideo ciclico é portanto capaz

A A vt T S ot e

de mediar uma cascata de sinalizagao intracelular envolwda na regulacao de uma
SR : e =T M .

série de processos fisiologicos e patolégicos (para revisao ver | Lucas et al 2000)

£t B

A guanllato C|clase lelde se em duas |soformas a guanilato ciclase solavel
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(sGC) ativada pelo NO, e a guanllato clclase _particulada ligada a membrana, que

S e s e

J—— bt s o s b st o . et

nao €& sensivel ao NO. O NO é consnderado o principal modulador endogeno da

atividade da guanilato ciclase soluvel € sua capamdade de ativar esta enznma foi

S Dy e e )

demonstrada dois anos antes da descoberta do EDRF (Murad ef al., 1978) Além

PvEs

JU e

disso, mesmo quando o EDRF nao tinha sua identidade definida, a correlagcao que

existia entre aumento nos niveis de cGMP e a vasodilatagao induzida por agentes
endotélio-independentes, coletivamente denominados “nitrocompostos”, possibilitou
que Furchgott e colaboradores sugerissem, em 1981, que o acimulo de cGMP era
também o mecanismo envolvido no relaxamento induzido pelo EDRF (Rees, 1991).
A atividade da sGC pode ser inibida diretamente por alteracdo do estado
redox da enzima pelo azul de métileno (Mayer et al., 1993) ou pelo composto
LY83583 (Muisch et al, 1988), ou indiretamente através da geracdo de anions
superdxido. Outros compostos, como o ODQ (1H-(1,2,4)oxidiazolo(4,3-a)quinox-alin-
1-ona; Garthwaite ef al, 1995) e o seu andlogo NS2028 (4H-8-bromo-1,2,4,-
oxadiazolo(3,4—d)benz(b)(1,4)oxazin-1—ona) inbem a sGC de forma mais potente e
seletiva (Olesen et al.,, 1998). Segundo Schrammel e colaboradores (1996), esta
inibicao mostrou ser irreversivel pela oxidagao do grupamento heme desta enzima.
Recentemente foi mostrada a existéncia de compostos capazes de estimular a sGC
atraves de um sitio independente de NO, o que sugere a existéncia de um novo sitio

regulatério para sGC (Stasch et al., 2001).
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Embora o alvo efetor do NO mais estudado seja a sCG, onde o NO forma
complexos metal-nitrosil, ele pode também exercer seus efeitos diretos através da
interagdo com outras proteinas contendo metais e grupamentos tidis.

O grupamento sulfidrila (-SH) € um alvo importante para efeitos biolégicos do
NO, podendo a S-nitrosilagao representar uma outra via, analoga a fosforilagao, para
modulagao de proteinas (Lane et al., 2001) pela sua propriedade de interagir com
grupamentos tidis presentes em locais estratégicos, como o sitio ativo ou o sitio
alostérico de proteinas sinalizadoras, receptores, enzimas, canais idnicos e fatores
de transcricao, o NO pode alterar a fungao destas proteinas (Stamler, 1994). Além
disso, a interagdo do NO com tidis livres proporciona a formagédo de S-nitrosotidis
(RSNO). Os RSNO sao considerados verdadeiros reservatérios de NO, pois
possuem estrutura muito mais estavel (geralmente tém meia vida de horas) e
mantém as mesmas propriedades biolégicas deste gas, ao atuarem como doadores
endogenos de NO (para uma revisao ver Butler e Rhodes, 1997).

Em células de mamiferos sob condiges fisiolégicas, os RSNO podem
liberar NO* e NO", formas redox de NO distintas, que exibem variacées quanto a
reatividade quimica de outros doadores de NO (Stamier et al, 1992b). A forma
oxidada do NO, o NO* ou ion nitrosénio, é a responsavel pelo grande numero de
reagdes eletrofilicas, especialmente a reacéo de R-SNO. Quimicamente o NO™ pode
ser transfererido de um tiol para outro, processo chamado de transnitrosilacdo. Por
outro lado, o NO™ pode resultar da ionizagdo do nitroxil (HNO) (para revisao ver
Buther ef al., 1995). Os RSNO tém sido identificados em eritrécitos, leucécitos
polimorfonucleares, cérebro, plaguetas e plasma (Jia et al., 1996; Giovannoni ef al.,

1997; Gaston et al., 1998; Gordge et al., 1998, Do et al.; 1996).
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Como exemplo da importancia dos RSNO podemos relatar que recentes
pesquisas tem implicado estes compostos no controle da oxigenagdo dos tecidos
através de um processo de transnitrosilagéo. Neste processo, o NO capturado pelo
ferro do grupamento heme da hemoglobina, é transferido intramolecularmente para a
cisteina 93 da cadeia § da hemoglobina, produzindo a S-nitrosohemoglobina. Esta
etapa ocorre simultaneamente a oxigenacao da hemoglobina nos’ pulmées. Este
evento pode ser seguido pela transferéncia do NO para outra molécula contendo um
grupamento tiol? 0 que permite a liberacdo de grupos SNOs a partir das células
vermelhas. Este processo ocorre preferencialmente em tecidos pobres em oxigénio,
onde a desoxigenagdo da hemoglobina altera sua conformagédo, mudando da
estrutura oxigenada (R, relaxed), para estrutura desoxigenada (T, fense). A beleza
deste processo reside no fornécimento seletivo de NO para ‘tecidos pobres em
oxigénio, resultando na dilatagdo de pequenos vasos com consequente aumento do
fluxo sanguineo durante a oxigenag¢ao do tecido. Portanto, a vasoatividade da S-
nitrosohemoglobina ocorre na passagem do leito arterial para o venoso durante o
processo de transnitrosilagido desencadeado pelas mudang¢as conformacionais da
hemoglobina (Jia ef al., 1996; Gow e Stamler, 1998).

Recentemente foi demonstrado, em uma elegante série de experimentos
conduzidos pelo grupo de Benjamim Gaston, que a habilidade do organismo em
aumentar a ventilagdo de acordo com a quantidade de oxigénio na atmosfera ou a
demanda do organismo &, em parte, controlada por S-nitrosotidis atuando no nucleo
do trato solitario no sistema nervoso central (Lipton et al, 2001). Portanto e de forma

notavel, os S-nitrosotidis parecem controlar as trés partes do ciclo respiratério: i) a
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oxigenac¢éo da hemoglobina nos pulmdes, ii) a liberagdo de oxigénio para os tecidos

e iii) o controle da respiragéo pelo cérebro.

EFEITOS INDIRETOS

Os efeitos do NO podem ainda ser mediados por e'spécies reativas de
nitrogénio derivadas da interacdo do NO com oxigénio (O,) ou com anion superoéxido
(O2). Estas espécies reativas de nitrogénio sdo importantes mediadores de
fisiopatologias associadas com diferentes processos inﬂamatéribs (revisto em
Nathan, 1997; Grishan ef al., 1999; Wink e Mitchell, 1998). As espécies de 6xido de
nitrogénio mais reativas produzidas in vivo sao triéxido de dinitrogénio (N>O3) e
anion peroxinitrito (ONOO"). Estes compostos podem induzir estresse nitrosativo e
oxidativo respectivamente (para revisdo ver Wink e Mitchell, 1998). Embora a
oxidag¢ao e a nitrosilagdo possam ocorrer sob condigcdes fisiolégicas normais, esses
estresses quimicos sao geralmente associados com situagdes fisiopatoléogicas como
a inflamacao.

O peroxinitrito € um potente agente oxidante, capaz de oxidar grupamentos
tiéis, nitrar residuos de tirosina, nitrar e oxidar a guanosina, degradar carboidratos,
iniciar peroxidacao lipidica e clivar o DNA (para revisao ver Wink e Mitchell, 1998).
Estudos com peroxinitrito € doador de peroxinitrito, o SIN-1, mostraram que este
composto causa danos em células endoteliais (Katayama, 1995), além de participar
de processos inflamatérios, isquemia e/ou injuria tecidual por reperfusdao (para
revisao ver Muiijsers et al., 1997). Em contrapartida, o peroxinitrito parece exercer
importante atividade citotdxica contra microorganismos patégenos e células

tumorais.
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Véfias linhas de pesquisa tem témbém evidenciado que PMN humanos
convertem nitrito (NO2’), um produto do metabolismo final do NO, nos importantes
oxidantes inflamatérios NO,CI e *NO, através de um mecanismo dependente da
mieloperoxidase (Eiserich et al., 1998). Portanto o NO; parece regular processos
inflamatérios através de mecanismos oxidativos, provavelmente por contribuir com a
nitragdo e nitrocloragéo da tirosina observada em sitios de inflamacgéo e infeccao.
Além disso, outros trabalhos ilustram a co-localizagdo da iNOS e mieloperoxidase
em granulos primarios de neutrofilos (Evans ét al., 1996), o que sugere que a
formagéo de NO,Cl e 'NO; através de um processo dependente de NO; em

fagolissosomas pode representar um mecanismo de defesa do hospedeiro.

2.4. OXIDO NiTRICO E INFLAMAGAO

Nos ultimos anos, o papel do NO como mediador inflamatério foi claramente
demonstrado, € o numero de publicacdes corroborando este fato cresceu
vertiginosamente. Porém, apesar das iniUmeras evidéncias que implicam o NO na
fisiopatologia do processo inflamatério, ha contradigéo na literatura a respeito da sua
real funcdo. Um grande numero de trabalhos demonstram que o NO possui potentes
propriedades antiinflarﬁatérias.(revisto em_ Granger e Kubes,. 1996), enquanto um
nimero igualmente expreSsivo de trabalhos mostram que o NO pode promover a
inflamacgao e causar disfungéo tecidual (revisto em Wink e Mitchell, 1998).

