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RESUMO

O influxo celular (IC) a sindvia participa na fisiopatologia da artrite reumatoide (AR). Ha
controvérsias sobre o papel do 6xido nitrico (NO) na modulac¢do do influxo de neutréfilos
para sitios inflamatdrios, seja reduzindo ou estimulando-o. Esse trabalho investigou o efeito
de inibidores de o6xido nitrico sintase (NOS) sobre o IC agudo em animais submetidos a
artrite ou peritonite induzida por zymosan (AZy ou PZy) ou lipopolissacarideo (ALPS ou
PLPS), bem como a participacdo de leucotrieno B4 (LTB4) e da molécula de adesdo
intercelular -1 (ICAM-1). Ratos Wistar receberam 10-1000 pg de Zy ou 1-10 pg de LPS
intra-articular (i.a.). Outros grupos receberam 1 mg de Zy ou 10 ug de LPS intraperitoneal
(i.p.). Camundongos selvagens ou geneticamente manipulados (knock out) para ICAM-1
(ICAM-I'/') receberam 100 pg de Zy i.a. ou i.p. Esquema dos pré-tratamentos (30 minutos
antes da artrite ou peritonite): na AZy, L-NAME (1-30 mg/kg; i.p. ou 0,3-1 pumol; i.a),
1400W (1 mg/kg; i.p.) ou Aminoguanidina (Amino) (50 mg/kg; i.p.) em ratos e
camundongos receberam L-NAME (3-10 mg/kg;i.p.) ou N nitro-L-arginia (Nitro) (50
mg/kg; i.p.). Na PZy, L-NAME (10-30 mg/kg; s.c. ou i.p.) ou 1400W (1 mg/kg; s.c.) foi
administrado em ratos e camundongos receberam L-NAME (30 mg/kg; s.c.) ou Nitro (50
mg/kg; s.c.). Na ALPS, ratos receberam L-NAME (10-30 mg/kg; i.p) e, na PLPS, L-NAME
(30 mg/kg; s.c.). Controles receberam veiculo (grupos NT). Apos o sacrificio, foram
quantificados o IC e LTB,4 nos lavados articulares e peritoneais. Na AZy (10-100 pg) em
ratos, L-NAME (1-3 mg) reduziu o IC (47,4 - 76,6%), quando comparado aos animais NT
(p<0,05). Na AZy Img, L-NAME (30 mg), 1400W (1 mg) e Amino (50 mg) diminuiram o
IC (57,4%, 74,8% e 76,6%) (p<0,05). L-NAME (0,3 pmol) i.a. também reduziu o IC
(85,3%) (p<0,05). Semelhante aos ratos, camundongos pré-tratados com L-NAME (3-10
mg) ou Nitro (50 mg) apresentaram diminui¢do do IC (67,6%, 53,8% e 39,5%) (p<0,05).
Contrariamente, na PZy, L-NAME (10-30 mg) e 1400W (1 mg) aumentaram o IC (566,7%,
495,1% e 470,7%) em ratos e L-NAME (30 mg), em camundongos (155,8%) (p<0,05).
Nesses, Nitro aumentou o IC, mas ndo significativamente (p>0,05). L-NAME (10 mg) i.p.
também aumentou o IC (747,6%) (p<0,05). Na ALPS, L-NAME (30 mg) diminuiu o IC nas
duas doses de LPS (50,3% e 52,3%) (p<0,05). Na PLPS, L-NAME (30 mg) aumentou o IC
(53,4%) (p<0,05). Os inibidores de NOS ndo alteraram os niveis de LTB4. Animais ICAM-
1™ artriticos pré-tratados ou ndo com Nitro apresentaram redu¢do do IC (57,8% ou
32,1%)(p<0,05). Nos ICAM-1"" com peritonite pré-tratados ou nao com Nitro, houve uma
reducdo do IC (9,5% e 22,3%), mas ndo significativa (p>0,05). O NO, particularmente o
produzido pela NOSi, reduz o IC agudo na articulagdo, enquanto que o incrementa no
peritoneo. Esse efeito ¢ independente do estimulo, da espécie, da via de administragdo e da
liberacao de LTB4, além de envolver células residentes e/ou migradas. ICAM-1 parece
participar do IC nesses modelos, especialmente na artrite, com o NO modulando sua
expressao na peritonite.

Palavras-chave: o0xido nitrico (NO), neutrofilos, zymosan (Zy), lipopolissacarideo (LPS),
molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) e leucotrieno B4 (LTB,).



ABSTRACT

Cell influx (CI) to synovium participates in physiopathology of rheumatoid arthritis (RA).
There are controversies about the nitric oxide (NO) action in modulation of neutrophil
influx to inflammatory sites, with NO decreasing or increasing it. This study investigated
the effect of nitric oxide synthase (NOS) inhibitors on acute CI in animals submitted to
arthritis or peritonitis induced by zymosan (ZyA or ZyP) or lipopolysaccharide (LPSA or
LPSP), and the participation of leukotriene B4 (LTB4) and intercellular adhesion molecule -
1 (ICAM-1). Rats Wistar received Zy (10-1000 pg) or LPS (1-10 pg) intraarticular (i.a.).
Other groups received Zy (1 mg) or LPS (10 pg) intraperitoneal (i.p.). Wild or ICAM-1-
deficient (ICAM-17") mice received Zy (100 pg) i.a. or i.p. Animals were pre-treated (30
minutes before arthritis or peritonitis): in ZyA, rats received L-NAME (1-30 mg/kg; i.p. or
0.3-1 pmol; i.a), 1400W (1 mg/kg; i.p.) or Aminoguanidine (Amino) (50 mg/kg; i.p.). Mice
received L-NAME (3-10 mg/kg;i.p.) or N-nitro-L-arginine (Nitro) (50 mg/kg; i.p.). In
ZyP, L-NAME (10-30 mg/kg; s.c. or i.p.) or 1400W (1 mg/kg; s.c.) was administrated in
rats and mice received L-NAME (30 mg/kg; s.c.) or Nitro (50 mg/kg; s.c.). In LPSA, rats
received L-NAME (10-30 mg/kg; i.p) and, in LPSP, they received L-NAME (30 mg/kg;
s.c.). Controls received vehicle (NT groups). After sacrifice, CI was counted and LTB4 was
measured in articular and peritoneal exudates. In ZyA (10-100 pg), L-NAME (1-3 mg)
reduced CI (47.4 — 76.6%) as compared to NT animals (p<0.05). In ZyA (1mg), L-NAME
(30 mg), 1400W (Img) and Amino (50 mg) reduced CI (57.4%, 74.8% and 76.6%,
respectively) (p<0.05). L-NAME (0.3 pmol) i.a. also reduced CI (85.3%) (p<0.05).
Similarly, L-NAME (3-10 mg) or Nitro (50 mg) pre-treated mice showed a CI reduction
(67.6%, 53.8% and 39.5%) (p<0.05). In contrast, in ZyP, L-NAME (10-30 mg) and 1400W
(1 mg) increased CI (566.7%, 495.1% and 470.7%, respectively) in rats and L-NAME (30
mg) in mice (155.8%) (p<0.05). In mice, Nitro increased CI, but not significantly (p>0.05).
L-NAME (10 mg) i.p. also increased CI (747.6%) (p<0.05). In LPSA, L-NAME (30 mg)
decreased CI in two LPS doses (50.3% and 52.3%) (p<0.05). In LPSP, L-NAME (30 mg)
increased the influx (53.4%) (p<0.05). NOS inhibitors didn’t change LTB,4 levels. Arthritic
pre-treated or not with Nitro ICAM-1"" animals showed a CI reduction (57.8% or
32.1%)(p<0.05). In peritonitis, pre-treated or not with Nitro ICAM-1"" showed a CI
reduction (9.5% and 22.3%), but not significantly (p>0.05). NO, especially that produced
by iNOS, reduces the acute CI in articulation while increases it in the peritoneum. This
effect is independent of stimulus, species, route of administration and LTB, liberation.
Beyond, it involves resident and/or migrated cells. ICAM-1 appears to participate in CI in
these models, especially in arthritis. Besides, NO modulates the expression of ICAM-1 in
peritonitis.

Keywords: nitric oxide (NO), neutrophils, zymosan (Zy), lipopolysaccharide (LPS),
intercelular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and leukotriene B4 (LTB,).
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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido nitrico (NO)

1.1.1. Conceito

Identificado como o fator de relaxamento derivado do endotélio (FRDE)
liberado em resposta a acetilcolina (Furchgott e Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987;
Furchgott, 1988; Ignarro et al., 1988), o 6xido nitrico (NO) é um radical livre de meia-vida
curta, sintetizado a partir da L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS) (Miyasaka e
Hirata, 1997). Caracteriza-se por ser uma molécula diatomica simples, cujas propriedades
fisico-quimicas e biologicas sdo determinadas pelo seu tamanho reduzido (30Da), auséncia

de carga e ter um elétron desemparelhado (Butler et al., 1995; Wink et al., 1996).

O NO apresenta alta afinidade pelo ferro hémico, grupos tiol e sulfidril, anion
superoxido (O;) e oxigénio molecular (O;) (Jang e Murrell, 1998) e, dependendo da sua
concentragdo e ambiente quimico, ¢ rapidamente oxidado a nitritos (NO;") ou nitratos (NO3"
) pelo oxigénio dos fluidos bioldgicos (Butler et al., 1995; Wink et al., 1996; Stamler,
1994).

Utilizado como um agente toxico ou de sinalizag@o entre as células, o NO ¢ um
gas sob condi¢des atmosféricas, mas um soluto no interior das células e tecidos, sendo
prontamente difusivel nos fluidos e tecidos corporais, atravessando livremente as
membranas celulares (Butler et al., 1995; Wink et al., 1996, Stamler, 1994; Coleman,
2001). Gerado por muitos tipos celulares em uma diversidade de tecidos, ele age como um
relaxante vascular, neurotransmissor e inibidor da agregacao plaquetaria. Associado a essas
fungdes fisiologicas, participa das respostas inflamatorias e imunes de forma complexa e

ainda ndo completamente definida (Moncada et al., 1991; Coleman, 2001; Sautebin, 2000).



