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RESUMO

INIBICGAO DA MIGRAGAO DE NEUTROFILOS E DA HIPERNOCICEPGAO PELO PRE-
CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO: PARTICIPAGAO DA VIA L-ARGININA-NO-GMPc-
CANAIS K'arp. MARCUS VINICIUS PONTE DE SOUZA FILHO. Pés-Graduacgdo Stricto Sensu,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Doutor
em Cirurgia). ABRIL, 2011. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

A lesdo de reperfusdo (LR) ocorre quando ha retardo do restabelecimento do fluxo sanguineo para
orgaos e tecidos. Dentre as estratégias propostas para atenuar a LR esta o pré-condicionamento
isquémico (PCI), que consiste na indugdo de curtos periodos de isquemia seguidos de reperfusao
realizados antes da isquemia prolongada. Na primeira parte deste trabalho, o objetivo do estudo foi
avaliar a participacdo do Oxido Nitrico (NO), guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e canais de
potassio sensiveis a ATP (K'arp) no efeito inibitério do PCl da pata posterior na migracdo de
neutréfilos (MN) para cavidade peritoneal de camundongos. Na segunda parte, o objetivo foi avaliar o
potencial antinociceptivo sistémico do PCI no teste de hipernocicepgéo plantar mecéanico (HPM; Von
Frey) em ratos, bem como avaliar o envolvimento do NO, GMPc e canais K'atp neste evento. Na
primeira parte, o PCI foi induzido através da isquemia da pata posterior direita por 10 min seguidos de
30 min de reperfusdo em camundongos selvagens e com delegdo génica da NO sintase induzivel
(NOSi -/-). O rolamento de leucécitos (RL), adesdo de leucdcitos (AL), bem como a MN foram
induzidos através da administragdo ip de Carragenina (Cg, 500ug/cavidade), sendo os resultados
expressos em numero de leucocitos/min, nimero de células aderidas/1 OOp.mZ, e numero de
neutrdfilos x 10%/cavidade, respectivamente. Diferentes grupos de animais foram tratados com salina,
Aminoguanidina (AG, sc, 100mg/kg), ODQ (ip, 8umol/kg) ou Glibenclamida (GBC, sc, 20mg/kg) 30
min antes da indugdo do PCI. Os controles receberam o mesmo tratamento, porém sem PCI. Na
segunda parte, o PCI foi induzido através da isquemia da pata posterior direita de ratos machos
Wistar (180-200g) por 10 min seguidos de 30 min de reperfusdo. Cg (300ug, intraplantar) ou
Prostaglandina E, (PGE, — 400 ng, intraplantar) foram utilizadas como estimulo hipernociceptivo na
pata esquerda imediatamente apds a indugdo do PCIl na pata contralateral. Diferentes grupos de
animais foram tratados 30 min antes da indugdo do PCI com AG (100mg/kg, sc), LNMMA (50ng,
intraplantar), ODQ (8ug, intraplantar) ou GBC (160ng, intraplantar). Os controles receberam os
mesmos tratamentos, porém sem PCI. A quantificagdo da HPM foi realizada através da subtragdo da
forca /pressdo (g) necessaria para provocar a retirada da pata em contato com o aparelho de von
Frey eletrbnico mensurada antes do estimulo hipernociceptivo, pela medida obtida 3h apds a
administragdo do estimulo. O RL, AL e MN induzidos por Cg na cavidade peritoneal foram
significativamente (p<0,01) inibidos pelo PCI da pata posterior dos animais selvagens (RL= 75,94%,
AL= 56,51%, MN= 79,01%), o mesmo nao sendo observado nos animais NOSi -/-. O tratamento dos
animais selvagens com AG e ODQ, mas ndo com GBC, anularam o efeito inibitério do PCI sobre a
MN induzida por Cg. O tratamento dos animais com AG, ODQ ou GBC n&o alterou significativamente
a MN induzida por Cg na cavidade peritoneal. Observou-se ainda que o PCI nao alterou os niveis de
TNF-a, IL1-B e quimiocina CXCL1 induzidos por Cg na cavidade peritoneal. A hipernocicepgao
mecanica induzida por Cg ou PGE, na pata posterior esquerda foi reduzida significativamente
(p<0,01) quando se realizou o PCI na pata direita (55% e 68%), sendo o efeito antinociceptivo do PCI
anulado quando os animais foram tratados com AG, LNMMA, ODQ ou GBC antes do PCIl. O
tratamento dos animais com AG, LNMMA, ODQ ou GBC n&o alterou significativamente a
hipernocicepgéo induzida pelos estimulos nociceptivos. Nossos resultados demonstram que o PCI
apresenta um efeito inibitério na MN a distancia, sendo o NO um importante mediador envolvido neste
processo, provavelmente através da via GMPc. Este efeito inibitério do PCI parece ndo depender da
abertura de canais K ap, nem da inibicdo da sintese e/ou liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. O
esclarecimento do mecanismo através do qual o PCIl inibe a MN podera trazer importantes
contribuicdes em situagdes clinicas onde a infiltragcdo neutrofilica constitui um fator complicador. O
PCIl apresenta ainda um potente efeito inibidor na dor inflamatéria, parecendo ser o NO um
importante mediador envolvido neste efeito protetor do PCI, atuando através da via GMPc / canais
K'atp. Esta é a primeira demonstracdo descrita na literatura do efeito antinociceptivo sistémico do
PCI, sendo o esclarecimento dos mecanismos envolvidos neste processo fundamental para manuseio
da dor induzida pelos mais diversos estimulos.