A controvérsia ainda existente deve-se, provavelmente, as multiplas acoes
celulares desta molécula, a quantidade produzida, ao local de produgao e ao estado

redox do meio onde o NO é liberado.
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A formacgao de NO pode funcionar como uma primeira linha de defesa contra
organismos invasores, incluindo parasi’fas, bactérias e virus (Nathan e Hibbs, 1991).
Os efeitos citotéxicos do NO sao a base para a Imunidade nao-especifica contra
organismos invasores, mas também podem matar as células do préprio hospedeiro
(Hibbs et al., 1988). A concentracao local de NO é essencial para determinar sua
citotoxicidade. Assim, quantidades picomolares de NO produzido pelas NOS
constitutivas sao suficientes para sinalizagdo intracelular, ehquanto que a
concentragdo na ordem de nano a micromolar gerada pela iINOS apresenta atividade
microbicida, além de atuar como agente pré-inflamatdrio causando uma série de
danos ao tecido (revisto em Clancy e Abramson, 1995; Nathan, 1997). Varias
evidéncias implicam o NO em uma série de patologias. Producéo excessiva de NO é
observada em pacientes com sepse (Moncada e Higgs, 1993), colite ulcerativa
(Middieton et al., 1993), psoriase (Kolb-Bachofen ef al., 1994), artrite (Farrel et al.,
1992) e lUpus eritematoso (Buyon ef al., 1994).

Além disso, o NO parece atuar no processo inflamatério modulando e sendo
- modulado por varios mediadores inflamatérios. Muitas evidéncias tem apontado para
uma interagdo entre NO e a via das ciclooxigenases. Uma variedade de células
podem produzir NO e prostaglandinas simultaneamente em resposta a citocinas ou
outros ativadores. Os efeitos paracrinos destas duas classes de moléculas sé&o
muitas vezes similares, incluindo a capacidade de relaxar a musculatura lisa e inibir
a adesao de plaquetas e neutréfilos. Inicialmente, Kanner e colaboradores (1992),
mostraram que a COX podia ser inibida pelo NO provavelmente por Iigér—se ao
grupamento heme desta enzima. Entretanto, relatdés subsequentes mostraram que o

NO poderia inibir a COX por interagdes ainda mais complexas (Tsai et al., 1994).
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Contrariamente, varios trabaihos tém mostrado que o NO é capaz de acentuar a
sintese de prostaglandinas. (Salvemini et al., 1993; Sautebin e Di Rosa, 1994). Uma
possivel explicacdo para esta controvérsia & que, em baixas concentragdes, o NO
atuaria sequestrando (scavenging) o anion superéxido (O;) prevenindo assim, a
redugdo desta enzima do estado férrico (ativo) para o estado ferroso (inativo).
Entretanto, em altas concentragbes, como aquelas produzidas pela iNOS, o NO
pode ligar-se diretamente ao grupamento heme da COX, inibindo entdao sua
atividade, como descrito por Kanner e colaboradores (1992). Curiosamente, a PGE;
endégena é capaz de diminuir a producdo de mRNA da iNOS estimulado pela IL-1
(Tetsuka et al, 1994). Portanto, as vias do NO e COX parecem interagir de maneira
complexa durante uma variedade de processos inflamatérios e fisiolégicos.

A continua liberagdo de NO pelo endofélio vascular pode representar uma
importante fungdo na manutengdo da integridade do endotélio vascular em
condigdes fisiologicas e patolégicas. O NO pode contribuir para modular o fluxo
sanguineo de varios tecidos e regular a interacdo entre o endotélio vascular e
células inflamatérias circulantes. O NO pode reduzir a agregacdo plaquetaria e a
adesao de plaquetas ao endotélio (Radomski et al., 1987) além de inibir a agregacao
de neutréfilos (Clancy et al., 1992) e adesao de neutréfilos ao endotélio (Kubes et
al., 1991; Kubes et al., 1994). Portanto, o NO é capaz de impedir a infiltragao de
leucocitos no tecido, um requisito no desenvolvimento no processo de inflamagéo
aguda. O NO parece ter ainda papel importante na manutencao da integridade do
endotélio vascular, uma vez que o uso de inibidores da NOS causam um aumento
da permeabilidade devido a alteragbes na estrutura do citoesqueleto da célula

endotelial (Baldwin ef al., 1998).



~ Introdugdo 39

2.5. OXIDO NIiTRICO E CANAIS DE POTASSIO

A membrana plasmatica de células animais e vegetais possui canais
altamente seletivos ao transporte idnico e que conectam o citosol ao exterior celular.
Esses canais relacionam-se ao transporte de ions inorganicos principalmente Ca*?,
K*, Na* e CI, sendo denominados de canais idnicos, cuja fungdo principal é o
controle do fluxo i6nico éssencial para varias fungbes celulares. Um dos canais
idnicos mais amplamente distribuidos s&o aqueles permeaveis ao K*, que podem ser
encontrados na membrana plasmatica de quase todas as células animais,
fundamentalmente mantendo o potencial de membrana. Os canais de K
encontrados nas membranas plasmaticas ndo estao distribuidos de forma aleatoria
na superficie celular. Alguns canais de K* possuém uma sequéncia de aminoacidos
que possibilita sua associacdo com proteinas de suporte estrutural (scaffolding
proteiné), como as do dominio PDZ (dominios que estabelecem a unido de proteinas
citosélicas e transmembranares, mediando transdugées de sinais mais complexas),
resultando no agrupamento daqueles canais em regides especificas. Nos neurdnios,
por exemplo, ha uma co-localizacao de canais de Ca?* e c_anais de K" dependentes
de Ca?* no terminal pré-sinaptico (Roberts et al., 1990; Robitaille et ai., 1993).

Os canais sao importantes para regulagdo da funcdo celular de células
excitaveis e nao-excitaveis. Através da sua abertura, eles estabilizam o potencial de
membrana, e em células excitaveis tal abertura ira restabelecer o potencial de
repouso, repolarizando e portanto finalizando o periodo do potencial de agéo,
disparado anteriormente. Em células nao-excitaveis, os canais de K' também
apresentam fungao importante na regulagao do volume celular, transdugéo de sinal

e manutencéo do potencial de repouso (Grissmer ef al., 1997).
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Em geral, a atividade dos canais de K" é finamente regulada por controles
tecido-especificos como transcricdo e agdes bioquimicas que influenciam as
proteinas do canal. Alguns canais de K* sdo constitutivamente ativos mas a maior
parte deles agem transitoriamente, sendo abertos por sinais fisioldgicos como
neurotransmissores ou segundos mensageiros. Existem pelo menos 4 tipos de
canais de K’ diferentes, classificados de acordo com suas caracteristicasv principais:
canais dependente de voltagem (Ky), canais de K" fetiﬁcadores de influxo (inward
rectifier, Kir), canais de K* ATP-dependente (Katp) e 0s canais de K* dependente de
célc;io (Kca). Estes Gitimos sa@o ainda classificados de acordo com sua condutancia
ao potassio. A primeira subclasse refere-se aos canais de alta condutancia, também
denominados de Big Channels (BKc,; condutancia média de 250 pS). A segunda
classe € constituida pelos canais de condutancia intermediaria (MKc, ou [Kcg;
condutancia média de 60 pS) e a tercéira pelos canais de baixa condutancia (SKcs;
condutancia média na ordem de 15 pS) (para revisao ver Brayden, 1996; Nilius ef al.,
1997).

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na modulagdo de canais de
potassio por segundos mensageiros, mas eventos de fosforilagcdo e
desfosfosforilagdo sdo os mais comuns (Catteral et al., 1991). Além disso, os canais
de K' podem ser modulados pela interacéo direta com a proteina G (Yatani et al.,
1987), acdes de produtos da fosfolipase A, (Piomelii et al., 1987) e pela interacao
direta com calcio (Dubinky e Oxford, 1985), dependendo da espécie e tecido em
estudo.

Recentemente muitas evidéncias tem mostrado que os canais de K*, podem

ainda ter sua modulacdo mediada pelo NO. O NO parece ser capaz de ativar
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multiplos tipos de canais de K* (Koh et al., 1995), podendo esta ativagdo ocorrer de
maneira direta (Bolotina et al., 1994), ou através da ativacao de proteinas quinases
dependentes de cGMP (Archer et al., 1994).

A ativacao direta do canal pelo NO possivelmente ocorre através da S-
nitrosilacdo de residuos criticos de cisteina. A S-nitrosilagdo pode modificar a
estrutura de proteinas por interagao direta ou oxidagao de tidis vicinais, sendo que
ambas as vias de interacdo afetam a sinalizagdo celular mas levando a diferentes
efeitos biolégicos. Um exemplo ja caracterizado é a S-nitrosilagdo progressiva que
ativa reversivelmente os canais de rianodina sensiveis a liberagdo de -caicio,
enquanto a oxidagéo de tidis vicinais no mesmo canal causam ativagao irreversivel
(para revisao ver Eu ef al., 1999). O mecanismo de agao do NO atuando diretamente
em canais idnicos tem sido extensamente estudado, principalmente porque a base -
bioquimical para esta interagcéo pode levar ao conhecimento de alternativas sobre a

sinalizagao do NO.
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Em trabalhos anteriores, nosso laboratério mostrou que a administragéo de
uma Unica dose de doadores de NO ou uma infusdo de 30 minutos com baixas
concentragbes destes compostos causou alteracdes de longa duracdo na
reatividade vascular. Como parte da resposta inflamatéria € dependente de eventos
vasculares, decidimos investigar a influéncia do tratamento sistémico com doadores
de NO no edema de pata de camundongos induzido por varios estimulos
inflamatérios. Para isso os seguintes objetivos foram delineados:

a) Avaliar a influéncia de doadores de NO sobre o edema de pata de

camundongo induzido por diferentes agentes inflamatérios;

b) Examinar as possiveis alteragbes geradas pelos doadores de NO em
eventos especificos da resposta inflamatéria tais como aumento de
permeabilidade plasmatica e infiltragcao de neutréfilos no local inflamado;

c) Investigar a possivel participagéo da guanilato ciclase solavel e de canais

de potassio nos efeitos do NO.
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com 2 a 3 meses de idade
(18-25 g) ou ratos Wistar fémeas com 3 meses de idade (170-220 g), fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo de claro/escuro
(12/12 h) controlados automaticamente. Os animais tiveram livie acesso a
alimentacao e agua até o momento do experimento. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC) e estiao de
acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratério dos Institutos

Nacionais de Saude, dos Estados Unidos da América (NIH; USA).