16

1.1.2. Sintese do NO

A formacgdo de NO ¢ tida como uma via ubiqua, na qual NO e L-citrulina sdo
sintetizados a partir da a¢do da NOS sobre L-arginina e O,, em um processo que utiliza
elétrons doados pela nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH)

(Moncada e Higgs, 1995; Coleman, 2001) (Figura 1).

@ B s

Figura 1- Esquema ilustrativo da sintese de NO pelas isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),

a partir do aminoacido L-arginina e de O,, na presenca de NADPH.

A NOS ¢ uma enzima que se apresenta sob trés isoformas: duas formas
constitutivas, originalmente caracterizadas em neurdnios (NOS neuronal, NOSn ou NOS-1)
e em células endoteliais (NOS endotelial, NOSe ou NOS-3), estando presentes em
condicdes fisiologicas, e uma forma induzivel, conhecida como NOS induzivel, NOSi ou
NOS-2. Essa ultima caracteriza-se pela auséncia de expressdo em células em repouso,

sendo sintetizada em células ativadas (Coleman, 2001).
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As isoformas constitutivas participam na regulacdo da homeostase do fluxo
sangiliineo, func¢do plaquetaria e transdugdo de sinais no sistema nervoso central e
periférico. A geracdo de NO por essas enzimas ¢ rapida e transitdria, em pequenas
quantidades (da ordem de picomoles) e dependente de Ca”"-calmodulina. O NO por elas
sintetizado nitrosila a enzima guanilato ciclase solavel, estimulando a produgdo de
guanilato monofosfato ciclico (GMPc), um efetivo vasodilatador e inibidor da agregagao
plaquetéria (Forstermann et al, 1986; Arnold et al., 1977; Ignarro, 1991; Murad, 1986;
Radomski et al., 1987).

A NOSi ¢é dependente da taxa de renovagio enzimatica, com atividade Ca®'-
independente devido a sua forte ligacdo com a calmodulina. A producdo de NO por essa
enzima ¢ prolongada, em maior quantidade (na ordem de nanomoles) e ap6s certo periodo
pos-estimulo. Sua expressdo ¢ induzida por lipopolissacarideo (LPS) e citocinas,
particularmente fator de necrose tumoral o (TNF- a), interferon y (IFN- vy), interleucinas
1(IL-1) e 2 (IL-2), enquanto o fator de transformag¢do de crescimento § (TGF-f), IL-4, IL-8,
IL-10, IL-13 e glicocorticdides podem inibir sua expressao. Muitas células sdo capazes de
expressa-la, tais como: macrofagos, neutréfilos, sinovidcitos, osteoblastos, osteoclastos,
condroécitos, células musculares lisas, fibroblastos, dentre outras (Stichtenoth e Frolich,

1998; Stefanovic-Racic et al., 1993; Jang e Murrell, 1998).

1.2. Artrite reumatoide

1.2.1. Definigao

A artrite reumatdide (AR) ¢ uma doenga inflamatdria cronica sist€émica que
afeta as articulagdes, constituindo a mais freqiiente artropatia inflamatoria cronica em

reumatologia. Sua prevaléncia ¢ de aproximadamente 1% da populagdo mundial,
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acometendo principalmente o sexo feminino (Hochberg e Spector, 1990; Markenson, 1991;

Spector, 1990).

1.2.2. Etiopatogenia

Estudos tém sugerido a participagdo de fatores genéticos, ambientais e
imunoldgicos no desenvolvimento da AR (Heliovaara et al., 1993; Karlson et al., 1999;
Silman et al., 1996). Sua etiopatogenia ¢ complexa, envolvendo a participacdo de uma
resposta imuno-inflamatdria, com a liberacdo de mediadores inflamatdrios, incluindo
citocinas (TNF- a, IL-1, IL-2 e IL-6) e eicosanoides, que contribuem para a perpetuagdo e
progressdo da sinovite. De fato, estudos mostraram aumento na produgdo de citocinas por
sinoviocitos e células mononucleares do sangue periférico de pacientes com AR,
espontanecamente ou apos estimulo in vitro (Harris, 1990; Brennan et al., 1992). Além
disso, prostaglandinas foram detectadas no liquido sinovial de pacientes com AR e em
modelos animais dessa doenga, demonstrando sua participagdo em doencas articulares

inflamatorias (Paya et al., 1997).

Associado a essas evidéncias, tem sido sugerido a participagdo do NO em
artropatias inflamatdrias (Stefanovic-Racic et al., 1993; Hobbs et al., 1999; Armour et al.,
1999; Pelletier et al., 2000), com a detecgdo de elevada concentragdo de nitrito (um produto
da oxidagdo do NO) no plasma e fluido sinovial de pacientes com AR (Farrel et al., 1992;

Stichtenoth et al., 1995; Ueki et al., 1996).

1.2.3. NO nas artropatias inflamatoérias

Considerando que células residentes articulares, como os sinovidcitos e

condroécitos, além de osteoblastos, bem como células inflamatorias presentes em sinovites,
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sdo capazes de liberar NO, quer de forma constitutiva, quer por estimulo de citocinas como
TNF e IL-1, o envolvimento desse radical em doengas articulares tem sido sugerido

(Stefanovic-Racic et al., 1994; Stichtenoth et al., 1995; Evans e Stefanovic-Racic, 1996).

1.2.4. NO em modelos experimentais de artrite

Os modelos experimentais constituem um importante meio de estudo das
patologias humanas, ja que dificuldades éticas e técnicas limitam estudos em humanos.
Embora ndo se disponha de uma forma de artrite reumatéide em animais, a maioria dos
modelos animais de artrite utilizados atualmente apresentam similaridades com a doenga
humana, incluindo a hiperplasia sinovial e a lesdo da cartilagem articular. Baseado nisso e
nas evidéncias de que o NO participa do desenvolvimento das artropatias inflamatdrias, tem

sido estudada a participagdo do NO em modelos experimentais de artrite.

Assim, no modelo de artrite por Streptococcus, foi mostrado um aumento na
produgdo de NO e na sintese de NOSIi nas sindvias inflamadas de ratos, bem como uma
supressio do edema e do infiltrado articular pelo bloqueio na producio de NO por N°-
monometil-L-arginina (LNMMA) (McCartney-Francis et al., 1993). Ainda, no modelo de
artrite por adjuvante, houve uma diminui¢do no desenvolvimento da artrite nos animais
submetidos a inibidores de NOS, N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) ou LNMMA,
com a administragdo de L-arginina revertendo essa diminuicdo (Oyanagui, 1994;

Stefanovic-Racic et al., 1994).

Associado a isso, estudos mostraram também uma diminui¢do na sintese de
colageno tipo II e de proteoglicanos na cartilagem articular de coelhos, assim como uma
reducdo nessa produgdo de proteoglicanos em ratos, mediada pelo NO (Taskiran et al.,
1994; Jarvinen et al., 1995; Evans e Stefanovic-Racic, 1996). Foi mostrado ainda um
aumento na produc¢do de NO, através do aumento da excre¢do urinaria de nitrato ¢ da

expressao de NOSi nos tecidos sinoviais, em ratos submetidos a artrite induzida por
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colageno (Cannon et al., 1996), com a administracdo de inibidores seletivos de NOSI,
aminoguanidina ou N-iminoetil-L-lisina (L-NIL), inibindo essa producao (Vermeire et al.,

2000).

Apesar das evidéncias, ainda ndo esta claro a forma de participagdo do NO na
artrite, ja& que ele parece promover acgdes pro-inflamatérias (como o aumento da
permeabilidade vascular, produgdo de radicais livres capazes de gerar danos teciduais,
inducdo da ciclooxigenase e de citocinas inflamatorias, dentre outras) (Lander et al., 1993;
Mclnnes et al., 1996), ao mesmo tempo em que parece exercer acdes antiinflamatorias,
como a inibicdo da adesdo plaquetéria e neutrofilica ao endotélio e a redugao da migragao

leucocitaria ao sitio inflamado (Kubes et al., 1991; Niu et al., 1994; Victor et al., 2004).

1.2.5. NO em modelo de artrite induzida por zymosan (AZy)

O zymosan (Zy) ¢ um polissacarideo derivado da parede celular do fungo
Saccharomyces cerevisae. Induz inflamag¢do quando injetado na cavidade peritoneal, pele
ou articulagdes, por mecanismos multiplos, incluindo ativagao da via alternativa do sistema
complemento, degranulacdo de mastdcitos e estimulacdo de macréfagos e neutrofilos na
liberagdo de mediadores inflamatdrios (Tadimeti et al., 1994; Ajuebor et al., 1998; Coates e

McColl, 2001; Kolaczkowska et al., 2001).

A fase aguda da artrite induzida por zymosan (AZy) caracteriza-se pelo aumento
da permeabilidade vascular, edema e intenso influxo celular (IC) na cavidade articular, com
posterior sinovite progressiva, infiltrado mononuclear e ativagdo de fibroblastos,
assemelhando-se ao pannus reumatoide (Gegout et al., 1994). De fato, nosso grupo
mostrou, apds 21 dias de indugdo da AZy em ratos, um intenso infiltrado mononuclear,
proliferacdo de fibroblastos, presenca de células gigantes, neovascularizagdo, perda de
proteoglicanos da cartilagem articular e erosao do osso subcondral (Bezerra et al., 2004).

Mostramos também a participacdo do NO nesse modelo experimental, através do aumento
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dos niveis de nitrito nos exsudatos articulares, com o bloqueio dessa participagdo pela
administracdo de inibidores de NOS, quer inespecificos, quer seletivos para NOS;,
administrados profilatica (30 min antes do Zy) ou terapeuticamente (2 horas pos Zy), local
ou sistemicamente (Rocha et al., 2002). Posteriormente, mostramos ainda a participacao do
NO via GMPc sobre o IC e incapacitagdao articular (IA) na AZy, através da redugdo
significativa desses parametros inflamatorios, quando azul de metileno, um inibidor de

GMPc, foi administrado localmente (Rocha et al., 2003).

Em face dos resultados obtidos, associado ao seu baixo custo e praticidade, o
modelo de artrite induzida por zymosan foi utilizado nesse trabalho para o estudo da

participag¢do do NO sobre a migracdo celular aguda.