Descritores: Infiltragdo de Neutréfilos. Precondicionamento Isquémico. Inflamagéo. Medigdo da Dor.
Oxido Nitrico. Analgesia.
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ABSTRACT

REMOTE ISCHEMIC PRECONDITIONING INHIBITS NEUTROPHIL MIGRATION AND
HYPERNOCICEPTION: ROLE OF NO-cGMP-K+ATP CHANNEL PATHWAY. MARCUS VINICIUS
PONTE DE SOUZA FILHO. Stricto Sensu Post-Graduation, Department of Surgery, Faculty of
Medicine, Federal University of Ceara (Surgery PhD). APRIL, 2011. Advisor: Prof. Dr. Ronaldo de
Albuquerque Ribeiro.

The reperfusion injury (RI) occurs when there is delay in restoring blood flow to organs and tissues.
Among the strategies proposed to attenuate the RI is the ischemic preconditioning (IPC), which
consists of induction of brief ischemic periods followed by reperfusion performed before the sustained
ischemic insult. In the first part, this study aimed to evaluate the role of nitric oxide (NO), cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) and ATP-sensitive potassium channels (K arp) in the inhibitory
effect of hind limb IPC on the mice peritoneal cavity neutrophil migration (NM). In the second part, the
objective was to evaluate the potential systemic antinociceptive effect of IPC in mechanical plantar
hypernociception test (MPH; Von Frey) in rats and to evaluate the involvement of NO, cGMP and
K*ate channels in this event. In the first part, the IPC was induced by hind limb ischemia for 10 min
followed by 30 min of reperfusion in wild and knockout mice to inducible NO synthase (iNOS -/-). The
leukocyte rolling (LR), leukocyte adhesion (LA) and NM were induced by ip administration of
Carrageenan (Cg, 500 pg/cavity) and results expressed in number of leukocytes/min, number of
adherent leukocytes/100 pm? cells and number of neutrophils x 10%cavity, respectively. Different
groups of animals were treated with saline (SAL), Aminoguanidine (AG, sc, 100mg/kg), ODQ (ip, 8
umol/kg) or Glibenclamide (GBC, sc, 20 mg/kg) 30 min before IPC induction. Controls received the
same treatment, but without IPC. In the second part, the IPC was induced by hind limb ischemia for 10
min followed by 30 min of reperfusion in male Wistar rats (180-200g). Cg (300 ng, intraplantar) or
Prostaglandin E, (PGE, - 400 ng, intraplantar) were used as hypernociceptive stimulus on left paw
immediately after induction of IPC in contralateral paw. Different groups of animals were treated 30
min before induction of IPC with AG (100 ug/kg, intraplantar), LNMMA (50 pg, intraplantar), ODQ (8
ug, intraplantar) or GBC (160 pg, intraplantar). Controls received the same treatments, but without
IPC. The quantification of MPH was performed through subtraction strength/pressure (g) required to
cause withdrawal of paw in contact with an apparatus of eletronic von Frey mensuread before
hypernociceptive stimulus, by measure obtained 3h after administration of Cg or PGE2. The LR, LA
and NM induced by Cg in the peritoneal cavity were significantly (p <0,01) inhibited by hind limb IPC of
wild animals (LR= 75.94%, LA= 56.51%, NM= 79.01 %), but these effects were not observed in
animals iNOS -/-. The treatment of wild animals with AG and ODQ, but not with GBC, abrogated the
inhibitory effect of IPC on NM induced by Cg. Treatment of animals with AG, GBC or ODQ did not
significantly alter the NM induced by Cg in the peritoneal cavity. We also observed that IPC did not
alter the TNF-a, IL1-p and CXCL1 chemokine levels induced by Cg in the peritoneal cavity. The
mechanical hypernociception induced by Cg or PGE2 in left hind paw was significantly reduced (p
<0,01) when IPC was performed in the right paw (55% and 68%). The treatment of animals with AG,
LNMMA, ODQ or GBC, before IPC, abrogated the antinociceptive effect of IPC. Treatment of animals
with AG, LNMMA, ODQ or GBC did not significantly alter the hypernociception induced by noxious
stimulation. Our results show that IPC has an inhibitory effect on remote NM, with NO an important
mediator involved in this process, probably through the cGMP pathway. This inhibitory effect of IPC
does not depend on the opening of K'are channels, or inhibition of synthesis and/or release of pro-
inflammatory cytokines. The elucidation of the mechanism by which IPC inhibits the NM may make
important contributions to clinical situations where neutrophil infiltration is a complicating factor. The
IPC also has a potent inhibitory effect on inflammatory pain, with NO seems to be one important
mediator involved in this protective effect of IPC, acting through the cGMP/K"arp channel pathway.
This is the first demonstration described in the literature of systemic antinociceptive effect of IPC, and
the elucidation of the mechanisms involved in this process is fundamental for pain management
induced by several inflammatory stimuli.