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1. AVALIAGAO DA PRESSAO ARTERIAL EM RATOS

Para mensuragao da pressao arterial, os animais foram anestesiados com a
combinagao de cetamina e xilazina (90 e 15 mg/kg, respectivamente), administrada
por via intramuscular e suplementada a‘ intervalos de 45 a 60 min. Apds o
posicionamento do animal sobre a mesa cirdrgica, a veia femoral esquerda foi
Iocalizadé para inser¢do de agulha destinada a administracdo de heparina, 30 Ul,
diluida em solugcado estéril de salina tamponada com fosfatos de acordo com a
formulagdo de Dulbecco (PBS, composi¢cdo em mM : NaCl 137, KCI 2,7, KH2PO4
1,5, NaHPO, 8,1; pH 7,4), administrada para prevenir coagulos. Em seguida, foi feita

tragueostomia (com inser¢ao de cénula) sendo mantida a respiragao espontanea. A

artéria carétida direita foi localizada e cuidadosamente isolada do nervo vago e
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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 compressdo com uma pinga curva.
Utilizando-se uma tesoura oftalmolégica, um pequeno corte foi feito na regido medial
da porgdo da artéria carétida clampeada, servindo como via para inser¢cdo de um
cateter de polietileno, que foi conectado a artéria e destinou-se a mensuragéo
continua da pressédo arterial. Apés a manipulagao cirtrgica € um periodo de
estabilizagao de 30 minutos, os animais receberam nitroprussiato de sédio (SNP; 10
pmol/kg, s.c) ou PBS e tiveram sua pressao arterial média avaliada por um periodo

de até 4 h.

3.2.2. EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGO

Animais levemente anestesiados com éter receberam na regido plantar das
patas traseiras direitas (volume de 50 pL), alternativamente, carragenina (300
ug/pata), sulfato de dextrana (200 ug/pata), bradicinina (3 nmol/pata), serotonina (10
nmol/pata) ou histamina (100 nmol/pata). As doses dos estimulos inflamatérios
foram obtidas da literatura. A pata contralateral (esquerda) recebeu v50 pL de salina
estéril tamponada (PBS) e foi usada como controle. Nos experimentos com
bradicinina, os animais foram pré-tratados com o inibidor de cininase Il, captopril (5
mg/kg, s.c.,, 1 h antes) a fim de evitar-se a degradacdo da bradicinina (Corréa e
Calixto, 1993). Todas as substancias foram dissolvidas em solugao salina estéril
famponada (PBS). O desenvolvimento do edema de pata foi medido

pletismograficamente, como previamente descrito (Ferreira, 1979), em intervalos de
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tempo que variaram dependendo do estimulo inflamatério usado. O sistema usado
consiste de uma bomba peristaltica com fluxo constante (0,65 mi/min) conectada a
uma cubeta de vidro onde a pata do animal € imersa até a articulagao tibio-tarsica.
Apbs a retirada da pata, a bomba é ligada e mede-se o tempo de reposicdo do
volume deslocado pela pata, em segundos. Gragas a uma curva de calibragéo‘
relacionando-se volumes conhecidos contra tempo de enchimento, o tempo de
reposicao de liquido pode ser convertido em volume deslocado, fornecendo o edema
de pata. A diferenca de volume entre a pata traseira direita e esquerda foi

quantificada (em pL) e considerada como indice de edema.

A Figura abaixo mostra a curva de calibragdo utilizando-se este

procedimento.
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Figura 1: Curva de calibragdao relacionando volume retirado e tempo de

enchimento da cubeta.
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3.2.3. EFEITO DE DOADORES DE OXIDO NiTRICO NO EDEMA DE PATA DE

CAMUNDONGO

Para estudar-se a influéncia do 6éxido nitrico no edema de pata induzido por
varios estimulos inflamatérios, foram usados dois doadores de NO a saber,
nitroprussiato de sédio (SNP; nas doses de 1,5, 5, e 10 pymol/kg) e S-nitroso-N-
acetil-DL-penicilamina (SNAP; nas doses de 7, 14 e 28 pmol/kg) injetados
subcutaneamente 24, 12 ou 4 horas antes do estimulo inflamatério. Para excluir
algum efeito do SNAP independente do NO, a molécula-mae nao-nitrosilada, a N-
acetil-DL-penicilamina (NAP, 14 umol/kg) foi injetada como controle. As doses de
SNP foram baseadas na experiéncia prévia do laboratério (Da Silva-Santos e
Assreuy, 1999; Teriuk et al., 2000) e as doses de SNAP foram escolhidas por serem

equipotentes, em relagado a atividade, as doses de SNP.

3.2.4. AVALIACAO DO EXTRAVASAMENTO POR AZUL DE EVANS NO EDEMA

DE PATA DE CAMUNDONGO

Como nesta série de experimentos os animais deviam ser sacrificados a
cada tempo de determinagdo do edema para retirada das patas, a analise foi
realizada em diferentes grupos de animais a cada periodo de tempo (30, 60, 120 e
240 minutos apés a injecdo de carragenina). Alguns grupos foram pré-tratados (4
horas antes da carragenina) com SNP (10 pmol/kg, s.c) enquanto outros receberam
PBS. Em seguida, os animais receberam uma injegdo intravenosa (i.v.) de Azul de
Evans (80 mg/kg), 1 h antes da injegdo de carragenina. Os animais foram

sacrificados por deslocamento cervical. As patas foram entdo removidas, cortadas
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em pequenos pedagos e incubadas em solugao aquosa de formamida (1/1, v/v) por
48 h a 37° C. A densidade 6ptica do sobrenadante foi medida a 600 nm em um
espectrofotdmetro (modelo U-2001, Hitachi, Japao). Os resultados foram expressos
como a diferenca na densidade optica entre as patas injetadas com PBS e as patas

injetadas com carragenina.

3.2.5. DOSAGEM DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O recrutamento de neutréfilos foi quantificado indiretamente através da
determinagado da atividade da MPO. Os animais foram pré-tratados com SNP (10
pumol/kg, s.c) 4 horas antes da injegao de carragenina. Duas horas depois da injegao
de carragenina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o tecido
subcutaneo da pata foi removido, agrupado (3 patas por tubo), picado e entdo
homogeneizado usando um homogeneizador do tipo Ultra-Turrax, em solucdo de
tampao fosfato de sodio (50 mM; pH 54) contendo brometo de
hexadeciltrimetilamdnio (HTAB; 0,5 %, p/v) por 10 segundos. A solubilizagao final foi
feita usando-se um sonicador (UItrasc;nic Processor, Cole-Parmer, IL, EUA) por 10

segundos a 4° C. O homogenato resultante foi entdo centrifugado (15 min, 10.000

L~

rom, 4° C) e uma aliquota (25 pL) do sobrenadante foi utilizada para o ensaio da
MPO. A reagao enzimafica desenvolveu-se na presenga de tetrametilbenzidina (1,6
mM) e H,O2 0,5 mM (em solugao tampao fosfato 80 mM; pH 5,4) por 5 minutos em
um volume final de 150 pL. A absorbancia foi medida em um leitor de placa a 650
nm (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek Instruments, INC., EUA). A quantidade

de proteina total foi estimada assumindo que 1 mg de proteina ~ 1 unidade de



Material e Métodos 46

absorbancia a 280 nm. A atividade da MPO foi expressa como densidade Optica a

650 nm por mg de proteina.

3.2.6. INIBICAO DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL
! Nesta sess&o de experimentos, os animais foram pré-tratados com SNP (10
pumol/kg, s.c) 8 h antes da injecdo de carragenina. O azul de metileno (AM), um
inibidor da guanilato ciclase soluvel, foi injetado (15,6 pmol/kg, s.c.) em grupos de
animais 30 min antes ou 2, 4 ou 6 h apds a injecado de SNP ( portanto 8,5, 6, 4 e 2
horas antes da inje¢do de carragenina, ver esquema abaixo). Grupos controle foram

feitos simultaneamente, sendo os animais tratados somente com SNP, AM ou PBS.

O edema de pata foi medido como descrito anteriormente.

3.2.7. BLOQUEIO DE CANAIS DE POTASSIO

Para estudar o envolvimento dos canais de K* no efeito do NO foi usado um
bloqueador nao-seletivo de canais de K, o tetraetilaménio (TEA). O protocolo
seguido foi idéntico ao usado acima para avaliagao da inibigéo da guanilato ciclase
por azul de metileno no efeito do NO. Portanto, os animais foram pré-tratados com
SNP (10 ymol/kg, s.c) 8 horas antes da inje¢ao da carragenina. Diferentes grupos de |
animais foram entao tratados com TEA (300 pmol/kg, s.c.) 30 min antes ou 2, 4 ou 6
horas depois da injecdo de SNP (e portanto 8,5, 6, 4 e 2 h antes da injecdo de
carragenina, ver esquema abaixo). Grupos controle foram feitos simultaneamente,
sendo os animais tratados somente com SNP, TEA ou PBS. O edema de pafa foi

medido como descrito anteriormente.
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Esquema 3- Protocolo experimental usado para avaliagdo da paticipagdo da
guanilato ciclase e canais de K* no efeito do SNP sobre o edema de pata de

camundongo.

3.3. COMPOSTOS

Nitroprussiato de sddio, N-acetil-DL-penicilamina, cafragenina tipo 1V,
histamina, bradicinina, serotoniné, sulfato de dextrana, tetraetilaménio, azul de
metileno, perdxido de hidrogénio, Azul de Evans e hexadeciltrimetilaménio foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O SNAP (S-nitroso-DL-

penicilamina) foi sintetizado no préprio laboratério pelo método de Field et al., 1978.