1.2.6. NO e modelos experimentais de peritonite

Apesar dos dados apontarem para uma modulagdo positiva do NO sobre o IC
em modelos experimentais de artrite (Mello et al., 1997; Rocha et al., 2003), bolsa de ar
(Paya et al., 1997) e asma (Koarai et al., 2000), ha evidéncias na literatura de que o NO ¢
capaz de reduzir a migrac¢do neutrofilica em modelos experimentais de peritonite. De fato, a
administracdo de L-NMMA preveniu a diminui¢do da migra¢do neutrofilica induzida por
TNF-0, IL-8 ou fator quimiotaxico neutrofilico derivado de macrofago (MNCF) na
peritonite por tioglicolato (Tavares-Murta et al., 1998). No modelo de sepse por ligacao e
perfuracdo do ceco, a administragdo de um inibidor de NOSi, aminoguanidina (Griffiths et

al., 1993), promoveu uma melhora da quimiotaxia de neutréfilos ao foco inflamatério

(Benjamim et al., 2000).

Dessa forma, o NO parece modular positivamente a migragao de neutrdfilos em
determinados modelos experimentais, a0 mesmo tempo em que parece exercer um papel

inibitério em modelos de peritonite.
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1.3. Migracéo celular

A migragdo celular ¢ um processo complexo dependente das populacdes
celulares envolvidas e de seu estado de ativagdo, bem como da forma de interacdo celular
com o endotélio, sendo essa ultima controlada pela expressdao de moléculas de adesao e de
quimiocinas na superficie endotelial. Conforme Seely et. al. (2003), a migracdo de células
ocorre através de uma seqiiéncia de etapas, assim denominadas: marginagdo, rolagem e
aderéncia; transmigragdo através do endotélio (diapedese) e migracdo nos tecidos

intersticiais em dire¢dao a um estimulo quimiotaxico (quimiotaxia) (Figura 2).

No fluxo sangiiineo normal, leucécitos encontram-se deslocados em direcao ao
endotélio devido a disposi¢do dos eritrocitos numa coluna axial central (Schmid-Schonbein
et al., 1980). Esse deslocamento, associado a uma redug¢do na velocidade do fluxo
sangiiineo pelo aumento da permeabilidade vascular na fase inicial da inflamagdo, permite
que um maior nimero de leucocitos assuma essa posi¢do periférica, facilitando assim a
marginacao leucocitaria. Posteriormente, leucécitos rolam lentamente sobre o endotélio, ai
aderindo transitoriamente (rolagem) e, em seguida, aderem firmemente (aderéncia). Os
leucocitos firmemente aderidos inserem pseudopodos entre as células endoteliais,
transpondo as juncdes interendoteliais e a membrana basal, atingindo o espaco
extravascular e dirigindo-se ao foco inflamatério (Seely et al., 2003). Além dessa migracao
através das juncdes endoteliais, leucdcitos podem migrar para a area inflamada através de
vacuolos endoteliais, em um processo ativo que ocorre em tecidos especializados como o

cérebro e o timo, com crescentes evidéncias desse processo em outros tecidos.

Apos o extravasamento, leucoceitos sdo atraidos para o sitio inflamatorio por um
processo de quimiotaxia, definido como uma locomog¢do orientada ao longo de um
gradiente quimico. Através de quimioreceptores localizados na membrana plasmaética
leucocitaria, essas células respondem a quimiotaxia, migrando em dire¢do ao local de maior
concentragdo desses agentes quimiotaxicos (Seely et al., 2003). Dentre as moléculas

quimiotéxicas primarias para neutréfilos, eosindfilos e mondcitos, destacam-se: produtos
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bacterianos; componentes do sistema complemento (C5a e C3a); calicreina e ativador de
plasminogénio; fibrinopeptideos; produtos de degradag¢dao da fibrina; produtos da via da
lipoxigenase, principalmente leucotrieno B4 (LTB,); fatores quimiotaxicos de neutrdfilo e
eosinodfilo liberados de mastocitos; fator quimiotaxico liberado de neutréfilo e, por ultimo,
citocinas, particularmente aquelas da familia das quimiocinas. Embora ndo seja

quimiotéxica per se, a histamina pode facilitar a quimiotaxia (McCance e Huether, 1998).

Vénula pos-capilar

Quimiotaxia

Figura 2- Desenho esquematico das etapas da migracdo celular numa vénula pés-capilar. Fonte:
Hickey, Clinical Science, 2001.

1.3.1. Moléculas de adesao intercelular

As moléculas de adesao intercelular sao proteinas de membrana que permitem a
interagdo entre as células. Essas moléculas freqiientemente atravessam a membrana, ligam-
se ao citoesqueleto, permitindo que a célula as utilize como meio de tragdo ou fixagdo em

outras células ou na matriz extracelular.

A aderéncia e a transmigrag¢do leucocitarias, anteriormente descritas, ocorrem
por meio da ligacdo de moléculas de adesdo complementares nas superficies endoteliais e

de leucécitos. Essas moléculas permitem a interferéncia de mediadores quimicos, que
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modulam a sua expressdo e avidez (Springer, 1994), e sdo representadas pelas selectinas,

imunoglobulinas e integrinas.

As selectinas sdo moléculas transmembranas que possuem propriedades
semelhantes a lectina (razao de sua denominag¢ao), ligando-se a agucares. Elas incluem a E-
selectina (presente no endotélio), P-selectina (presente no endotélio e plaquetas) e L-
selectina (presente em muitos tipos leucocitarios). A ligagdo das selectinas a seus ligantes
reduz a velocidade das células circulantes no interior das vénulas, permitindo que
leucdcitos recebam sinais de migragdo do endotélio. Dessa forma, essas moléculas de
adesdo sdo responsaveis pela interagdo inicial e de baixa afinidade entre leucocitos e

endotélio, manifestada como comportamento de rolagem (Carvalho et al., 2001).

As imunoglobulinas sdo representadas pela molécula de adesdo intercelular-1
(ICAM-1), molécula de adesdo intercelular-2 (ICAM-2), molécula de adesdo celular e
vascular-1 (VCAM-1), dentre outras. Todos os membros dessa familia sdo expressos ou
induziveis no endotélio vascular. De fato, [CAM-1 e VCAM-1 sdo induzidas por citocinas
inflamatorias, enquanto ICAM-2 ¢ constitutivamente expressa, sendo regulada
negativamente por citocinas inflamatdrias. Essa familia de moléculas interage com as
integrinas expressas nos leucocitos (Dustin et al., 1988; Staunton et al., 1989; Pober e
Cotran, 1990; Seely et al., 2003) e sdo responsaveis pelas etapas de adesdo e transmigragao

leucocitéarias.

As integrinas constituem o principal grupo de moléculas de adesdo, presentes
em muitas células, inclusive leucocitos. Cada membro dessa familia consiste em dois
peptideos a e P ligados ndo covalentemente, ambos capazes de atravessar a membrana.
Apresentam-se divididas em trés familias principais: B;-integrinas, envolvidas na ligagao
das células a matriz extracelular; B,-integrinas, envolvidas na adesdo dos leucocitos ao
endotélio ou a outras células imunes e Ps-integrinas, envolvidas nas interacdes das
plaquetas e neutrdfilos nos sitios inflamatérios ou nos locais de dano vascular (Granger e
Kubes, 1994; Seely et al., 2003). Assim como as imunoglobulinas, participam da adesao e

transmigracao celular.
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As Pr-integrinas consistem de trés subunidades a distintas (CD11a, CD11b e
CDll1c) ligadas a uma subunidade p comum (CD18). Elas sdo importantes moléculas
superficiais presentes em polimorfonucleares e linfocitos, interagindo com células
endoteliais, C3bi, microrganismos e matriz extracelular. Polimorfonucleares expressam
CDI11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1 ou CR3) e CDI11c/CDI18 (p150/95),

enquanto linfocitos expressam somente CD11a/CD18 (Arnaout, 1990).

1.3.2. Controle da expressao de moléculas de adesdo por NO

Conforme dados da literatura, tem sido mostrado que o NO ¢ capaz de inibir a
adesdo leucocitaria (Kubes et al., 1991; Tsao et al., 1994) através da reducdo na expressao
de moléculas de adesdo (CD11b/CD18, L-, P-, E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1) (Lefer e
Lefer, 1996; Spiecker et al., 1998; Armstead et al., 1997; Sato et al., 1999; Pruefer et al.,
1999). Associado a isso, um estudo mostrou uma diminui¢do da adesdo leucocitaria pela
inibi¢do de um fator nuclear, o NF-kB, por NO (Peng et al., 1995). Ativado por iniimeros
estimulos, o fator NF-kB regula inimeros genes e fungdes que parecem envolver a
participagdo de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) (O’Neill e Kaltschmidt,
1997; Glezer et al., 2000). Encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria (IkB)
que impede a sua transloca¢do para o nucleo e, a posterior, transcricdo génica. Assim, a
fosforilacdo e a degradacdo do IkB sdo necessarias para que ocorra a sua translocacdo

(Baeuerle e Baltimore, 1996; Baldwin, 1996).

Muitas evidéncias sugerem que o NO modula o IkB. De fato, foi mostrado que o
NO, por permitir a ativagao de fosfatases em células mononucleares sangiiineas periféricas,
¢ capaz de inibir NF-kB por promover a desfosforilagao do IkB. Associado a isso, o NO, ao
reagir com o anion superoxido, pode evitar a formacao de peroxido de hidrogénio e, assim,
impedir a ativacdo de NF-xB (Gaboury et al., 1993; Fraticelli et al., 1996). Ainda, o NO

pode em determinadas circunstancias agir como um antioxidante, como N-acetilcisteina ¢
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ditiocarbonato de pirrolidina, inibindo a ativacdo de NF-kB por prevenir a dissociagdo do

complexo NF-kB/IxB (Peng et al., 1995).