Key-words: Neutrophil Infiltration. Ischemic Preconditioning. Inflammation. Pain Measurement. Nitric
Oxide. Analgesia.
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ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one
PBS: Tampéao salina-fosfato

PCI: Pré-condicionamento isquémico



PCI-r: Pré-condicionamento isquémico remoto
PGE;: Prostaglandina E,
SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilamina

TNF: Fator de necrose tumoral

15



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

1 INTRODUGAO. ...t 21
1.1 Pré-condicionamento iSQUEMICO.........ccoeveiiieiieiiiiiie e 21
1.2 Vias envolvidas no pré-condicionamento isquémico remoto................... 28

1.3 Participagado do pré-condicionamento isquémico remoto no processo

(1011 P=10 7= 1 0o 4 Lo TUURUR TP 30
1.4 Recrutamento de NEULIOFIlOS. ... .c.oee e e 31
1.5 Mecanismos envolvidos no recrutamento de neutrofilos........oceveeeennee.. 33

1.6 Participagdo da via L-Arginina-NO-GMPc no recrutamento de

NEULTOTIlOS ... 36

1.7 Dor inflamatoria..........cceeeee e 39
1.8 Mecanismos envolvidos na dor inflamatéria..............ccccoi, 42
1.9 Participagao da via L-Arginina-NO-GMPc na dor inflamatéria................. 46
2 OBUJETIVOS. ...ttt e e e e 50
3 METODO ... oottt 51
3.1 ANIMI@IS. ..t 51
B 02 I o To - 1 SRR 52
3.3 Preparo de Solugdes € Corantes...........uuuueeiiiiiiiiiiiiiii e, 52

3.4 Modelos Experimentais. ..o 53

16



3.4.1 Inducdo do Pré-condicionamento Isquémico na pata posterior de rato.. 53

3.4.2 Inducdo do Pré-condicionamento Isquémico na pata posterior de

Lo7=1 0 018 a o [0] oV o -5 56
3.4.3 Migrac&o de neutrofilos iN VIVO ..o 57
3.4.4 Microscopia Intravital............oooeeiiiiiiiiiii e 58
3.4.5 Quantificagdo de TNF-o, IL-1B € KC.....oooiiiiiiiiiiee e 59