3. 4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sé@o expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.)
de um numero (n) de animais que variou entre 4 e 16 por grupo. Para a analise
estatistica foi usada analise de varidncia de uma via (ANOVA) para medidas
repetidas seguida pelo teste t de Bonferroni ou, quando eram feitas compéragées

entre dois grupos apenas, o teste f de Student para amostras nao-pareadas.
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4.1. EFEITO DA ADMINISTRAGAO SUBCUTA!:JEA DE NITROPRUSSIATO DE
SODIO NA PRESSAO ARTERIAL DE RATOS

O sistema disponivel no laboratério para medida de pressao arterial nao
permite a utilizagao para pressao arterial de camundongos, o que tornou impossivel
determinar os efeitos de doadores de NO diretamente na pressao arterial destes
animais. Assim, avaliamos os efeitos do SNP na pressao arterial de ratos como uma
aproximacgao do que deve ocorrer em camundongos. Uma Unica injegcdo subcutanea
de SNP (10 pumol/kg) causou um abrupto decréscimo na pressao arterial média da
ordem de 40% em relagdo ao controle, com pico em 5 minutos (Tabela 2). Este
efeito hipotensor desapareceu completamente 1 h apés a injecao de SNP. Portanto,
assumindo que o efeito do SNP apresenta o mesmo curso temporal em
camundongos e como o estimulo inflamatério foi injetado somente 4 horas apés o
SNP, pudemos excluir qualquer interferéncia do efeito hipotensor do SNP na

resposta inflamatoria.

4.2. EFEITO DE DOADORES DE OXIDO NiTRICO NO EDEMA DE PATA DE
CAMUNDONGOS

A injecao de SNP 4 horas antes do estimulo inflamatério reduziu, de maneira
dose-dependente, o edema de pata causado POR carragenina ou sulfato de
dextrana (Figura 2, Painéis A e B, respectivamente; TabelaS 3 e 4). Da mesma
forma, o doador de NO da classe dos nitrosotidis (SNAP), também reduziu
significativamente o edema de pata induzido pela carragenina. Por outro lado, a N-
acetil-DL-penicilamina (NAP, o composto-mae néao-nitrosilado do SNAP) foi

desprovido de qualquer efeito (Figura 2, Painel C; Tabela 3).
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A realizagao de um estudo tempo-resposta revelou que o efeito inibitorio dos
doadores de NO esteve presente mesmo quando estes foram administrados 12 h
ahtes do estimulo inflamatério (Figura 3, Painel A; Tabela 5), mas ndo quando os
compostos foram injetados 24 horas antes do estimulo inflamatério (Figura 3, Painel
B; Tabela 5).

Considerando que carragenina € um estimulo inflamatério multi-mediado, na
sequéncia avaliamos o efeito dos doadores de NO sobre a acao de alguns
mediadores inflamatorios classicos. A injecao de SNP 4 horas antes do estimulo
inflamatério resultou em uma marcante inibigdo do edema de pata induzido pela
bradicinina e histamina (Figura 4, Painéis A e B, respectivamente; Tabela 6; inibicao
de aproximadamente 50% para ambos mediadores, calculado pela da area sob a
curva). Entretanto, o SNP ndo causou alteragdo no edema de pata induzido pela

serotonina (Figura 4, Painel C; Tabela 6).

Tabela 2 — Efeito do nitroprussiato de sodio (SNP) na pressao arterial de ratos.

Pressao Arterial Média (mmHg)

Tempo ap6s inje¢ao de SNP ou PBS

0 min 5 min 60 min 240 min
PBS (controle) 90+1,5 90+1,5 91+1,7 89+23
SNP 10\umol/kg s.c. |91+1,2 53+21 86+1,3 92+1,9

Os resultados sao expressos como a média + E.P.M de 4 animais por grupo.
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Figura 2 — Efeito de doadores de NO
(SNP e SNAP) no edema de pata de
camundongo. Painel A: nitroprussiato de
sodio 1,5 (losangos), 5 (triangulos) ou 10
pumol/kg (quadrados) ou PBS (circulos)
foram injetados s.c. 4 h antes da injecdo
intraplantar de carragenina (300 ug/pata). O
edema de pata foi medido
pletismograficamente nos intervalos de
tempo indicados. Todas as curvas obtidas
em animais pré-tratados com SNP sio
estatisticamente diferentes em relacdo aos
animais tratados com salina (PBS, circulos;
p < 0,05) e diferentes entre elas. Painel B:
Similar ao Painel A, mas sulfato de
dextrana (200 pg/pata) foi usado como
agente inflamatério. As curvas obtidas apos
o pré-tratamento com SNP (injetado s.c. 4 h
antes da carragenina; 10 pmol/kg,
quadrados; 5 pmol/kg, tridngulos) sao
estatisticamente  diferentes da curva
controle (PBS, circulos), mas n&o entre
elas. A curva obtida depois do pré-
tratamento com SNP na dose de 1,5
Humol/kg nao foi diferente da curva controle.
Painel C: S-nitroso-acetil-DL-penicilamina 7
(losangos), 14 (triangulos) ou 28 upmol/kg
(quadrados) ou N-acetil-DL-penicilamina, 14

-umol/kg  (triangulos  invertidos) foram

injetados 4 h antes da carragenina. Todas
as curvas obtidas em animais tratados com
SNAP sao estatisticamente diferentes da
curva controle (PBS, circulos), mas nao sao
diferentes entre elas. A curva obtida com
animais tratados com NAP nao é diferente
da curva controle. Cada ponto representa a
média de 8 animais + E.P.M. (ANOVA para
medidas repetidas seguida pelo test t de
Bonferroni).
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Tabela 3- Efeito de doadores de NO (SNP e SNAP) no edema de pata de

camundongo induzido por carragenina.

Pré- Dose Edema (pL)
tratamento (umol/kg) 60 min 120 min 240 min
PBS _ 79,7 £ 3,20 95,8 £ 4,42 119,7 £7,34
1,5 64,0 +£ 4,95 77,9+6,70 105,5+5,42 *
SNP 5 57,9+2,40 57,2+ 1,38 88,3+548 *
10 34,5+4,39 37,9+£3,70 68,5+635 *
PBS _ 55,3+2,42 63,7 £ 4,32 - 79,4+4,20
NAP 14 58,0 +£ 2,27 67,9 £ 3,58 75,2+ 2,54
7 39,8+ 3,44 50,0 + 4,90 568 +452 *
SNAP 14 35,3+ 3,71 47,3 +2,30 535+232 *
28 30,6+ 5,03 45,7 +2,83 469+457 *

SNP, SNAP, NAP ou PBS foram administrados s.c. 4 horas antes da injecdo de
carragenina (300 ug/pata). Os resultados sdo expressos como a média = E.P.M de
8-16 animais por grupo. * p < 0,05 em relagdo ao controle. (ANOVA para medidas
repetidas seguida pelo teste t de Bonferroni). O asterisco representa a linha toda.
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Tabela 4- Efeito do SNP no edema de pata de camundongo induzido por sulfato

de dextrana.

Pré- Dose Edema (pL)v
tratamento (pmol/kg) 30 min 60 min 120 min 240 min
PBS L 71,3+£531 71,2+484 593+457 522+288
1,5 653+507 67,1+6,34 573+587 526+3,52
SNP 5 46,3+3,81 449+296 4371520 517+286%
10 340+491 3541498 385+371 417+511*

SNP ou PBS foram administrados s.c. 4 horas antes da injecdo de sulfato de
dextrana (200 ug/pata). Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 8-
16 animais por grupo. * p < 0,05 em relacdo ao controle (PBS). (ANOVA para
medidas repetidas seguida pelo teste t de Bonferroni). O asterisco representa a linha

toda.
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Figura 3: Avaliagao do efeito antiedematogénico do SNP administrado 12 ou 24
horas antes da carragenina. Nitroprussiato de sédio 10 (quadrados) ou S-nitroso-
acetil-DL-penicilamina 14 ymol/kg (tridangulos) ou PBS (cfrculos) foram injetados s.c.
12 (Painel A) ou 24 horas (Painel B) antes da injecao intraplantar de carragenina
(300 pmol/kg). O edema de pata foi avaliado por pletismografia nos tempos
indicados.. No. Painel A, as curvas obtidas em animais pré-tratados com SNP 10
pmol/kg (quadrados)- ou SNAP- 14 umol/kg (tridngulos) sao- estatisticamente
diferentes do controle (PBS, circulos; p < 0,05). No Painel B ndo ha diferenca
estatistica entre as trés curvas. Cada ponto representa a média de 8 animais +

E.P.M. (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo test t de Bonferroni).
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Tabela 5- Avaliagao do efeito antiedematdgénico do SNP administrado 12 ou 24

horas antes da carragenina.