1.3.3. NO e neutrofilos

Neutréfilos sdo os primeiros e mais numerosos leucdcitos a se dirigirem ao sitio
infeccioso ou inflamatério, sendo capazes de promover a fagocitose, liberar granulos
contendo enzimas destrutivas, metabolizar &acido araquidonico e gerar produtos do
metabolismo do O; e citocinas pré-inflamatérias (Korchak et al., 1984; Beaulieu et al.,
1987; Tiku et al.,, 1986; McColl et al., 1992; Wipke e Allen, 2001). Dessa forma,
utilizando-se desses recursos, neutrofilos sdo capazes de promover a destruigdo do agente
agressor, a0 mesmo tempo, em que podem provocar injuria tecidual (Seely et al., 2003).
Assim, essas cé€lulas podem exercer agdes contraditorias na defesa do organismo. De fato,
estudos tém mostrado a sua participacdo na patofisiologia de inumeras doencas, dentre elas
as desordens inflamatorias (Bainton, 1992; Gallin, 1992; Armstrong, 2001). Nesse sentido,
foi demonstrada uma superprodugdo de neutrofilos imaturos, apresentando atividade de
mieloperoxidase, bem como uma destruicao 6ssea e de fibras colagenas mediada por essas
células, na AR (Stavaru et. al., 1999; Nada et al., 1999; Bauerova ¢ Bezek, 1999; Letkowitz
et al., 1999).

Tomando-se como base as evidéncias de que neutréfilos participam no
desenvolvimento de doengas inflamatérias (artrite reumatodide, glomerulonefrite, doenga
intestinal inflamatoria, dentre outras) (Weissmann ¢ Korchak, 1984; Holdsworth e
Bellomo, 1984; Wandall, 1985), assim como o NO (artrite reumatoéide, sepse e outras)
(Stichtenoth et al., 1995; Benjamim et al., 2000), e de que essas células sdo capazes de
produzir NO (McCall et al., 1991), estudos tém investigado a participagdo do NO sobre a

migracdo neutrofilica em modelos experimentais. De fato, nosso grupo mostrou uma
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inibi¢do dose-dependente da migragdo celular, quando inibidores de NOS (aminoguanidina
e L-NAME) foram administrados em ratos submetidos a AZy (Rocha et al., 2003).
Resultado semelhante foi obtido em camundongos tratados com 1400W, um inibidor
seletivo de NOSi, no modelo de inflamacdo das vias aéreas (Koarai et al., 2000). Dessa
forma, os dados obtidos sugerem uma modulag¢ao positiva do NO sobre o influxo celular

em modelos experimentais.

Entretanto, conforme descrito anteriormente, no modelo de ligacdo e perfuracao
do ceco em camundongos, foi demonstrada uma reducdo na migragdo neutrofilica a
cavidade peritoneal mediada pelo NO, com o aumento dessa migracdo quando
aminoguanidina foi administrada (Benjamim et al., 2000). De forma semelhante, o NO
promoveu uma inibi¢do da migra¢do neutrofilica no modelo de endotoxemia (Tavares-
Murta et al., 2001) e sepse induzida por Staphylococcus aureus (Crosara-Alberto et al.,
2002). Ainda, no modelo de pleurite por carragenina em ratos, foi mostrada uma reducao
do influxo celular mediado pelo NO (Ialenti et al., 2000). Em um estudo anterior,
semelhante inibicdo foi observada, sendo mediada através da diminuicdo do anion
superoxido (Oy") pelo NO (Kubes et al., 1993). Tomados juntos, esses estudos sugerem uma
acdo inibidora do NO sobre a migrag¢ao leucocitaria através de mecanismos que interferem

na adesdo de leucdcitos ao endotélio.

De fato, foi sugerido que o NO, ao interagir com o O, liberado pelas células
endoteliais, reduz a reagdo de dismutagdo sofrida por esse anion e, portanto, a sintese de
peroxido de hidrogénio. Esse ¢ responsavel pela adesdo leucocitaria ao endotélio através da
formacdo do fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e aumento da expressdo de moléculas de
adesdo (P-selectinas e ICAM-1). Além disso, 0 O, estimula a liberagdo de substancias pro-
adesivas (PAF e citocinas) por mastocitos, aumentando a adesdo leucocito-endotélio

(Benjamim, 2001).

Associado a isso, estudos em animal “knock out” estdo sendo realizados a fim
de se observar a participagdo do NO, especialmente o produzido pela NOSi, na migracao

neutrofilica. Dessa forma, estudo em camundongos selvagem e “knock out” para NOSi
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mostrou um recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ambos animais, com
um papel regulatorio bifasico da NOSi na migracao celular (na 1* hora poés-estimulo, houve
um aumento do influxo celular, com diminui¢do desse influxo na 2%-4* hora em animal
“knock out”) (Ajuebor et al., 1998). No entanto, a administragdo intraperitoneal (i.p.) de
carragenina em camundongos deficientes para NOSi aumentou significativamente a
migracao neutrofilica (4* hora pos-estimulo), quando comparada aos animais selvagens.

(Secco et al., 2003).

Assim, os estudos tém mostrado papéis controversos do NO sobre a migracao
celular e sugerido que a capacidade desse radical em promover o recrutamento leucocitario,
ao mesmo tempo em que reduz a sintese de moléculas de adesdo, suprimi a ativacao celular
e induz apoptose em células inflamatorias (Ross e Reske-Kunz, 2001), parece depender de

sua concentrac¢do. Dessa forma, ainda ndo esta claro o papel do NO nessa migragao.

1.4. Justificativas e objetivos

Baseado na importancia terapéutica de se prevenir o recrutamento leucocitario
em doengas inflamatorias e no papel controverso do NO como modulador desse processo e
mediador inflamatorio nessas doencas, tem-se a necessidade de se compreender os
mecanismos pelos quais o NO age sobre a migra¢ao celular em modelos experimentais,
buscando-se contribuir com o desenvolvimento de tratamentos que alterem o curso

evolutivo dessas patologias.

Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel do NO na
migracao celular aguda em modelos experimentais de artrite e peritonite induzidas por
zymosan ou LPS, em ratos e camundongos, como forma de se avaliar a influéncia do NO
nessa migracdo sob diferentes tecidos, estimulos inflamatdrios e espécies. Por fim,

estudamos a liberagdo de leucotrieno B4 (LTB4) e a expressdo da molécula de adesdo
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intercelular-1 (ICAM-1) como possiveis vias de atuagdo do NO sobre essa migracao

celular.

Essa participacio do NO sobre a migracdo celular aguda nos modelos
experimentais aqui estudados foi investigada através da modulagdo farmacoldgica com
inibidores da o6xido nitrico sintase (NOS), em animais selvagens e geneticamente

modificados (knock out) para ICAM-1.

Para tanto, foram realizadas:

- Avaliagdo do influxo celular na articulagdo e cavidade peritoneal inflamadas por zymosan

ou LPS, em ratos e camundongos;

- Observacao do efeito de inibidores de NOS sobre a migragdo celular na artrite e peritonite

induzidas por zymosan ou LPS;

- Investigacdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos dos inibidores de NOS sobre o
recrutamento celular nos modelos experimentais aqui estudados através da utilizagdo de

animais selvagem e “knock out” para ICAM-1 e dosagem de LTB,.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 200 gramas, e camundongos Swiss
machos, pesando entre 25 e 30 gramas, foram utilizados durante a execugao do trabalho. Os
animais foram fornecidos pelo biotério central do Campus do Pici-UFC e mantidos no
biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, em condi¢des controladas
de temperatura (21°C), sob um ciclo de claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a
agua e alimentacdo. Todos os procedimentos foram realizados seguindo as diretrizes
preconizadas pelo Manual sobre Cuidados e Usos de Animais de Laboratério (Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal, 2003), com inumeros esfor¢os sendo feitos para
minimizar o nimero ¢ o sofrimento dos animais utilizados. O projeto cientifico desse
trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da

Universidade Federal do Ceara, recebendo o n°® 31/04.

Os camundongos geneticamente manipulados (knock out) para ICAM-I1,
pesando entre 18 a 20 gramas, foram providos e utilizados no Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo - Ribeirdo Preto

(USP-RP), tendo sido adquiridos da The Jackson Laboratory (Maine, USA).

2.2. Solucbes, drogas e reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades
analiticas adequadas e as drogas utilizadas foram: Hidrato de cloral (REAGEN - Brasil);
NG-nitro-L-arginina—metil éster (L-NAME), Zymosan A, NG-nitro-L-arginina (Nitro),
Aminoguanidina (Amino) e Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) (SIGMA St.
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Louis, MO., USA); dihidrocloreto de N-[[3- (aminoetil) fenil] metil] etanimidamida
(1400W) e kit ELISA de leucotrieno By (CAYMAN CHEMICAL Co., USA) e Heparina
(Cristalia- Brasil).

2.3. Protocolo experimental

2.3.1. Indugao da artrite por zymosan (AZy) ou lipopolissacarideo (ALPS)

Sob leve anestesia com éter etilico, os ratos foram submetidos a inducao da AZy
ou ALPS por meio da inje¢do intra-articular, no joelho direito, de 10-1000 pg de zymosan
ou 1-10 pg de LPS, dissolvidos em 50 pL de solucdo salina estéril, apirogénica. Sob as
mesmas condi¢des, os camundongos foram submetidos a inducdo da AZy através da
injecdo intra-articular, no joelho direito, de 100 pg de Zy, diluido em 25 pL de solugdo
salina estéril. O grupo controle (NAIVE) foi submetido apenas & administragdo de salina no
joelho direito. Apds 6 horas de artrite e sob anestesia com hidrato de cloral (400 mg/kg;

1.p.), os animais foram sacrificados por exsangiiinagao.

2.3.2. Coleta do lavado articular

Os animais foram sacrificados, sob anestesia (hidrato de cloral — 400 mg/kg;
1.p.), por exsangiiinagcdo, com posterior lavagem da cavidade articular. Essa foi realizada
através de duas inje¢des intra-articulares, seguidas de aspiragdo, de 0,2 mL ou 50 pL de
salina estéril apirogénica, contendo 5 Ul/mL de heparina, em ratos ou camundongos,

respectivamente. A conserva¢do do lavado aspirado foi realizada em banho de gelo.
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2.3.3. Analise da celularidade do lavado articular

Uma amostra do lavado articular foi diluida no liquido de Turk a 10% para
contagem da celularidade em camara de Neubauer. Em seguida, o lavado foi centrifugado a
3000 g, a 4°C, por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi estocado a -20°C para posterior

analise.