3.4.6 Hipernocicepgdo mecanica em patas de ratos: Teste de Presséo
Crescente na Pata (von Frey eletroniCo)..........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiee 60
3.5 Protocolos EXPerimentais. ........ccouvuiiiiiiiiiiiiiiiiirsrsri e 62
3.5.1 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na
migracado de neutrdéfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina
€M CAMUNAONGOS. .....eeeetiiiitiiiiii e s er e e s e aseaeaa s e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaeeeeeeeaeesaeeeesssnnsnnnes 63
3.5.2 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragening €m CamMUNAONGOS. .. ...uuieeieeeeeeeeeeaeeeeeeaeaaaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnnennnnnnnnnns 63
3.5.3 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragening €m CamMUNAONGOS. .. .uuuuieeeeeereeeeeeaeeeeeaaeaeaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnnennnnnnnnnns 64
3.5.4 Papel dos canais de K'atp no efeito do Pré-condicionamento
Isquémico da pata posterior na migracdo de neutrofilos para cavidade
peritoneal induzida por carragenina em camundongos............ccoevvvveeereeeenennns 64
3.5.5 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
sintese e/ou liberagdo de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1p e KC)
induzidas por carragenina na cavidade peritoneal...............ccccoiiiiiiiiiiiiiiinnns 65

3.5.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre o

17



rolamento, adesdo leucocitaria ao endotélio venular e migracdo de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em
camundongos selvagens € NOSi-/-..........uuuiiiiiiiiiiii i, 65
3.5.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a

hipernocicepgdo mecanica induzida pela carragenina na pata contralateral

3.5.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a

hipernocicepgdo mecéanica induzida pela PGE;, na pata contralateral de

3.5.9 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢gao mecénica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos..........oouiiiiiiiiiiiii e 68
3.5.10 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢gao mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos..........oouiiiiiiiiiiiii e 69
3.5.11 Papel dos canais de K'atp no efeito do Pré-condicionamento

Isquémico da pata posterior sobre a hipernocicep¢do mecanica induzida

pela PGE; na pata contralateral de ratos.............cooceeiiiiiiiiiiii e, 70
3.6 ANAlise eStatistiCa.......cccuuiiii i 71
4 RESULTADOS. ...ttt ettt e e e et e e nae e e eneeeeneeeens 72
4.1 Protocolo de Pré-condicionamento Isquémico em camundongos............. 72

4.2 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na migragéo
de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em
[o7=1 14101 g o (0] oo [0 1= TP PP POUPTPPPPOUPPPPIN 73

4.3 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata

18



posterior na migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina em CamMUNAONGOS. ... ...ccuuuuiiieeeeeeiiiieeeeeeeeeetee e e e e e s eeaaaa e aaaeeeasanes
4.4 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragening €m CamMUNAONGOS. .......uuuuuuuireriaaeaaraaaaaiiereeeereeeeeeaeeaas e eeeeeeeeens
4.5 Papel dos canais de K atp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico
da pata posterior na migragcdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal
induzida por carragenina em CamuNdONGOS........c.covviiruurruiririieeaae e e e
4.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre o
rolamento, adesdo leucocitaria ao endotélio venular e migracdo de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em
camundongos selvagens € NOSi-/-........coociiiiiiieeee e
4.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
sintese e/ou liberacdo de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-18 e KC)
induzidas por carragenina na cavidade peritoneal...............ccccoeviiiiiiiiieiiiieenns
4.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
hipernocicep¢do mecanica induzida pela carragenina na pata contralateral
(o C = 1 (o J PP PPPPPPP
4.9 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a

hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela PGE, na pata contralateral de

4.10 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢gao mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratoS...... oo

4.11 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata

75

76

77

80

82

82

83

19



posterior sobre a hipernocicep¢ao mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos.........oouuiiiiiiiiiiii e 84
412 Papel dos canais de K'atp no efeito do Pré-condicionamento

Isquémico da pata posterior sobre a hipernocicepgdo mecéanica induzida

pela PGE; na pata contralateral de ratos............ccooooveeieeeicceiecieeeee e, 85
5 DISCUSSAOD. ..., 87
6 CONCLUSOES.........coooioee e, 89
7 REFERENCIAS ..., 90

ANEXOS ... 128

20



21

1 INTRODUGAO

1.1 Pré-condicionamento isquémico

O pré-condicionamento isquémico (PCI) foi descoberto em 1986 como um
mecanismo protetor endégeno contra a isquemia (MURRY; JENNINGS; REIMER,
1986). O PCI exerce um efeito anti-infarto muito potente, e acredita-se que o
conhecimento e a manipulagdo dos mecanismos que ocorrem neste fendbmeno
possam levar ao desenvolvimento de uma terapia anti-infarto eficaz (COHEN;
BAINES; DOWNEY, 2000).