55

Tempo de

Pré- i“l'f‘?s“ | 4 Edema (uL)
tratamento 20 °% L o 60 min 120 min 240 min
{horas)

PBS 56,6 + 6,53 78,0+ 6,23 854 +4,23
SNP 12 21,0+ 3,15 37,0422 644+411 *
SNAP 30,6 £ 3,37 50,0+ 5,28 617+674 *
PBS 58,5 + 3,41 65,3 +4,89 751 £ 3,21
SNP 24 57,7 + 3,99 52,9 + 4,47 489+ 3,99
SNAP 50,1 3,79 54,2 + 3,07 55,1 £ 2,49

SNP (10 pmol/kg, s.c), SNAP (28 umol/kg, s.c.) ou PBS foram administrados 12 ou
24 horas antes da injecdo de carragenina (300 ug/pata). Os resultados sao
expressos como a média £ E.P.M. de 8-16 animais por grupo. * p < 0,05 em relagéo
ao controle (PBS). (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo teste t de
Bonferroni). O asterisco representa a linha toda.
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Figura 4 — Efeito do SNP no edema
de pata induzido por diferentes
agentes inflamatérios. Os animais
foram tratados com SNP 10 umol/kg
(quadrados) 4 h antes da injecao
intraplantar de  bradicinina 3
nmol/pata (Painel A), histamina 100
nmol/pata (Painel B) ou serotonina 10
nmol/pata (Painel C). O edema de
pata foi avaliado por pletismografia
nos intervalos de tempo indicados.
Animais que receberam salina
(controles) sao mostrados em
circulos abertos. No Painel A, todos
os pontos, exceto o dultimo, s&o
estatisticamente _diferente do
respectivo controle (PBS, circulos; p
< 0,05). No Painel B, todos os pontos
sao estatisticamente diferentes do
controle. Cada ponto representa a
média de 8 animais + E.P.M. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle

(circulos). (teste t Student para
amostras nao-pareadas).
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Tabela 6- Efeito do SNP no edema de pata induzido por diferentes agentes
inflamatorios.

Mediadores
Preé- Bradicinina (3 nmol/pata)
tratamento
10 min 20 min 30 min 60 min 120 min
PBS 456+421 452+472 273+246 230+3,10 17,4+265
SNP 1721243 172+1,86* 11,2+268* 125+1,83* 153+ 3,10
Histamina (100 nmol/pata)
15 min 30 min 45 min 60 min 120 min
PBS 50,0+£4,92 423+461 350%322 323+345 245+365
SNP 20,3+2,29 222+298* 23,3+224* 158+2,11* 11,8+2,70*
Serotonina (10 nmol/pata)
‘i5 min 30 min 45 min 60 min 120 min
PBS 53,56+2,90 486+3,91 417 iv3,23 30,3+3,15 25,7+3,33
SNP 50,6+3,21 49,7+385 379+336 33,8+368 259+3097

SNP ou PBS foram administrados subcutdneamente 4 horas antes da injegdo dos
mediadores. Os resultados sao expressos como a média + E.P.M. de 8-16 animais
por grupo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (PBS). (teste { Student para
amostras nao-pareadas).
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4.3. EFEITOS DO NITROPRUSSIATO DE SODIO NO EXTRAVASAMENTO DE
AZUL DE EVANS E NA ATIVIDADE DA MPO

O aumento do volume da pata induzido pela carragenina ocorreu de forma
paralela ao processo de exsudagdo plasmatica, verificado através do
extravasamento de Azul de Evans. O pré-tratamento com SNP foi capaz de reduzir
tanto o edema de pata como a exsudacgao plasmatica (Figura 5, Painel A).

Além do aumento da permeabilidade vascular, a injecdo de carragenina
induziu a migragao de neutréfilos para o tecido, como vefiﬂcado indiretamente pela
avaliagao da atividade da MPO (Figura 5, Painel B). O aumento da atividade da
MPO 2 h apdés o estimulo pela carragenina, foi reduzido significativamente

(aproximadamente 35%) pelo pré-tratamento com SNP (Figura 5, Painel B).
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Figura 5: Efeito do nitroprussiato de sédio no extravasamento de Azul de
Evans e na atividade da mieloperoxidase. Painel A: Nitroprussiato de sodio (10
pmol/kg, s.c.), foi injetado 4 horas antes da carragenina e, nos tempos indicados, a
exsudagao de Azul de Evans (barras hachuradas) e o edema de pata (quadrados no
grafico de linhas) foram avaliados. Animais controles receberam PBS (barras negras,
circulos). Painel B: atividade da MPO (expressa como densidade oOptica a 600
nm/mg de proteina) em animais tratados com nitroprussiato de sodio (barra
hachuradas) ou tratados com salina (barra negras) 4 horas antes da injecdo de
carragenina. Cada ponto representa a média de 8-9 animais + E.P.M. * p < 0,05 em
relacdo aos respectivos grupos controles (circulos e barras abertas) avaliado pelo

teste t Student para amostras nao-pareadas.
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4.4. ENVOLVIMENTO DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL E DE CANAIS DE
POTASSIO NO EFEITO INIBITGRIO DO NITROPRUSSIATO DE SODIO NO
EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGO

Nesta série de experimentos, nés tiramos vantagem da longa duracdo do
efeito inibitério dos doadores de NO no edema de pata (como mostrado na Figura 3,
Painel A; Tabela 5). Assim, os animais foram pré-tratados com SNP 8 horas antes
da injecdo de carragenina. Como era esperado e pode ser verificado na Figura 6
(simbolos quadrados em todos os painéis), este tratamento causou inibicdo
significativa do edema de pata induzido pela carragenina (aproximadamente 50%).
Quando o azul de metileno (AM), inibidor classico da guanilato ciclase soluvel, foi
injetado 30 min antes do SNP (e portanto, 8,5 horas antes da carragenina), ele
preveniu completamente o aparecimento do efeito inibitério do NO sobre o edema de
pata (Figura 6, Painel A; Tabela 7). Um efeito similar do AM foi observado quando
ele foi injetado 2 horas apds o SNP (isto é, 6 horas antes da carragenina; Figura 6
Painel B; Tabela 7). Por outro lado, quando administrado 4 ou 6 horas depois do
SNP (isto &€, 4 e 2 horas antes da carragen'ina), o0 AM nao a!terou o efeito inibitério do
NO sobre o edema de pata (Figura 6, Painéis C e D; Tabela 7). Quando injetado 2 h
antes da carragenina, o AM sozinho n&o alterou o edema de pata induzido pela
carragenina (66,9 + 3,9 e 68,3 £ 3,7 L, com e sem AM respectivamente, n = 8,

medido 4 horas apéds a carragenina).
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Figura 6: Efeito do azul de metileno (AM) na reducdo do edema de pata
causado por SNP. Os animais foram injetados com nitroprussiato de sédio (SNP; 10
pmol/kg, s.c., quadrados) ou PBS (circulos) 8 horas antes da injecao intraplantar de
carragenina (300 pg/pata). Grupos de 8 camundongos foram injetados com AM (15,6
pmol/kg, s.c.) 8,5 horas antes da carragenina (isto €, 30 min antes do SNP; Painel
A); 6 horas antes da carragenina (isto &, 2 horas depois do SNP; Painel B); 4 horas
antes da carragenina (Painel C) ou 2 horas antes da carragenina (Painel D). O
edema de pata foi avaliado por pletismografia nos tempos indicados. Todas as
curvas de animais pré-tratados com SNP (quadrados) sdo estatisticamente
diferentes do controle (PBS, circulos; p < 0,05). As curvas dos animais tratados com
SNP e AM (tridngulos) sao estatisticamente diferentes dos animais tratados somente
com SNP apenas nos Paineis A e B. (Cada ponto representa a média de 8 animais +

E.P.M. (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo test t de Bonferroni).
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Tabela 7- Efeito do azul de metileno (AM) na reducdao do edema de pata
causado por SNP. '

Tempo de injecao

pré- o A anes s Edems ()
tratamento (horas) 60 min 120 min 240 min
PBS _ 57,8 +2,86 73,2+ 2,58 77,7+5.40
SNP . 34.3+1,76 449+ 270 46,3 +£2,44
8,5 53,0 £4,80 69,3 + 5,21 67,2+531 *
SNP
6 48,6 + 3,29 61,0 £ 3,68 53,0+329 *
+
4 446 + 2,15 55,0 + 5,38 51,0 £ 5,09
AM >
2 35,0 £ 5,62 40,0 £ 3,55 46,6 + 2,37

AM (15,8 pmol/kg s.c) adminstrado antes da carragenina nos tempos indicados na
tabela. SNP (10 umol/kg, s.c.) ou PBS foram administrados 8 horas antes da injecao
de carragenina (300 pg/pata). Os resultados sao expressos como a média + E.P.M.
de 8-24 animais por grupo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado somente com
SNP. (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo teste { de Bonferroni). O
asterisco representa a linha toda.

A avaliagao da participacao de canais de potassio no efeito de doadores de
NO sobre o edema de pata foi feita pelo uso de tetraetiiaménio (TEA), um
bloqueador nao-seletivo de canais de K'. Diferente do azul de metileno, o TEA
preveniu completamente o efeito inibitério do nitroprussiato de sédio em todos os
pontos de tempo estudados (ou seja 8,5; 6; 4 e 2 horas antes da injegdo de
carragenina; Figura 7; Tabela 8). Quando injetado 2 horas antes da carragenina, o
TEA sozinho nao alterou o edema de pata induzido pela carragenina (66,9 + 3,9 e 60

+ 3,4 ulL, com e sem TEA respectivamente, n = 8, medido 4 h apds a carragenina).
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Figura 7: Efeito do tetraetilamonio (TEA) na reducio do edema de pata
causado por SNP. Os animais foram injetados com nitroprussiato de sédio (SNP; 10
pmol/kg, s.c., quadrados) ou PBS (circulos) 8 horas antes da injecéao intraplantar de
carragenina (300 pg/pata). Grupos de 8 camundongos foram injetados com TEA
(300 ymol/kg, s.c.) 8,5 horas antes da carragenina (isto €, 30 min antes do SNP;
Painel A); 6 horas antes da carragenina (isto &€, 2 horas depois do SNP; Painel B); 4
horas antes da carragenina (Painel C) ou 2 horas antes da carragenina (Painel D)‘. O
edema de pata foi avaliado por pletismografia nos tempos indicados. Todas as
curvas de animais pré-tratados com SNP (quadrados) s&do estatisticamente
diferentes do controle (PBS, circulos; p < 0,05). As curvas dos animais tratados com
SNP e TEA (tridangulos) sao estatisticamente diferentes dos animais tratados
somente com SNP em todos os Paineis. Cada ponto representa a média de 8

animais + E.P.M. (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo test f de Bonferroni).
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Tabela 8- Efeito do tetraetilamonio (TEA) na reducdao do edema de pata

causado por SNP.