2.3.4. Indugdo da peritonite por zymosan (PZy) ou lipopolissacarideo (PLPS)

Apos leve anestesia com éter etilico, os ratos foram submetidos a indugdo da
PZy ou PLPS por meio da inje¢do intraperitoneal de 1 mg de Zy ou 10ug de LPS,
dissolvido em 0,5 mL de solugao salina estéril. Sob as mesmas condic¢des, os camundongos
foram submetidos a indu¢do da PZy através da injecdo intraperitoneal de 100 pg de Zy,
diluido em 100 pL de solugdo salina estéril. O grupo controle (NAIVE) foi submetido
apenas a administragdo de salina intraperitoneal. Apos 4 horas de peritonite e sob anestesia

(hidrato de cloral — 400 mg/kg; i.p.), os animais foram sacrificados por exsangiiinagao.

2.3.5. Coleta do lavado peritoneal

Os animais foram sacrificados, sob anestesia (hidrato de cloral — 400 mg/kg;
1.p.), por exsangiiinacdo, com posterior lavagem da cavidade peritoneal. Essa foi realizada
através da incisdo e desbridamento da pele abdominal, seguidos da injecao de 7 mL ou 2
mL de salina estéril apirogénica, contendo 5 UI/mL de heparina, em ratos ou camundongos,
respectivamente. Posteriormente, o lavado foi aspirado com pipeta Pasteur e conservado em

banho de gelo.
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2.3.6. Analise da celularidade do lavado peritoneal

Uma amostra do lavado peritoneal foi diluida no liquido de Turk a 10% para a
contagem da celularidade em camara de Neubauer. Em seguida, o lavado foi centrifugado a
3000 g, a 4°C, por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi estocado a -20°C para posterior

analise.

3. Modulagéo farmacolégica

3.1. Inibidores da 6xido nitrico sintase

Os grupos de animais foram tratados da seguinte forma:

L-NAME: dissolvido em solucdo salina estéril (0,9%). Os ratos ou camundongos
receberam doses de 1-30 mg/kg (i.p. ou s.c.) ou 0,3-1 umol intra-articular, 30 minutos antes

da indugdo da artrite ou peritonite por Zy ou por LPS.

1400W: dissolvido em solucdo salina estéril (0,9%). Os ratos receberam dose de 1 mg/kg

(i.p. ou s.c.), 30 minutos antes da indu¢do da artrite ou peritonite por Zy.

NC-nitro-L-arginina (Nitro): dissolvido em solugdo salina estéril (0,9%). Os
camundongos receberam dose de 50 mg/kg (i.p. ou s.c.), 30 minutos antes da indu¢ao da

artrite ou peritonite por Zy.

Aminoguanidina (Amino): dissolvido em solugdo salina estéril (0,9%). Os ratos

receberam dose de 50 mg/kg (i.p.), 30 minutos antes da indugdo da artrite por Zy.
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4. Analise estatistica

Para comparagdes multiplas entre médias, foi utilizada a andlise de variancia
univariada (ANOVA). Na presenga de significancia, aplicou-se o teste de Tukey, adotando-
se o nivel de significncia de 5% (alfa = 0,05). Os resultados foram expressos como média

+e.p.m.
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito do pré-tratamento com L-NAME, 1400W ou Aminoguanidina sobre o

influxo celular a cavidade articular de ratos na artrite induzida por zymosan (AZy)

A figura 3 ilustra o efeito da administragdo profilatica do inibidor nao seletivo
de NOS, L-NAME (1-30 mg/kg; i.p.), sobre o influxo celular coletado ap6s 6 horas da
injecdo do zymosan em diferentes concentracdes (10-1000 pg). Observa-se que,
independentemente da dose de zymosan, o tratamento com L-NAME inibiu de forma
significativa (p<0,05) o influxo celular, quando comparado aos animais que receberam
apenas o zymosan intra-articular e o veiculo da diluicdo do L-NAME. De maneira
semelhante, a administracdo profildtica de inibidores seletivos de NOSi, o composto
1400W (1 mg/kg; i.p.) ou aminoguanidina (50 mg/kg; i.p.), reduziu de forma significativa o

influxo celular na AZy.
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Figura 3- Efeito do pré-tratamento com L-NAME, 1400W ou Aminoguanidina (Amino) sobre o influxo
celular a cavidade articular de ratos na artrite induzida por zymosan (AZy). Ratos Wistar receberam
uma inje¢do intra-articular de zymosan (10-1000 pg) no joelho direito, sendo sacrificados, sob anestesia, apos
6h da indugdo da AZy. L-NAME (1-30 mg/kg; i.p.), 1400W (1 mg/kg; i.p.) ou Aminoguanidina (50 mg/kg;
i.p.) foi administrado 30 minutos antes da AZy. A contagem total de células foi realizada no lavado articular.
O grupo NAIVE representa animais que receberam salina intra-articular. Grupos nao tratados (-, = e =)
representam animais artriticos que ndo receberam qualquer tratamento farmacoldgico. Os dados representam a
média £ EPM do niimero de células/mm’ de 6 animais por grupo. *p<0,001 quando comparado ao grupo nio
tratado (-); #p<0,05 quando comparado ao grupo ndo tratado (=) e +p<0,01 quando comparado ao grupo néo
tratado (=) (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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3.2. Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou Nitro sobre o influxo celular a
cavidade articular de camundongos submetidos a indugdo da artrite por zymosan
(AZy)

De maneira semelhante ao obtido em ratos, a administracdo profilatica dos
inibidores nao seletivos de NOS, L-NAME (3-10 mg/kg; i.p.) ou Nitro (50 mg/kg, i.p.), 30
minutos antes da inducdo da AZy (Zy 100 pg) em camundongos, reduziu de forma
significativa (1120 + 326,2; 1600 + 392,4 e 2095,5 + 567,4 células/mm’ para L-NAME 3,
10 e Nitro, respectivamente) (p<0,05) o influxo de leucocitos a cavidade articular desses
animais, quando comparado ao grupo que recebeu apenas o zymosan intra-articular e salina

intraperitoneal (-) (3460 + 429,6 células/ mm’) (fig. 4).
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Figura 4- Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou Nitro sobre o influxo celular a cavidade articular
de camundongos submetidos & inducéo da artrite por zymosan (AZy). Camundongos Swiss receberam
uma injecdo intra-articular de zymosan (100 pg) no joelho direito, sendo sacrificados, sob anestesia, apos 6h
da inducdo da AZy. L-NAME (3-10 mg/kg; i.p.) ou Nitro (50 mg/kg; i.p.) foi administrado 30 minutos antes
da AZy. A contagem total de células foi realizada no lavado articular. O grupo NAIVE representa animais que
receberam salina intra-articular. Grupo ndo tratado (-) representa animais artriticos que nao receberam
qualquer tratamento farmacolégico. Os dados representam a média + EPM do ntimero de células/mm’® de 6
animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo ndo tratado (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).
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3.3. Efeito do pré-tratamento local com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade

articular de ratos submetidos a inducdo da artrite por zymosan (AZy)

A administracdo local (intra-articular) do L-NAME (0,3 pmol/animal)
promoveu uma inibi¢do significante (p<0,05) do influxo celular a cavidade articular na
artrite por zymosan em ratos (7100 + 1625.4 células/mm’), quando comparado ao grupo

que recebeu zymosan e salina intra-articular (-) (48200 + 10013,3 células/mm?) (fig. 5).
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Figura 5- Efeito do pré-tratamento local com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade articular de
ratos submetidos a indugdo da artrite por zymosan (AZy). Ratos Wistar receberam uma inje¢do intra-
articular de zymosan (1mg) no joelho direito, sendo sacrificados, sob anestesia, apds 6h da inducdo da AZy.
L-NAME (0,3-1 pumol; i.a.) foi administrado 30 minutos antes da AZy. A contagem total de células foi
realizada no lavado articular. O grupo NAIVE representa animais que receberam salina intra-articular. Grupo
ndo tratado (-) representa animais artriticos que ndo receberam qualquer tratamento farmacoldgico. Os dados
representam a média = EPM do namero de células/mm’ de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado
ao grupo nao tratado (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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3.4. Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou 1400W sobre o influxo celular a

cavidade peritoneal de ratos submetidos a inducéo da peritonite por zymosan (PZy)

De maneira oposta ao que ocorreu na artrite por zymosan, a administracao
profilatica de L-NAME (10-30 mg/kg; s.c.) ou 1400W (1 mg/kg; s.c.) aumentou
significativamente (566,7%; 495,1% e 470,7% para L-NAME 10, 30 e 1400W,
respectivamente) (p<0,05) a migragcdo de leucocitos a cavidade peritoneal desses animais,
quando comparado ao grupo que recebeu apenas zymosan intra-peritoneal e salina

subcutanea (-) (fig. 6).
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Figura 6- Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou 1400W sobre o influxo celular a cavidade
peritoneal de ratos submetidos a inducdo da peritonite por zymosan (PZy). Ratos Wistar receberam uma
injecdo intraperitoneal de zymosan (1 mg), sendo sacrificados, sob anestesia, apos 4h da indugdo da PZy. L-
NAME (10-30 mg/kg; s.c.) ou 1400W (1 mg/kg; s.c.) foi administrado 30 minutos antes da PZy. A contagem
total de células foi realizada no lavado peritoneal. O grupo NAIVE representa animais que receberam salina
intraperitoneal. Grupo ndo tratado (-) representa animais com peritonite que ndo receberam qualquer
tratamento farmacolédgico. Os dados representam a média + EPM do niimero de células/mm’ de 6 animais por
grupo.*p<0,05 quando comparado ao grupo NAIVE; #p<0,001 quando comparado ao grupo ndo tratado
(ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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3.5. Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou Nitro sobre o influxo celular a

cavidade peritoneal de camundongos submetidos & inducéo da peritonite por zymosan
(PZy)

De maneira semelhante ao observado em ratos, a administragao profilatica de L-
NAME (30 mg/kg; s.c.) promoveu aumento significante (155,8%) (p<0,05) do influxo
celular a cavidade peritoneal, quando comparado ao grupo que recebeu apenas zymosan

intraperitoneal e salina subcutanea (-) (fig. 7).
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Figura 7- Efeito do pré-tratamento com L-NAME ou Nitro sobre o influxo celular a cavidade peritoneal
de camundongos submetidos a inducdo da peritonite por zymosan (PZy). Camundongos Swiss receberam
uma inje¢do intraperitoneal de zymosan (100 pg), sendo sacrificados, sob anestesia, apds 4h da inducdo da
PZy. L-NAME (30 mg/kg; s.c.) ou Nitro (50 mg/kg; s.c.) foi administrado 30 minutos antes da PZy. A
contagem total de células foi realizada no lavado peritoneal. O grupo NAIVE representa animais que
receberam salina intraperitoneal. Grupo ndo tratado (-) representa animais com peritonite que ndo receberam
qualquer tratamento farmacolégico. Os dados representam a média + EPM do nimero de células/mm’® de 6
animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo NAIVE; #p<0,001 quando comparado ao grupo nio
tratado (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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3.6. Efeito do pré-tratamento local com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade

peritoneal de ratos submetidos a indugdo da peritonite por zymosan (PZy)