O PCI foi descrito pela primeira vez por Murry, Jennings e Reimer (1986).
Caes anestesiados foram submetidos a quatro periodos de 5 minutos sequenciais
de isquemia miocardica regional, cada um seguido de 5 minutos de reperfusao,
antes de um desafio isquémico sustentado de 40 minutos. Paradoxalmente foi
verificado que os breves periodos de isquemia, os quais foram breves demais para
causar necrose, reduziram de forma importante o infarto gerado durante a oclusao
sustentada subsequente, dos esperados 30% da regido afetada para somente 7%. A
protecédo nao foi relacionada a alteracdes no fluxo colateral e persistia mesmo com o
aumento do periodo de isquemia sustentada. Esta foi a primeira intervencao, depois
da revascularizacdo, que limitou de forma inequivoca o infarto do miocardio e
consequentemente vem sendo objeto de importante interesse clinico e cientifico.

O efeito protetor do PCI sobre a lesdo de isquemia-reperfusdo miocardica
foi demonstrado em todas as outras espécies testadas, incluindo ratos (LIU;
DOWNEY, 1992), coelhos (LIU et al., 1991), porcos (VAHLHAUS et al., 1996) e
camundongos (SMITH et al., 2002). Por questbes éticas ndao é possivel testar
diretamente se o PCIl é eficaz em coragbes humanos. Entretanto, Speechly-Dick,
Grover e Yellon (1995) demonstraram, em modelo in vitro de isquemia de células
atriais humanas, que periodos prévios de pré-condicionamento hipoxico foram
capazes de melhorar a recuperagao funcional das células atriais humanas in vitro
submetidas a um periodo extenso de hipoxia. Diversas abordagens tém sido
descritas para tentar demonstrar o efeito do PCl no coracdo humano intacto,
entretando os resultados sdo conflitantes e controversos, além de muitas vezes
apresentarem limitagdes metodologicas.

Antelmi et al. (1996) relatam uma melhor evolugao clinica no grupo de

pacientes que apresentaram angina antes do infarto do miocardio quando
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comparado ao grupo de pacientes sem angina prévia, podendo este fato ser
explicado, pelo menos em parte, pelo fendbmeno de PCI, uma vez que a incidéncia
de circulagao colateral nos dois grupos foi semelhante.

Outra evidéncia clinica do PCI foi descrita por Maybaum et al. (1996) que
demonstraram que testes repetitivos de exercicios foram capazes de melhorar os
parametros isquémicos miocardicos induzidos por um teste de exercicio
subsequente.

Entretanto, Perrault et al. (1996) ndo conseguiram demonstrar a melhora
da cardioprotecao induzida pela cardioplegia com a realizagao do PCI através do
clampeamento da aorta ascendente por 3 minutos, seguidos por 2 minutos de
reperfusdo, quando realizado antes do inicio da cardioplegia.

Ghosh e Galifianes (2003) estudaram o efeito do PCI na protegcao do
tecido miocardico lesado, em pacientes submetidos a realizacdo de ponte de artéria
coronaria com ou sem ponte cardiopulmonar, e verificaram que o PCI induzido antes
do procedimento com um ciclo de 5 minutos de isquemia seguido por 5 minutos de
reperfusdo foi protetor nos pacientes que realizaram o procedimento sem ponte
cardiopulmonar. Entretanto ndo ofereceu beneficio adicional quando associado a
ponte, uma vez que a ponte cardiopulmonar por si induz pré-condicionamento.