Tempo de injecédo

do TEA antes da Edema (pL)

Grupos ::;:ngm"a 60 min 120 min 240 min
PBS . 62,2 + 3,47 73,3+2,48 659+1,73
SNP _ 36,8 +1,87 46,0 + 2,68 47,2 +2,27

8,5 49,6 + 3,36 79,4 £ 5,21 666+301 *
SNP - _

6 73,1 £5,58 67,3 +4,47 509+210 *
+
TEA 4 63,6 +5,5 82,2 +6,02 657+47

2 69,0 + 6,42 68,0 £2,02 513+24 *

TEA (300 pmol/kg s.c.) administrado antes da carragenina nos tempos indicados na
tabela. SNP (10 pmol/kg, s.c.) ou PBS foram administrados 8 horas antes da injecao
de carragenina (300 pg/pata). Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M.
de 8-16 animais por grupo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado somente com
SNP. (ANOVA para medidas repetidas seguida pelo teste t de Bonferroni). O

asterisco representa a linha toda.
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O edema de pata de rato induzido por carragenina € um dos modelos mais
amplamente usados no estudo de inflamacéo aguda. A introdugédo deste modelo em
1962 por Winter, Risley e Nuss foi a base para a descoberta de antiinflamatorios
consagrados, como a indometacina (Winter et al., 1963). Gragas ao pioneirismo de
Massimo Di Rosa, hoje temos bem caracterizadas todas as fases do edema de pata
de rato induzido por carragenina, no que se refere aos mediadores envolvidos.
Assim, a primeira fase (1-2 h apés a inje¢do de carragenina no coxim plantar) da
formagao do edema (fase esta que nao é inibida por antiinflamatérios nao-
esteroidais como indometacina ou aspirina) & caracterizada principalmente pela
liberagao de histamina, serotonina e bradicinina (Di Rosa et al., 1971). Diferente da
fase inicial, a segunda fase do edema (1-4 h apés a carragenina) esta relacionada
com uma elevada produgéo de prostaglandinas (Di Rosa et al., 1971; Di Rosa e
Wiiloughby, 1971). Quanto ao segmento celular da resposta inflamatoria, foi
mostrado que a infiltragao e ativacéo de neutréfilos no local da inflamagédo contribui
para o desenvolvimento do processo e consequente formacgao do edema (Di Rosa e
Sorrentino, 1968; Vinegar et al., 1971). Portanto, os neutréfilos sdo capazes de
amplificar este processo principalmente por produzirem prostaglandinas e outros
mediadores inflamatérios, como radicais livres de oxigénio (para revisédo ver Fantone
e Ward, 1982).

Entretanto, a metodologia de edema de pata tem sido pouco usada em
camundongos. Levy (1969) introduziu o uso de camundongos em estudos
farmacolégicos de inflamacéao aguda € mostrou que nesta espécie, o edema de pata
induzido p.or carragenina apresenta curso temporal similar aquele observado em

ratos. Apesar do reduzido numero de trabalhos investigando os mediadores
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envolvidos no edema de pata ihduzido por carragenina em camundongos, mostrou-
se que, essencialmente os mesmos mediadores estdao envolvidos (Campos et al.,
1999; Ueno ef al., 2000). Além disso, a avaliacdo de varias drogas antiinflamatérias
neste modelo e no edema de pata de rato mostra que elas tém perfil de acdo muito
similar (Sugishita ef al., 1981). Portanto, embora menos explorado que o edema de
pata de rato, o edema de pata de camundongo é um modelo muito util e interessante
para o estudo da inflamacao (Henriques ef al., 1987).

Um modulador importante envolvido em processos inflamatérios agudos e
cronicos e de caracterizagdo recente € o NO. Este radical pode ser liberado de
células endoteliais em resposta a uma variedade de mediadores inflamatérios, como
a bradicinina, histamina e serotdnina (ver Appleton et al., 1996). O NO também pode
ser formado por macréfagos ativados por LPS ou citocinas (para revisdo ver Lyons,
1995). Portanto, o NO pode estar sempre presente no sitio de processo inflamatério
em curso. |

O papel do NO no edema de pata induzido por carragenina foi
primeiramente sugerido em experimentos utilizando inibidores nao-seletivos das
NOS (L-NMMA ou L-NAME; lalenti et al., 1992). Estes compostos reduziram o
extravasamento e a formacédo de edema induzidos pela carragenina, sugerindo que
a liberagao/formacdo de NO aumentava a resposta inflamatéria. Este tipo de
resultado formou a base para a atribuicdo de um papel “pré-inflamatério” ao NO.
Como os resultados obtidos com a inibicdo nao-seletiva das NOS foram
reproduzidos, pelo menos na fase inicial do edema, na presenga de dexametasona
(composto capaz de inibir a indugao e expressao da iNOS), atribuiu-se importante

fungdo a eNOS na formagéo do edema (lalenti et al., 1992). Assim, foi sugerido que
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o0 NO derivado da eNOS estimulada por mediadores inflamatérios teria uma
importante funcéo de aumentar o fluxo sanguineo local, conduzindo a um aumento
da permeabilidade vascular e consequente formacéo de edema.

No entanto, esta linha de evidéncia acerca do papel “pré-inflamatério” do NO
foi melhor esclarécida por varios trabalhos subsequentes. A reducdao do edema de
pata por inibidores da NOS poderia ser decorrente de um efeito inespecifico, devido
a uma diminui¢ao do fluxo sanguineo na microcirculagdo da pata (vasoconstricéo)
sem, entretanto, afetar diretamente a permeabilidade vascular. Esta possibilidade é
reforcada por achados mostrando que o efeito inibitério do L-NAME sobre o edema
de pata é revertido por vasodilatadores como a prostaglandina E4 (Teixeira et al.,
1993) e iloprost (Frahco—Penteado et al., 2001) ou reproduzido por vasoconstritores,
como a fenilefrina (Paul et al., 1994).

Em 1991, Péul Kubes, em um trabalho semihal utilizando mesentério de gato
mostrou que a administracdo de L-NAME aumentou a migracao de leucocitos para o
tecido (Kubes et al, 1991). Um ano mais tarde, este mesmo autor mostrou,
contradizendo resultados no edema de pata obtidos por outro grupo (lalenti ef al.,
1992), que a inibicdo da eNOS, além de aumentar o recrutamento de neutréfilos,
causava um-aumento na permeabilidade vascular (Kubes e Granger, 1992). Como
ndo houve variagdes no estresse de cisalhamento (shear stress), os efeitos obtidos
por Kubes ndo podem ser explicados como sendo consequéncia de uma simples
vasoconstricao.

O estudo da participagao de qualquer mediador quimico em qualquer
fenémeno bioldgico, em geral, restringe-se a remover o dito mediador (geralmente

com o uso de um antagonista) e avaliar a consequéncia da falta daquele mediador
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no fendmeno em estudo ou éntéo promover, de alguma forma, o aumento da
concentragdo do mediador e avaliar as consequéncias. No caso do NO, o uso de
antagonistas das NOS (e portanto consequente inibicdo da formacdao de NO)
responde pela imensa maioria dos trabalhos sobre o assunto. O problema central,
todavia, é que estes antagonistas nao sdo seletivos e acabam afetando a atividade
de NOS nao necessariamente relacionadas ao fendmeno em questao, no caso, a
resposta inflamatéria. Talvez isso explique pelo menos parte da controvérsia na
literatura acerca do papel do NO na resposta inflamatéria. Em estudos originalmente
dirigidos ao papel do NO na hiporresponsividade vascular a vasoconstritores, evento
este que € a causa de parcela substancial da morbidade e mortalidade do choque
séptico, nosso laboratério iniciou uma linha de experimentagao com a demonstragao
de que uma injecao Unica ou uma infusdo curta de doadores de NO reproduziam,
com notavel semelhanc¢a, este quadro de hiporresponsividade. Como a reagao
inflamatéria depende da resposta vascular a varios mediadores, decidimos avaliar
quais as consequéncias de um aumento transitério nos niveis de NO no decurso da
resposta inflamatéria e quais os mecanismos pelos quais as agées do NO estariam
sendo efetuadas. Para isso, avaliamos os efeitos do pré-tratamento com doadores
de NO em um modelo classico de inflamagdao aguda, o edema de pata de.
camundongo:- |

Uma das vantagens do nosso modelo & que os efeitos do NO na reatividade
vascular perduram por periodos prolongados (Da Silva-Santos e Assreuy, 1999).
Entretanto, para podermos descartar que qualquer efeito porventura observado
pudesse ser causado pelo classico e importante efeito vasodilatador do NO,

avaliamos a pressao arterial de animais ao longo de varias horas ap6s a injecéo de
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SNP e mostramos que, apesar da queda inicial, a pressao arterial normalizava-se
em cerca de uma hora ap6és a injegdo do doador. Como a resposta inflamatéria foi
iniciada 4 horas apés a inje¢cdo do doador de NO, pudemos descartar qualquer
interferéncia do efeito hipotensor sobre a resposta inflamatéria.

Verificamos que o pré-tratamento com SNP claramente causou uma redugéo
dose-dependente do edema de pata induzido pela carragenina. Um perfil de inibigcéo
muito semelhante foi obtido quando usamos outro agente capaz de induzir edema, o
sulfato de dextrana. O edema de pata induzido por sulfato de dextrana apresenta um
padrao diferente do edema induzido por carragenina, nao apreéentando a segunda
fase (3-4 horas poés-tratamento e normalmente associada a produgdo de
prostaglandinas e infitracdo de leucécitos). Estes resultados, mostram que o
tratamento prévio com NO altera de maneira indiscriminada o curso do processo
inﬂamatérfo, uma vez que além de diminuir o edema induzido pela carragenina em
todos os tempos avaliados foi capaz de reduzir o edema induzido pelo sulfato de
dextrana, que apresenta um padrao de resposta diferente da carragenina, como
descrito acima. Além disso mostra que nao se trata de um efeito inespecifico, uma
vez que o SNP apresentou um padrdo de inibicdo dose-resposta, e este efeito &
extensivo a diferentes agentes flogisticos (carragenina e sulfato de dextrana).