De maneira semelhante ao observado na artrite por zymosan, a administragao
local (intraperitoneal) de L-NAME (10 mg/kg) também promoveu aumento significante do
influxo celular (13900 + 2464 células/mm’), quando comparado ao grupo que recebeu

apenas zymosan intraperitoneal e salina subcutanea (-) (1640 + 397 células/mm’) (p<0,05)

(fig. 8).
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Figura 8- Efeito do pré-tratamento local com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade peritoneal de
ratos submetidos a inducdo da peritonite por zymosan (PZy). Ratos Wistar receberam uma inje¢do
intraperitoneal de zymosan (1 mg), sendo sacrificados, sob anestesia, apos 4h da indugdo da PZy. L-NAME (10
mg/kg; i.p.) foi administrado 30 minutos antes da PZy. A contagem total de células foi realizada no lavado
peritoneal. O grupo NAIVE representa animais que receberam salina intraperitoneal. Grupo ndo tratado (-)
representa animais com peritonite que ndo receberam qualquer tratamento farmacolégico. Os dados
representam a média + EPM do niimero de células/mm’ de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao
grupo NAIVE; #p<0,001 quando comparado ao grupo ndo tratado (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).
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3.7. Efeito do pré-tratamento com L-NAME sobre o influxo celular na artrite por LPS
em ratos (ALPS)

A administracdo profilatica de L-NAME (30 mg/kg; i.p.), um inibidor nao
seletivo de NOS, em ratos submetidos a artrite induzida pela injecao intra-articular de LPS
(ALPS) (LPS 1-10 pg), independente da concentracdo do estimulo, reduziu de forma
significante (1333,3 + 290,6 ¢ 1133,3 + 84,3 células/mm’ para L-NAME em LPS lug e
10ug, respectivamente) (p<0,05) o influxo celular a cavidade articular dos animais, quando
comparado ao grupo que recebeu apenas LPS intra-articular e salina intraperitoneal (2685 +

271,6 2375 + 193,1 células/mm’ para LPS 1 e 10pg, respectivamente) (fig. 9).
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Figura 9- Efeito do pré-tratamento com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade articular de ratos
submetidos & inducéo da artrite por LPS (ALPS). Ratos Wistar receberam uma injecéo intra-articular de
LPS (1-10 pg) no joelho direito, sendo sacrificados, sob anestesia, apods 6h da indugdo da ALPS. L-NAME
(10-30 mg/kg; i.p.) foi administrado 30 minutos antes da ALPS. A contagem total de células foi realizada no
lavado articular. O grupo NAIVE representa animais que receberam salina intra-articular. Grupo ndo tratado
(-) representa animais artriticos que ndo receberam qualquer tratamento farmacologico. Os dados representam
a média + EPM do ntimero de células/mm’ de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo nio
tratado (-); #p<0,001 quando comparado ao grupo ndo tratado (=) (ANOVA univariada seguida de teste de
Tukey).



42

3.8. Efeito do pré-tratamento com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade

peritoneal de ratos submetidos a indugdo da peritonite por LPS (PLPS)

Em animais submetidos a peritonite pela inje¢do intraperitoneal de LPS, a
administracao profilatica de L-NAME (30 mg/kg, s.c.) aumentou significativamente (2700
+ 238 células/mm’) (p<0,05) o influxo celular, quando comparado ao grupo que recebeu

apenas LPS intraperitoneal e salina subcutinea (-) (1760 + 204 células/mm’) (fig. 10).
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Figura 10- Efeito do pré-tratamento com L-NAME sobre o influxo celular a cavidade peritoneal de ratos
submetidos a inducdo da peritonite por LPS (PLPS). Ratos Wistar receberam uma injecdo intraperitoneal de
LPS (10 pg), sendo sacrificados, sob anestesia, apds 4h da indugdo da PLPS. L-NAME (30 mg/kg; s.c.) foi
administrado 30 minutos antes da PLPS. A contagem total de células foi realizada no lavado peritoneal. O
grupo NAIVE representa animais que receberam salina intraperitoneal. Grupo ndo tratado (-) representa
animais com peritonite que ndo receberam qualquer tratamento farmacolégico. Os dados representam a média
+ EPM do ntiimero de células/mm’® de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo nio tratado (-)
(ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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3.9. Liberacéo de leucotrieno B, (LTB,4) na artrite e peritonite induzidas por zymosan

em ratos

A determinagdo dos niveis de LTB4 nos lavados articulares ou peritoneais dos
animais submetidos a AZy ou PZy, respectivamente, ndo sofreu alteracdo que alcancgasse
significancia estatistica pelo pré-tratamento com L-NAME (30 mg/kg; i.p. e 10 mg/kg; s.c.
para AZy e PZy, respectivamente) (fig. 11).
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Figura 11- Liberacdo de leucotrieno B, (LTB,) na artrite e peritonite induzidas por zymosan em ratos.
Ratos Wistar receberam uma inje¢do intra-articular ou intraperitoneal de zymosan (1 mg), sendo sacrificados,
sob anestesia, apos 6 ou 4h da indugdo da AZy ou PZy, respectivamente. L-NAME (10-30 mg/kg; i.p. ou s.c.)
foi administrado 30 minutos antes da AZy ou PZy. Os niveis de leucotrieno B, (LTB,4) nos lavados articular e
peritoneal foram medidos através do ELISA. Grupos ndo tratados (- ¢ =) representam animais com artrite ou
peritonite que ndo receberam qualquer tratamento farmacoldgico. Os dados representam a média + EPM da
quantidade de LTB, (pg/mL) de 6 animais por grupo. Nao houve diferenga significante entre os grupos
(ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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4. Participacdo de ICAM-1 sobre o influxo celular a cavidade articular de

camundongos submetidos a artrite induzida por zymosan (AZy)

A figura 10 mostra a compara¢do do influxo celular na artrite por zymosan em
animais selvagens ¢ “knock out” para ICAM-1. Observa-se diminui¢do significante
(32,1%) do influxo nos animais “knock out” para ICAM-1 (ICAM-l'/ ) (=), em comparagao
aos animais selvagens submetidos a artrite (-) (p<<0,05). O pré-tratamento dos animais com
inibidor ndo seletivo de NOS, Nitro (50 mg/kg; i.p.), reduziu significativamente (39,4% e
57,8% para animais selvagens e ICAM-17", respectivamente) (p<0,05) o influxo celular,
quando comparado aos animais que receberam apenas zymosan, quer fossem selvagens (-),

quer ICAM-1"" (=) (fig. 12).
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Figura 12- Participacdo de ICAM-1 sobre o influxo celular a cavidade articular de camundongos
submetidos a artrite induzida por zymosan (AZy). Camundongos Swiss selvagens ou “knock out” para
ICAM-1 (ICAM-1") receberam uma injecdo intra-articular de zymosan (100 pg) no joelho direito, sendo
sacrificados, sob anestesia, apds 6h da indugdo da AZy. Nitro (50 mg/kg; i.p.) foi administrado 30 minutos
antes da AZy. A contagem total de células foi realizada no lavado articular. Os grupos NAIVE e NAIVE’
representam animais selvagens ¢ ICAM-1"", respectivamente, que receberam salina intra-articular. Grupos
ndo tratados (- e =) representam animais selvagens e ICAM-17" artriticos que ndo receberam qualquer
tratamento farmacoldgico. Os dados representam a média = EPM do ntimero de células/mm”’ de 6 animais por
grupo. #p<0,01 quando comparado ao grupo ndo tratado (-); *p<0,05 quando comparado aos respectivos
grupos ndo tratados (ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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4.1. Participacdo de ICAM-1 sobre o influxo celular a cavidade peritoneal de

camundongos submetidos a peritonite induzida por zymosan (PZy)

A administragio i.p. de zymosan (100 pg) em camundongos ICAM-1"" (=)
promoveu uma diminui¢do do influxo celular (1968,7 + 710,3 células/mm®), quando
comparado aos animais selvagens submetidos a peritonite por zymosan (-) (2533,3 = 312,7
células/mm’). Entretanto, essa redugdo no influxo (22,3%) ndo alcangou significancia
estatistica. Como esperado, o pré-tratamento dos animais selvagens com Nitro (50 mg/kg)
aumentou (3299,25 + 866,7 células/mm”) o influxo celular, comparado aos que receberam
apenas zymsoan i.p. (-). Entretanto, o tratamento profilatico com Nitro (50 mg/kg) dos
animais ICAM-1"" ndo alterou o influxo celular (1781 + 457,5 células/mm’), quando
comparado aos animais ICAM-1"" que receberam apenas zymosan i.p. (1968,75 + 710,3

células/mm’) (=) (fig. 13).
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Figura 13- Participacdo de ICAM-1 sobre o influxo celular a cavidade peritoneal de camundongos
submetidos a peritonite induzida por zymosan (PZy). Camundongos Swiss selvagens ou “knock out” para
ICAM-1 (ICAM-1"") receberam uma injecdo intraperitoneal de zymosan (100 ng), sendo sacrificados, sob
anestesia, apos 4h da indugdo da PZy. Nitro (50 mg/kg; i.p.) foi administrado 30 minutos antes da PZy. A
contagem total de células foi realizada no lavado peritoneal. Os grupos NAIVE e NAIVE’ representam
animais selvagens e ICAM-17", respectivamente, que receberam salina intraperitoneal. Grupos ndo tratados (-
e =) representam animais selvagens e ICAM-1"" com peritonite que ndo receberam qualquer tratamento
farmacologico. Os dados representam a média + EPM do ntmero de células/mm’® de 6 animais por grupo
(ANOVA univariada seguida de teste de Tukey).
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4. DISCUSSAO

Nesse trabalho, nds investigamos a participagdo do 6xido nitrico (NO) na
migragdo celular aguda em modelos experimentais de artrite e peritonite. Com o intuito de
se estudar essa possivel participagdo, observamos o efeito de inibidores da 6xido nitrico
sintase (NOS) sobre a migracdo leucocitaria em ratos e camundongos submetidos a artrite
ou peritonite induzida por zymosan (Zy) ou lipopolissacarideo (LPS). Além disso,
investigamos a possivel influéncia da liberagdo de leucotrieno B4 (LTB4) sobre o efeito do
NO nessa quimiotaxia, bem como a participagdo de moléculas de adesdo nessa migracao

celular através de animais geneticamente manipulados (knock out) para ICAM-1.