A protecao proporcionada pelo PCIl sobre a les&o isquémica prolongada
foi demonstrada em outros 6rgéos e sistemas, como cérebro, retina, figado, pulméao,
rim, pancreas, intestino, estbmago e musculatura esquelética (FRASSETTO et al.,
1999; ZHANG et al., 2002; RUDIGER et al., 2002; SONCUL; OZ; KALAYCIOGLU,
1999; TORRAS et al., 2002; DEMBINSKI et al., 2003; UNAL et al., 2003; PAJDO et
al., 2001; SAITO et al., 2004).

Frassetto et al. (1999), utilizando um modelo de isquemia cerebral em
ratos, relataram que o PCI com 2 minutos foi capaz de diminuir de forma significativa
0 estresse oxidativo periférico induzido por uma isquemia cerebral global de 10
minutos. Masada et al. (2001) observaram que o PCl com a oclusao temporaria da
artéria cerebral média por 15 minutos foi capaz de atenuar significativamente o
edema e o infarto cerebral, o déficit neuroléogico e a ruptura da barreira
hematoencefalica que ocorreram 24 horas apds a oclusdo permanente da artéria
cerebral média de ratos.

Zhang et al. (2002) demonstraram que o PCI reduz a lesao isquémica das

células da retina em modelo de isquemia retiniana em ratos com o aumento da
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pessao intraocular acima da pessao arterial sistdlica, sendo este efeito, pelo menos
em parte, devido a atenuagao da morte celular por apoptose.

Rudiger et al. (2002) induziram PCIl em figado de camundongos com 10
minutos de isquemia seguidos de 15 minutos de reperfusdo antes da realizagdo de
uma isquemia hepatica prolongada de 75 minutos, observando uma melhora
significativa dos parémetros de lesédo hepatica.

Em modelo de pulm&o isolado de cobaias, Soncul, Oz e Kalaycioglu
(1999) observaram um efeito protetor do PCI, induzido por dois ciclos de 5 minutos
de isquemia seguidos por 5 minutos de reperfusdo, na lesdo de isquemia-reperfusao
pulmonar 30 minutos apds uma isquemia de 3 horas.

Torras et al. (2002) utilizando diversos protocolos de PCIl renal
observaram que um ciclo de 15 minutos de isquemia seguidos de 10 minutos de
reperfuséo foi o mais eficaz em promover tanto protegcéo funcional quanto histoldgica
sobre a lesdao de reperfusdo induzida por 40 minutos de clampeamento dos
pediculos renais de ratos.

No pancreas o efeito do PCI foi testado no modelo de pancreatite induzida
por isquemia-reperfusdo. Dembinski et al. (2003) relataram uma diminuicdo dos
niveis plasmaticos de lipase e Interleucina (IL) 1 beta, bem como dos sinais
histologicos de lesdo pancreatica nos ratos submetidos a PCl, com 2 periodos de 5
minutos de clampeamento da artéria celiaca com intervalo de 5 minutos, antes da
inducdo da pancreatite com clampeamento de 30 minutos da artéria esplénica
seguidos por 1 hora de reperfusao.

Unal et al. (2003) demonstraram que a lesao de reperfusdo intestinal que
ocorre ap6s 40 minutos de oclusdao da artéria mesentérica superior seguida de 60
minutos de reperfusdo é significativamente atenuada com a realizagao prévia de 2
ciclos de 5 minutos de isquemia seguidos por 5 minutos de reperfusdo. Nesta
situacdo, os valores de mieloperoxidase e malondialdeido encontram-se
significativamente diminuidos, bem como as alteragdes histolégicas de lesdo de
mucosa e o numero de células apoptéticas na mucosa intestinal dos ratos.

Em estdbmagos, a oclusédo da artéria celiaca por 5 minutos (1-5 episodios)
com 30 minutos de reperfusédo foi capaz de atenuar significativamente as lesées
gastricas que ocorriam apdés 30 minutos de isquemia e 3 horas de reperfusao
(PAJDO et al., 2001).
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Para demonstrar o efeito protetor do PCI na musculatura esquelética Saito
et al. (2004) avaliaram os niveis de mieloperoxidade no musculo gastrocnémico bem
como a oxigenagao tecidual por espectroscopia com luz préxima ao infravermelho
apos teste de exercicio, e observaram uma melhora significativa das alteragbes
induzidas pelo clampeamento infra-renal da aorta abdominal quando os ratos eram
submetidos a PCI.