Utilizando o SNAP, um doador de NO do tipo nitrosotiol e nao relacionado
estruturalmente com SNP, obteve-se um padrao de inibigéo de edema similar ao do
SNP. Assim, como os dois doadores de NO mostraram um padrao similar de efeito,
€ pouco provavel que os efeitos sejam decorrentes de outra razdo que nao o NO
liberado por eles. Além disso, a administragéo de N-acetil-DL-penicilamina (NAP), a

molécula-mae nédo-nitrosilada de SNAP, foi desprovida de qualquer efeito no curso
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da resposta inﬂamatéria. Desta forma pode-se afirmar que os efeitos observados séo
consequéncia direta da agdo do NO na resposta inflamatéria.

Diferente do SNP, o efeito redutor de edema de pata causado pelo pré-
tratamento com SNAP nao apresentou um padréo claro de dependéncia da dose.
Embora ndo tenhamos explorado em maior detalhe a razdo para esta diferenga, ela
é provavelmente causada pela diferente taxa de liberacdo de NO pelos doadores. O
SNP libera NO muito mais rapidamente que o SNAP (ti» de liberacdo de poucos
minutos versus 2-3 horas, respéctivamente; Vaughn et al., 1998). Por esta razdo o
SNP foi selecionado para continuar este estudo. As doses de SNP foram escolhidas
baseadas na experiéncia prévia de nosso laboratério (Da Silva-Santos e Assreuy,
1999; Teriuk et al., 2000), enquanto as doses de SNAP foram selecionadas para
serem equipotentes, em relagao a atividade, ao SNP.

Um dado importante no nosso trabalho &€ que os efeitos do NO estavam
presentes quando o SNP foi administrado 4 ou 12 horas antes do estimulo, mas néo
mais se o doador fosse injetado 24 horas antes do estimulo inflamatério. Portanto o
efeito inibitdrio dq NO na resposta inflamatéria do edema de pata de camundongo
persiste por periodos de tempo imensamente maiores que a meia-vida do proprio
NO. Efeitos de longa duragdo semelhantes a este foram obtidos em nosso
Iabofatério em diferentes modelos (alteragbes na reatividade vascular, Da Silva-
Santos e Assreuy, 1999 e na inibicao da proliferacao celular, Costa e Assreuy, dados
nao publicados). Este resultado indica que o NO deve atingir um alvo (ou varios
alvos) especifico e que a sua acao sobre este alvo inicia modificagbes na ﬁsiologia

celular que sdo, em ultima analise, capazes de reduzir a resposta inflamatéria e que
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persistem por Iongos periodos de tempo (varias horas), enquanto o NO tem vida
extremamente fugaz (alguns segundos).

Assim, nossa hipétese de trabalho € a de que o NO liberado dos doadores
dispare eventos que prolongam-se por varias horas ap6s a decomposicdo dos
doadores. Entretanto, Nnossos resultados, na forma atual, ndo permitem descartar a
possibilidade alternativa que, diferente da primeira, considera que o préprio NO seria
o mantenedor do prolongado efeito de inibicdo da resposta inflamatéria. Como se
sabe, o NO (nas formas de ion nitrosénio, NO* ou de 6xidos superiores de
nitrogénio, como o N»O;) tem alta afinidade por grupamentos tidis, presentes
principalmente em sulfidrilas de cisteina e outros aminoacidos. Assim, outra
explicagao para o efeito prolongédo do NO seria pela formagao de S-nitrosotiois pelo
NO derivado do doador injetado. Désde que a existéncia dos S-nitrosotidis foi
demonstrada in vivo (Gaston et al., 1993), a importancia atribuida a estes compostos
vem crescendo. Nesta possibilidade, os nitrosotidis formados pelo NO gerado pelo
doador poderiam sofrer clivagem homolitica da ligagdo S-N, resultando na liberagéo
de moléculas de NO (para revisdao ver Stamier, 1994). Assim, os S-nitrosotibis
poderiam portanto formar verdadeiros reservatérios de NO,‘ preservando sua
bioatividade e prolongando sua meia-vida por varias horas (para detalhes ver Butler
e Rodes, 1997).

E conhecido que a resposta inflamatéria induzida pela carragenina é
mediada por uma grande variedade de mediadores quimicos. Para nos certificarmos
que o efeito do NO era capaz de afetar estimulos especificos, resolvemos avaliar se
o efeito inibitério do NO dar-se-ia também sobre alguns mediadores classicos do

processo inflamatério, tais como bradicinina, histamina e serotonina. Como o NO
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reduziu o edema de pata induzido por b.radicinina e histamina, conclui-se que o
mecanismo (ou mecanismos) pelo qual o NO atua reduiindo a resposta inflamatéria
parece ser capaz de afetar a resposta desencadeada por diferentes estimulos
inflamatérios (carragenina, sulfato de dextrana, histamina e bradicinina). Entretanto,
o NO nao afetou o edema causado pela serotonina. Embora nao tenhamos
explorado as razbes desta diferenga, Kubes e colaboradores mostraram que o
aumento de permeabilidade causado por histamina era bloqueado por doadores de
NO (Johnston et al.,1999), enquanto que as variagbes de permeabilidade induzidas
pela serotonina nao foram alteradas pelo mesmo regime de tratamento com
doadores de NO (Gabory et al., 1996). Estes resultados mostram que, embora o NO
apresente uma acgao geral, sendo capaz: de inibir o edema induzido por diferentes
estimulos (carragenina, sulfato de dextrana, bradicinina e histamina), novamente
sugere que os efeitos inibitérios do NO na resposta inflamatéria ndo decorrem de
uma agao inespecifica ja que o edema induzido pela serotonina nao foi afetado pelo
NO.

Especificamente em relagao a bradicinina, existem evidéncias sugerindo que'
o mecanismo pelo qual o NO diminui os efeitos deste peptideo pode dever-se ao
fato de que o NO diminui a ligagao do peptideo ao seu receptor com consequente
diminuicdo da atividade da proteina G estimulada pela bradicinina (Myamoto et al.,
1997). Como tanto o NO como a bradicinina séo liberados sob certas condigdes
inflamatérias, o NO poderia funcionar como importante inibidor dos processos
mediados pela bradicinina. Estes dados além de serem compativeis com os nossos
resultados, reforgam a idéia que o NO possa atuar diminuindo a resposta

inflamatoéria.
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O aumento na permeabilidade vascular levando a formagao de edema é um
sinal classico da resposta inflamatéria. Como esperado, o estimulo induzido pela
carragenina causou um aumento na permeabilidade vascular com consequente
escape para o intersticio de liquido rico em proteinas, mensurado através do Azul de
Evans. Nossos resultados mostram que o pré-tratamento com SNP causou uma
redugdo do extravasamento induzido pela carragenina, perfeitamente paralelo a
inibicdo do edema. Portanto, o NO é capaz de reduzir o aumento da permeabilidade
vascular causado pela carragenina com consequente redugcdo do edema de pata.
Estes resultados vao ao encontro de trabalhos que mostram que o tratamento com
inibidores das NOS causa aumento de permeabilidade vascular (Kubes e Granger,
1992). Embora nés nao tenhamos explorado o mecanismo pelo qual o NO reduz a
permeabilidade vascular, o relato de que o extravasamento vascular gerado pelos
inibidores das NOS & acompanhado por alteragbes no citoesqueleto das células
endoteliais levando a formagdo de gaps interendoteliais que permitem entdo a
passagem de liquido rico em proteinas (Baldwin et al., 1998) sugere que alteracbes
no citoesqueleto devem ser os eventos importantes.

A migragéo de neutréfilos da circulagdo para o tecido lesado € um evento
crucial durante o desénvolvimento do processo inflamatério.” A possibilidade de que
o NO poderia estar relacionado com a regulagdo deste processo passou a sef
considerada a partir de trabalhos mostrando que o NO inibia a agregacao
plaquetaria (para revisdao ver Hickey e Kubes, 1997). Em 1991, Kubes e
colaboradores mostraram que o NO pode atuar fisiologicamente inibindo a‘adeséo
de leucécitos ao endotélio. Desde entdo, a fungdo do NO no recrutamento de

neutréfilos tem sido extensamente estudada. A adesdo e posterior migragdo de
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neutréfilos para o tecido € um processo complexo que envolve a participagdo de
uma série de moléculas de adesdo que desempenham importantes papéis em
diferentes tempos do processo de migragcdo. Nos Ultimos anos, varios trabalhos
demonstraram que o NO pode inibir dada um dos multiplos passos desta cascata de
eventos envolvidos no recrutamento de leucécitos. Estes trabalhos mostram que o
NO parece inibir a expressdo das moléculas de adesado (Kubes et al., 1991;
Davenpéck et al., 1994: Gauthier et} al., 1994; Takahashi et al., 1996). Este
mecanismo parece ser, a0 menos em parte, correlacionado com a redugdo na
ativacdo do NF-xB (Peng et al., 1998), um importante fator de transcricdo de varios
mediadores inflamatérios (revisto em Lentsch e Ward, 1999). Adicionalmente, os
doadores de NO parecem ser capazes de diminuir a ativagdo de células endoteliais
induzidas por citocinas (De Caterina ét al., 1995). Efeitos do NO agindo diretamente
nos neutrofilos e inibindo a agregacao destas celulas através de um processo de
ADP-ribosilagdao também ja foram relatados (Clancy ef al., 1995). Concordando com
estes dados, nossos resultados mostram que o NO reduz a migracdo de neutréfilos
para o tecido. Os neutréfilos, ao migrarem para o tecido, liberam uma série de
mediadores quimicos capazes de amplificar e prolongar o processo inflamatério.
Sendo assim, a infiltragdo de neutrdfilos no tecido contribui significativamente para
formacdo do edema induzido pela carragenina (Di Rosa e Willoughby, 1971).
Compostos capazes de impedir a ativagdo de neutréfilos sdo capazes de reduzir o
processo inflamatério (Pons ef al., 1994). Portanto, como parte do edema induzido
pela carragenina é neutréfilo dependente, o efeito redutor do NO sobre o edema de
patav, deve ser, ao menos em parte, devido a uma redugdo na migracdo de