Em estudos anteriores, nosso grupo e outros autores demonstraram que a
administracdo de inibidores de NOS, em animais submetidos a artrite experimental,
promovia efeito antiinflamatério associado a inibicao da migracao celular (Rocha et al.,
2002; Ajuebor et al., 1999; Cuzzocrea et al., 1997). Além disso, animais geneticamente
modificados, ndo expressando a enzima NOSIi, apresentaram uma redu¢do na migracao
celular as articulagdes inflamadas, no modelo de artrite induzida por coldgeno. Entretanto,
conforme exposto na introducdo desse trabalho, dados da literatura mostram que a

administragao de inibidores de NOS potencia a migracdo celular nos modelos de peritonite

séptica ou por inje¢ao de LPS na cavidade abdominal de ratos ou camundongos.

Os resultados do presente estudo mostraram de forma inequivoca que a
administracao profildtica sistémica (intraperitoneal) de inibidores ndo seletivos de NOS (L-
NAME ou Nitro-L-arginina), de forma significante e dose dependente, reduziu a migragao
de polimorfonucleares (PMNs) a cavidade articular na artrite induzida por zymosan.
Observamos ainda uma inibicdo dessa quimiotaxia quando L-NAME foi administrado
localmente (intra-articular). Dessa forma, os dados apontam para um efeito modulador do
NO sobre as células residentes e/ou migradas para o foco inflamatério articular, além de
sugerirem uma independéncia da via de administragdo sobre essa modulagdo. Resultados

semelhantes foram obtidos quando administramos dois inibidores seletivos de NOS;,
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1400W ou aminoguanidina, sugerindo-se uma participacdo dessa isoenzima nesse

fendmeno.

Corroborando esses achados, mostramos, em estudos anteriores, uma associagao
entre niveis elevados de nitrito (um produto da oxidacdo de NO) e o aumento da migracao
celular no lavado articular de animais submetidos a AZy (Rocha et al., 1999; Rocha et al.,
2002). Essa maior liberacdo de NO foi também associada a um aumento na expressdo de
NOSI na sindvia daqueles animais, particularmente nas células sinoviais, bem como em
neutrofilos e macrofagos presentes na sinovite, promovido pela administracdo intra-
articular de zymosan. Semelhante participacdao do NO foi observada em ratos submetidos a

administracdo intradérmica (i.d.) de zymosan (Greenacre et al., 2002).

Saliente-se ainda que a redu¢@o na concentracdo de zymosan administrado na
articulagdo dos animais, conforme mostrado nos resultados desse trabalho, ndo alterou o
efeito dos inibidores de NOS, sugerindo-se que esses compostos sao capazes de inibirem a
migracdo celular aguda no modelo de AZy, de forma independente da dose. Ainda, a
inducdo da artrite por zymosan com concentragdo a comumente padronizada se deveu a
possibilidade, aventada nos estudos com peritonite (Ajuebor et al., 1999), de que altas
concentragdes de zymosan promoveriam uma migragao celular exacerbada, de modo a
prejudicar a demonstracdo de uma potenciacdo desse fendmeno inflamatorio pela
administracdo de inibidores de NOS. Nossos dados, portanto, descartam essa possibilidade
e apontam para uma diferenca no efeito desses compostos na artrite induzida por zymosan.
Diante dos resultados obtidos, algumas possibilidades foram aventadas, a saber: diferenca
do estimulo inflamatorio, da espécie estudada e/ou das caracteristicas proprias do local

inflamado.

Com o intuito de elucidar essas hipoteses, submetemos camundongos a artrite
induzida por zymosan, além de utilizarmos LPS como um diferente estimulo inflamatorio
para a artrite. Os resultados obtidos demonstraram, a semelhanga do ocorrido na AZy em
ratos, que, em camundongos, a administragdo de inibidores de NOS promovia a inibi¢ao da

migracao celular. Associado a isso, na artrite induzida por LPS, os inibidores de NOS
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promoveram também uma inibicao significante da quimiotaxia de PMNs. Em conjunto, os
dados nos permitem sugerir que o efeito da inibicdo da NOS, provavelmente da NOSi, em
modelos de artrite, ¢ promover uma reducdo da migragdo celular aguda de forma

independente do estimulo e da espécie estudada.

Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos em cobaias pela co-
administracdo intradérmica de plasma ativado por zymosan e L-NAME, promovendo uma
inibicdo significativa da acumulagdo de polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos).
Além disso, houve uma reversao dessa inibi¢do quando um doador de NO, o nitroprussiato
de sodio, foi administrado (Faccioli et al., 1991; Teixeira et al., 1993). No modelo de artrite
induzida por antigeno em coelhos, observou-se uma reducdo do recrutamento de PMNs
pela administragao de L-NAME (Mello et al., 1997) e, ainda, na artrite induzida pela parede
de Streptococcus, a administracdo de L-NMMA inibiu o influxo celular para a cavidade
articular dos animais artriticos (McCartney-Francis et al., 1993). Ademais, a administracao
do composto L-NAME em ratos promoveu a diminui¢do da migracdo de eosinofilos no
modelo de pleurite provocado pela inje¢do de bradicinina, PAF, LPS ou carragenina

(Ferreira et al., 1996).

Essa reducdo da migragcdo celular observada quando a sintese de NO ¢
bloqueada, especialmente quando NOSi ¢ inibida, pode estar relacionada com a possivel
participagdo do NO na produgdo de quimiocinas CXC, como proteina inflamatdria de
macrofago-2 (MIP-2) e quimioatraente neutrofilico induzido por citocina (KC), cujas agdes
quimiotéxicas para PMNs ja estdo bem estabelecidas (Ajuebor et al., 1998; Haelens et al.,

1996; Rollins, 1997; Luster, 1998).

De fato, apesar das controvérsias, ha evidéncias na literatura de que o NO e o
GMPc agem como mediadores endogenos da quimiotaxia neutrofilica, conforme mostrado
em um estudo em que tanto inibidores de NOS (L-NMMA, L-NAME e L-canavanina)
quanto inibidor de guanilato ciclase (LY-83583) bloquearam a quimiotaxia de neutréfilos
induzida por fMLP (Armstrong, 2001). Associado a isso, a supressdo do efeito

vasodilatador do NO, pela administragdo de inibidores de NOS, pode promover uma
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vasoconstricao e, dessa forma, contribuir para uma reducao da migragdo celular. Entretanto,
essa possibilidade nos parece improvavel pelo fato da sindvia ser um tecido ricamente
irrigado, no qual, em situagdes inflamatdrias, hd vasodilatacdo e angiogénese, com essa
ultima sendo detectada a partir do 7° dia de artrite induzida por zymosan (Bezerra et al.,
2004), sugerindo-se a inexisténcia de déficit na irrigagdo desse tecido. Corroborando essa
idéia, em um estudo anterior, mostramos que a aminoguanidina, apesar de ndo alterar a
pressdo arterial dos animais, sugerindo ndo estar agindo sobre a NOS constitutiva,
promoveu uma reducdo no influxo celular na artrite por zymosan (Rocha et al., 2002).
Assim, considerando que uma vasoconstricdo significativa deveria levar a alteragdes da
resisténcia periférica e, portanto, da pressdo arterial dos animais, parece-nos improvavel
que esse fendmeno vasoconstritor, ainda que ocorra, tenha repercussdo fisiopatologica
significativa a ponto de ser responsavel pela redu¢do do influxo celular a sindvia inflamada

promovida pela inibi¢do de NOSi.

Conforme os resultados apresentados nesse trabalho, a administragdo dos
inibidores de NOS promoveram um aumento significante da migracdo celular aguda na
peritonite induzida por zymosan (PZy) em ratos, de forma dose-dependente. Ainda, esse
efeito foi também observado em camundongos submetidos a PZy e, quando administramos
LPS como estimulo inflamatoério, os resultados mostraram-se semelhantes aos obtidos com
o zymosan. Esses resultados concordam com dados obtidos anteriormente no modelo de
peritonite induzida por LPS, na sepse por lesdo intestinal ou ainda pela administragao
intraperitoneal de Staphylococcus aureus (Tavares-Murta et al., 1998; Benjamim et al.,
2000; Crosara-Alberto et al., 2002). Corroborando esses achados, foi mostrado ainda um
aumento significativo da migragdo neutrofilica em animais pré-tratados com Nitro (50
mg/kg; s.c.) ou aminoguanidina (50 mg/kg; s.c.) submetidos a peritonite por carragenina
(30 pg/1 mL) ou por LPS (20 ng/lmL), com a administragdo de L-arginina (500 mg/kg)
revertendo aquele aumento (Secco et al., 2003). Em conjunto, nossos resultados mostram
que a variagdo do local inflamatdrio, mas ndo da espécie ou do estimulo empregado, ¢ um
determinante na modulagdo exercida pelo NO sobre a migracdo de PMNs nas articulagdes e