Na pratica clinica o PCI esta sendo objeto de estudo em diversas areas,
principalmente naquelas situagdes onde é obrigatério o estabelecimento de um
periodo isquémico como no caso de transplante de orgdos e tecidos
(KOSIERADZKI, 2002), bem como nos casos onde o estabelecimento de um periodo
isquémico pode aumentar a eficacia de um procedimento. Assim, Clavien et al.
(2003) realizaram um estudo prospectivo randomizado com 100 pacientes
submetidos a ressecgéo hepatica alargada (maior que uma bissegmentectomia) com
ou sem PCl e observaram que o0s niveis séricos das transaminases foram
significativamente menores nos pacientes submetidos a PCI com 10 minutos de
isquemia hepatica seguidos de 10 minutos de reperfusdo realizado antes da
oclusao do fluxo hepatico para realizacdo das ressec¢des hepaticas.

O PCI apresenta tanto um efeito protetor precoce quanto tardio, cuja
importancia de cada um deles varia de acordo com a espécie e orgao estudado
(NAPOLI; PINTO; CIRINO, 2000).

Em geral o PCI precoce ocorre imediatamente e é mais potente que o
tardio. Esse se inicia 24 horas ap6s a isquemia, € mais duradouro e depende da
sintese de novas substancias (COHEN; BAINES; DOWNEY, 2000). Varios
mediadores envolvidos no efeito protetor do PCI precoce também estdo presentes
no PCI tardio e, embora o exato mecanismo dos dois componentes ainda nao esteja
claro, o PCI pode ser definido como um processo fisiopatologico multifatorial,
necessitando da interacdo de numerosos mecanismos de sinalizacdo celular,
segundo mensageiros e efetor final (NAPOLI; PINTO; CIRINO, 2000).

Os principais iniciadores propostos para o fendmeno de PCIl sao
adenosina, opiodides, bradicinina e radicais livres, os quais juntos produzem estimulo
suficiente para ativar a proteina quinase C e iniciar a complexa cascata das
quinases, o0 que pode eventualmente levar a abertura dos canais mitocondriais de
potassio sensiveis a ATP (K'atp) (COHEN; BAINES; DOWNEY, 2000). Este poderia

ser considerado o efetor final do processo de PCI, uma vez que o influxo aumentado
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de potassio dissiparia o potencial de membrana sendo benéfico durante a isquemia,
pois poderia prevenir o desperdicio de ATP por hidrélise (GARLID et al., 1997) ou
diminuir o gradiente elétrico na mitocondria que favorece o influxo de caélcio
(HOLMUHAMEDOV; WANG; TERZIC, 1999). Entretanto varios pontos ainda nao
sdo conhecidos e varios outros mecanismos tém sido propostos, demonstrando a
complexidade deste poderoso fendbmeno protetor.

Dentre os outros mecanismos propostos para explicar o efeito protetor do
PCI estd o aumento de expressao e sintese de citocinas e mediadores inflamatérios
ou inibicdo de células envolvidas no processo inflamatério (SMITH et al., 2002;
HARKIN et al., 2002; BOLLI, 2001; ALCINDOR et al., 2004; KIMURA et al., 1998).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF)-alfa € um dos principais mediadores
implicados no desenvolvimento da tolerancia a isquemia induzida pelo PCI,
entretanto também é descrito como uma das principais substancias envolvidas na
leséo celular local e sistémica apds um periodo prolongado de isquemia. Smith et al.
(2002) demonstraram que a produgao de TNF-alfa € necessaria para cardioprotegao
induzida pelo PCl em camundongos, uma vez que este fendbmeno néo é observado
nos animais com delecdo génica do TNF-alfa. Entretanto Belosjorow et al. (2003),
em modelo experimental de isquemia miocardica em coelhos, observaram que o pré-
tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-alfa foi tdo eficaz quanto o PCI na
reducdo do tamanho do infarto. Em modelos de cultura de neurbnios, Ginis et al.
(2002) estudaram o efeito do pré-condicionamento induzido por TNF-alfa, o qual foi
eficaz na protecéo tanto dos neurdnios em cultura contra a morte isquémica, como
dos astrocitos em cultura contra os efeitos proinflamatérios do préprio mediador,
mostrando que ele pode modular seu proprio efeito.