neutréfilos para o foco inflamatério.
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Existem varios trabalhos mostrandb que algumas drogas podem apresentar
atividade pré ou anti-inflamatéria dependendo da dose usada e da via de
administragcdo. Rampart e Willi‘ams (1986), por exemplo, mostraram que a
prostaciclina pode especificamente exacerbar ou inibir o extravasamento plasmético‘
dependente de PMN, conforme a dose e a via de administragéo usada. Quando
administrada localmente, algumas prostaglandinas potencializam a formacédo de
edema induzido por outros mediadores (Wedmore e Williams, 1981). Entretanto,
analagos estaveis de prostaglandinas, quando administrados intravenosamente, em
doses que nao alteram a pressao sanguinea, inibem o extravasamento plasmatico
induzido por mediadores dependente de neutréfilos (LTB4, FMLP), sem afetarva
resposta de mediadores que atuam diretamente na permeabilidade microvascular
(bradicinina; Pons et al., 1994). Na mesma linha destes achados, foi demonstrado
recentemente que inibidores da NOS tém diferentes efeitos na inflamagao
dependendo da via de administracdo (Paul-Clark et al., 2001). Esta dualidade de
efeitos ajuda a explicar parte da controvérsia existente na literatura a respeito da
acéo do NO na resposta inflamatdria.

Embora nao tenha sido explorado no presente trabalho, o papel dos
mastadcitos na inflamacgao e as agdes do NO sobre este tipo de célula sao de grande
importancia. Os mastécitos sdo células localizadas nas proximidades dos vasos
sanguineos e capazes de secretar uma variedade de fatores, que atuam tanto no
aumento de permeabilidade vascular como no recrutamento de leucécitos. Varios
doadores de NO, incluindo nitroprussiato de sédio (SNP) sdo capazes de diminuir a
quantidade de histamina liberada por mastécitos (Salvemini et al., 1991), além de

diminuir a produgcdo de PAF (Hogaboam et al., 1993). Adicionalmente, existe um
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nimero crescente de relatos mostrando que a inibigdo da NOS pode aumentar a
migracéo de neutrofilos por aumentar a reatividade dos mastécitos (Kubes et al.,
1993). Portanto se o NO é capaz de prevenir a liberacdo de mediadores a partir de
mastécitos, este processo pode ser importante em prevenir tanto o recrutamento de
neutréfilos como o aumento de permeabilidade no processo inflamatério, o que
contribuiria para o efeito redutor de resposta inflamatéria do NO.

Varios efeitos do NO sao mediados através da ativacdo da guanilato ciclase
soluvel e consequente formacao de cGMP (Ignarro, 1991), o qual atua em diferentes
sitios protéicos intracelulares (para revisdo ver Lucas et al., 2000). Nossos
resultados demostram que o efeito inibitério do NO sobre o edema de pata é
dependente de cGMP, uma vez que seu efeito foi prevenido por um inibidor classico
da guanilato ciclase soluvel, o azul de metileno (AM). Entretanto, a participagéo da
guanilato ciclase no efeito do NO parece ser importante somente nas primeiras
horas ap6s a injecdo dos doadores de NO. Depois deste periodo, a inibicdo do
edema de pata causada pelo NO permanece inalterada mesmo na presencga do AM.
A falta de efeito do AM em periodos mais tardios em relagéo a inje¢cdo de doadores
de NO nao pode ser- atribuida a uma curta duracao da acao desta droga, uma vez
que quando ela foi administrada nos tempos mais tardios em relagao ao SNP, ela foi
efetiva em reverter o efeito deste doador de NO quando administrada em tempos
iniciais. Além disso esta descrito que o AM apresenta uma meia vida de 5,3 horas
(Peters et al., 2000), o que mostra que mesmo o AM injetado nos tempos iniciais
esteve presente durante quase todo tempo do experimento. Portanto estes dados
sugérem que a inibicdo da resposta inflamatéria causada pelo NO é um evento

dependente de cGMP somente no inicio, mas ndao em periodos de tempos mais
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tardios.

Taivez o0 mais interessante achado deste estudo, salvo a demonstracao do
efeito ant-inflamatério de longa duragdo obtido com uma Unica injecdo de doadores
de NO, seja que este efeito inibitério da resposta inflamatéria énvolve a participacao
de canais de K*. O tetraetilaménio (TEA), um bloqueador nio-seletivo de canais de
K*, aboliu completamente o efeito redutor de inflamagdo do NO. Além disso o TEA,
de maneira diferente do AM, foi capaz de reverter o efeito do NO mesmo quando
injetado em periodos de tempo tardios em relagdo a inje¢do de doadores de NO.
Estes dados, além de mostrarem que os canais de K* estdo envolvidos com o efeito
do NO no edema de pata, implica os canais de K na longa duracdo do efeito
mediado pelo NO. Embora efeitos inespecificos do TEA ndo possam ser
descartados, nosso laboratério vem publicando uma série de trabalhos mostrando
que mudang¢as na reatividade vascular induzidas por NO sdo mediadas, ao menos
em parte, por canais de K* (Da Silva-Santos e Assreuy, 1999; Terluk et al., 2000; Da
Silva-Santos et al., 2002). Da mesma forma, estes canais parecem mediar a inibigao
irreversivel da proliferacéo de linhagens de células tumorais murinas causada pelo
NO (Costa e Assreuy, dados ndo publicados). Juntos, estes dados mostram que os
canais de K' parecem ser ifnportantes intermediarios de alguns efeitos do NO,
especialmente quando estes efeitos sao de longa duragéo.

Nos altimos anos foi demonstrado que o NO é capaz de ativar canais de K*
diretamente (possivelmente por nitrosilagdo de sulfidrilas criticas; Bolotina et al.,
1994), ou via cGMP (possivelmente por fosforilagdo do canal através da ativagao de
proteina quinase dependente de cGMP; Archer et al., 1994). Entretanto, até o

presente momento nao temos evidéncias que apontem qual mecanismo seria
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relevante em nosso modelo.

A des-cobérta da via L-arginina-NO revelou que o NO é o componente ativo
de um grupo de drogas conhecidas como nitrovasodilatadores, usados ha muitos
anos na clinica para diminuir a pressao sanguinea e aliviar ataques de angina.
Indmeros trabalhos tem mostrado que o NO apresenta efeito protetor em varias
patologias inflamatérias do sistema cardiovascular, tais como aterosclerose,
isquemia-reperfusdo e choque circulatério (Boughton-Smith, 1990; Lefer ef al., 1993;
Candipan et al., 1996). Animais knockout para eNOS apresentam um processo
acentuado de aterosclerose, além de desenvolverem lesdes mais extensas em
modelos de isquemia e reperfusao (Jones et al., 19‘99;'Know|es et al., 2000). Além
disso, a reducao dabiodisponibilidade do NO tem sido apresentada como fator de
risco para aterosclerose (Quyyumi ef al., 1995). Portanto, diante destes achados, e a
luz de nossos resultados, podemos sugerir que os nitratos organicos e doadores de.
NO além de melhorarem a perfuséo sanguinea, talvez reduzam também o processo
inflamatoério associado a estas patologia’s. Adicionalmente, tem se mostrado que, em
situagdes do tipo isquemia-reperfusdo, o NO inalado, além de melhorar a perfusao,
inibe o recrutamento de neutrc}ﬁlos ea disfunc;éo microvaécular (Fox-Robichaud ei
al., 1999). Portanto, é claro que o uso judicioso de NO pode desempenhar papel
relevante na diminuigcdo do quadro inflamatério.

Os antiinflamatérios nao-esteroidais representam uma das classes de
agentes terapéuticos mais amplamente usada. Entretanto, estes farmacos podem
causar Ulcera e hemorragia gastrointestinal. Na ultima década tem-se mostrado
claramente que o NO pode atuar na prevencgéo e reparo de lesées gastrointestinais,

mostrando-se benéfica a associacdo de antiinflamatoérios nao-esteroidais ao NO
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(para revisao ver Muécaré e Wallace, 1999). Varias estratégias para co-
administracdo de NO e antiinflamatérios classicos tém sido empregadas com
sucesso (Waliace et al.,, 1994). Diante dos nossos resultados, podemos sugerir que
esta associagao pode trazer mais beneficios do que o esperado, pois o NO além de
atuar prevenindo lesées na mucosa gastrica pode atuar sinergicamente com os
antiinflamatorios nao-esteroidais diminuindo o processo inflamatério.

Em resumo, o presente estudo demonstra que uma unica inje¢cdo de
doadores de NO exerce um importante efeito antiinflamatério evidenciado pela
reducdo da permeabilidade vascular e da'inﬂltragéo de neutrofilos, efeito este
estudado no modelo de edema de pata de ‘camundongo. Este efeito de reducdo da
invﬂamagéo € de longa duragéo, persistindo por periodos de tempo muito superiores
a meia-vida do proprio NO. Este efelto é dependente de cGMP, nas primeiras horas
apds a injecdo de doadores de NO, e de canais de K’, durante todo o tempo de
analise. Portanto o efeito de longa duragdo do NO parece estar estreitamente
relacionado com a ativagéo de canais de K'. Permanece para ser determinado se a
ativacdo de canais de K™ € um evento da agéo direta do NO sobre o canal, ou se é
decorrente da ativacdo da guanilato ciclase. O melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos nesta atividade antiinflamatéria de longa duragdo do NO

pode prover novas diregées para o controle de desordens inflamatorias.
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