na cavidade peritoneal.
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Estudos em animais geneticamente manipulados (knock out) para NOSi, em
diferentes modelos experimentais, mostraram um aumento no recrutamento leucocitario
para o sitio inflamatério, quando comparado aos animais selvagens, sugerindo a
participagdo do NO sintetizado por aquela enzima na redu¢do da migracdo celular em
modelos experimentais (Secco et al., 2003; Hickey et al., 1997; Benjamim et al., 2002).
Entretanto, foi demonstrada, em animais “knock out” para NOSi submetidos a peritonite
induzida por zymosan (0,2 mg), uma diminui¢do significativa do influxo celular no lavado
peritoneal daqueles animais (Ajuebor et al., 1998). Os autores associaram essa supressao do
influxo aos baixos niveis de MIP-2 e IL-10 detectados no lavado peritoneal dos animais.
Sugeriram ainda que, apesar da IL-10 suprimir a infiltracdo de PMNs as areas inflamadas
(Mosmann, 1994; Cassatella et al., 1993; Perretti et al., 1995; Hasko et al., 1998), a
modulacdo de sua producdo pela NOSi ndo se mostrou tdo relevante, nas condig¢des
experimentais utilizadas, a ponto de interferir significativamente na migragao celular. Essa
aparente discrepancia do NO sobre a migragdo celular aguda apresentada em nossos
experimentos pode refletir as diferentes agcdes que o NO exerce sobre a quimiotaxia
neutrofilica, conforme descrito na literatura. De fato, estudos in vitro mostraram uma
diminui¢do da quimiotaxia mediada pelo fMLP, quando um inibidor de NOS (L-NMMA)
foi utilizado (Kaplan et al., 1989), bem como uma inducdo da quimiotaxia neutrofilica na
presenca de NO exogeno (Beauvais et al., 1995). Contrapondo-se a esses estudos, foi
sugerido que o NO ou compostos doadores ¢ capaz de inibir aspectos da ativagdo
neutrofilica, incluindo a quimiotaxia (Clancy et al., 1992). Dessa forma, existe a
possibilidade de que variagdes nas concentragdes de NO sejam capazes de alterar o seu
efeito sobre a quimiotaxia de neutrofilos, uma vez que ha estudos sugerindo que baixas
concentragdes de NO promoveriam a migracdo neutrofilica, ao passo que altas
concentragdes a inibiriam (Wanikiat et al., 1997; Van Uftlelen et al., 1996). No presente
estudo, essa possibilidade nos parece remota, uma vez que, na artrite induzida por zymosan,
a reducao da concentracao dos inibidores de NOS reproduziu os resultados obtidos com as

maiores concentragdes ou ndo os alterou, sugerindo-se um efeito dose-dependente.

Entre os diversos mediadores lipidicos envolvidos na migracao celular aguda, o

leucotrieno B4 (LTB4) tem sido implicado nos fendmenos de quimiotaxia, particularmente
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para polimorfonucleares. Em estudos anteriores, nosso grupo, além de outros autores,
demonstrou um aumento na liberagao de LTB4 em modelos de artrite, bem como inibi¢ao
da migra¢do de PMNs pela administracdo de antagonistas ou inibidores da sintese de LTB4
(Rocha et al., 1996; Oliveira et al., 1997; Crooks e Stockley, 1998; Rocha et al., 2004). In
vitro, em leucoécitos do sangue periférico de portadores de artrite reumatodide, demonstrou-
se a inibicdo da expressdao das moléculas de adesao CD11b/CD18 apds a administragdo oral
de um antagonista de LTB,4 (Alten et al.,, 2004). Com o intuito de se demonstrar um
possivel efeito modulador do NO sobre a liberagdo de leucotrienos, determinamos os niveis
de LTB4 na articulagdo e na cavidade peritoneal dos animais. Reproduzindo achados
anteriores, obtivemos aumento nos niveis de LTB4 tanto na artrite quanto na peritonite por
zymosan. Entretanto, a administragdo dos inibidores de NOS ndo alterou esses niveis,
independentemente do local inflamado, sugerindo que a participagdo do NO no processo de
migracdo celular aguda nos modelos de artrite ou peritonite induzida por zymosan parece

ser independente da liberagdo de LTB4 em nivel local.

Além da atuacdo do NO sobre a quimiotaxia de neutréfilos, varios sdo os
possiveis mecanismos responsaveis pela inibi¢do da migragdo celular mediada por aquele
radical. Dentre esses, encontra-se o envolvimento do NO na inibi¢do do rolamento ¢ da
adesdo neutrofilica ao endotélio (Secco et al., 2003), assim como da transmigragao
leucocitaria (Grisham et al., 1998). Refor¢ando essa idéia, estudos demonstraram um rapido
aumento no rolamento e na adesdo leucocitdria em vénulas pods-capilares nao inflamadas,
quando se inibiu a producdo de NO endogeno (Davenpeck et al., 1994; Kubes et al., 1991),
com a reversao do processo pela administragao de L-arginina ou de doadores de NO (Kubes
e Granger, 1992). Tem sido proposta ainda, como outro possivel mecanismo de agdo, uma
diminui¢do na expressdo de moléculas de adesdo (V-CAM-1, E-selectina e P-selectina)
mediada pelo NO. Essa diminui¢do ocorreria através da atua¢ao do NO sobre a liberacao de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-8) ou a ativagdo de NF-«B, promovendo a
inibi¢do desses dois processos (Gauthier et al., 1994; De Caterina et al., 1995; Khan et al.,
1996; Hickey et al., 1997). De fato, tem sido mostrado que inibidores de NOS aumentam,
enquanto que doadores de NO diminuem, a expressio de moléculas de adesdo

CD11b/CD18, L-, P-, E-selectinas, ICAM-1 ¢ VCAM-1 (Lefer e Lefer, 1996; Spiecker et
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al., 1998; Gauthier et al., 1994; Armstead et al., 1997; Sato et al., 1999; Pruefer et al.,
1999).

Com relacdo a NF-kB, esse fator nuclear ¢ tido como um dos principais fatores
de transcricdo na resposta inflamatdria, estando envolvido na expressdo de moléculas de
adesdo e de citocinas pro-inflamatorias (Baeuerle e Henkel, 1994). Sua relagdo com o NO
estd associada com o fato de que ele inibe a sua ativacdo através da indugdo e estabilizacao
de IkB-a, uma proteina reguladora que inibe a translocacdo de NF-«kB para o nucleo (Peng
et al., 1995). Dessa forma, o NO pode impedir a expressdo de moléculas de adesdo e de

mediadores inflamatorios, interferindo assim no processo de migracao celular.

Associado a esses possiveis mecanismos, sugere-se ainda que o NO pode agir
como um antioxidante, induzindo proteinas protetoras (ferritina, hemeoxigenase e
superoxido dismutase) contra o estresse oxidativo, uma condicdo ativadora de NF-«kB e
promotora de injaria tecidual (Kim et al., 1995; Nunoshiba et al., 1993). Além disso, o NO
pode reagir com o anion superoxido (O;’), impedindo a formacdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,), composto envolvido na adesdo leucocitaria por promover a expressao
de moléculas de adesdo através da ativagdo de NF-kB ou pela formagdo de PAF

(Benjamim, 2001).

Por fim, a evidéncia de que o NO modula a fun¢do do citoesqueleto (estrutura
essencial para leucdcitos ativados realizarem a adesdo, migracdo, fagocitose e
degranulacdo), através da regulacdo da polimerizacao e despolimerizagdao da actina, pode
contribuir para a redu¢do na infiltragdo celular mediada por aquele radical (Downey, 1994).
De fato, estudos mostraram que o NO exogeno inibiu a polimerizacdo da actina em
neutr6filos humanos, reduzindo a sua habilidade em aderir a fibronectina (Sato et al., 1999;
Clancy et al., 1995). Ainda, foi mostrada uma diminui¢do no nimero de projecdes de
microvilos na superficie celular e uma reducdo na capacidade leucocitdria em iniciar
interagdes com P e E-selectinas no rolamento, quando houve uma interrup¢do no

citoesqueleto leucocitario (Finger et al., 1996).
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Diante do exposto, decidimos investigar o papel de moléculas de adesdo
endotelial sobre a modulagao exercida pelo NO no influxo celular naqueles modelos
experimentais. Para tanto, utilizamos animais “knock out” para ICAM-1 (ICAM-1"), um
ligante de superficie endotelial que contribui para a adesdo leucocitaria ao endotélio
vascular (Diamond et al., 1990; Marlin e Springer, 1987). Os resultados mostraram uma
reducdo do influxo celular ao sitio inflamatorio nos animais ICAM-17" submetidos a AZy
ou PZy, quando comparado aos animais selvagens. Essa redugdo sé alcancou significancia
estatistica nos animais submetidos a artrite. Esse resultado pode indicar uma maior
participagdo de ICAM-1 na modulagdo da migragdo leucocitaria na sindvia, quando

comparado ao peritoneo.

A administracdo do inibidor ndo seletivo de NOS, Nitro-L-arginina (Nitro),
promoveu uma redu¢do no influxo celular na artrite por zymosan, tanto nos animais
selvagens quanto naqueles ICAM-17". Entretanto, a administragio de Nitro ndo modificou o
influxo celular nos animais ICAM-1"" submetidos & peritonite por zymosan, diferentemente
ao aumento observado quando se administrou Nitro-L-arginina em animais selvagens
submetidos a peritonite por zymosan. Como exposto acima, ICAM-1 ¢ tido como uma
molécula presente na superficie endotelial que participa do processo de adesdo de
neutréfilos, macrofagos e linfocitos ao endotélio (Diamond et al., 1990; Marlin e Springer,
1987) e que cuja expressdo parece estar diminuida na presenca de NO (Lefer e Lefer,
1999). Em conjunto, os nossos resultados obtidos com os animais geneticamente
manipulados mostram a participacdo de ICAM-1 na modulagdo do influxo celular na
cavidade articular e peritoneal. Ainda, a diferenca do efeito dos inibidores de NOS sobre o
influxo celular em ambas as cavidades, promovendo aumento da migra¢do no peritdneo
estd associado a modulagdo da expressao dessa molécula de adesdo pelo NO produzido a

partir da ativagdo de NOSi.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nos modelos de artrite e peritonite animais

apresentados nesse trabalho, concluimos:

- O oxido nitrico (NO), particularmente o produzido pela 6xido nitrico sintase
induzivel (NOSi), modula a migra¢do celular aguda de forma dependente do sitio

inflamatorio, mas independente do estimulo, da espécie e da via de administragao;

- A modulagdo mediada pelo NO envolve a participagdo de células residentes

e/ou migradas nos modelos experimentais de artrite e peritonite;

- Em ambos os modelos animais, o0 NO modula essa migra¢do por uma via

independente da liberagao de leucotrieno B4 (LTBy4);

- A molécula de adesdo intercelular ICAM-1 participa da migrag¢do celular nos

modelos experimentais estudados, principalmente no modelo de artrite;

- No modelo de peritonite induzida por zymosan (PZy), o NO age sobre a

migracgdo celular através de uma via dependente de [CAM-1.
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