A acao protetora do PCI também foi relacionada a diminuicdo dos niveis
de IL-6 apds isquemia dos membros posteriores de porco por 2 horas (HARKIN et
al., 2002), a diminuicdo de IL-1 beta, IL-6 e TNF-alfa ap6s isquemia de 30 minutos
em coragao de ratos (HIASA et al., 2001), a reducéo da liberagao de IL-1 beta no
modelo de pancreatite induzida por lesdo de isquemia-reperfusdo em ratos
(DEMBINSKI et al., 2003), bem como ao aumento da geragdo de IL-10 com
consequente diminui¢cao da liberagcéo de IL-1 beta apds lesao de reperfusao hepatica
em ratos (SERAFIN et al., 2004).

Outra substancia envolvida em processos inflamatérios diversos que

parece ocupar um local importante na fisiopatologia do fenémeno de PCI é o Oxido
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nitrico (NO) (BOLLI, 2001). Zhang et al. (2004) demonstraram um aumento
significativo da expressdo do gene para a o6xido nitrico sintase induzivel (NOSi)
apos o PCI de retalho de musculo gracil de ratos, entretanto Aksoyek et al. (2002),
em modelo de isquemia intestinal em ratos, verificou que o PCI era capaz de
prevenir o aumento de expressao da NOSi que ocorria apds oclusao prolongada de
30 minutos da artéria mesentérica superior. O bloqueio da sintese de NO foi capaz
de eliminar os beneficios do PCl em modelos experimentais de lesdo de isquemia-
reperfusdo hepatica (SERAFIN et al., 2004) e renal (TORRAS et al., 2002) em ratos,
bem como em coragao isolado de cobaias (NOVALIJA et al., 2003). Assim como o
TNF-alfa, o NO parece também ser capaz de modular seu efeito durante o PCI, uma
vez que estudos in vitro com cultura de neurénios sugerem que o NO produzido na
isquemia é fundamentalmente toxico, entretanto o NO ¢é critico para o
desenvolvimento do PCI neuronal (KAWAHARA et al., 2004).

Os metabdlitos do acido aracdoénico, outros importantes mediadores
inflamatdrios, estdo descritos como envolvidos no mecanismo do PCI. Murphy et al.
(1995), em modelo de coragao isolado de rato, verificaram que o inibidor da
lipoxigenase, acido nordihidroguaiarético (NDGA), mas n&o o inibidor da
cicloxigenase indometacina, foi capaz de inibir de forma significativa o efeito protetor
do PCIl, bem como o aumento do calcio livre citossdlico durante a isquemia
prolongada. Entretanto estudos recentes mostraram que celecoxib, um inibidor
seletivo da cicloxigenase tipo 2, aboliu o efeito do PCI sobre a diminuigdo da area de
infarto em caes submetidos a 60 minutos de oclusdo coronariana e 3 horas de
reperfusdo (ALCINDOR et al., 2004).

A ativagdo do sistema complemento pode estar envolvida num dos
passos do mecanismo do PCI, pois o bloqueio de sua ativagéo foi capaz de atenuar
significativamente a lesdo mucosa induzida pela lesdo de reperfuséo intestinal em
ratos (KIMURA et al., 1998).

Recentemente varias evidéncias apontam para a possibilidade do PCI
apresentar uma agao sistémica, além de seu classico efeito local sobre o orgao
precondicionado (PERALTA et al., 2002; TAMION et al., 2002; HARKIN et al., 2002;
Ll et al., 2001; DICKSON et al., 2002).

Peralta et al. (2002) observaram que a lesdo de reperfusdo hepatica em
ratos induzia lesdo pulmonar com acumulo de neutrdfilos, produgao de radicais livres

e distarbios da microcirculagdo, os quais eram reduzidos de forma significativa
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quando os animais eram submetidos a PCI hepatico antes da indugdo da isquemia
prolongada.

Afora os seus efeitos protetores nas lesbes consequentes a isquemia e
isquemia-reperfusdo, o PCIl parece funcionar como um mecanismo protetor em
lesbes de carater inflamatério. Tamion et al. (2002), por exemplo, em modelo de
choque hemorragico em ratos, verificaram que o PCI intestinal com 4 ciclos de 1
minuto de isquemia e 10 minutos de reperfusdo reduziu a necessidade de fluidos
para a ressuscitagdo, o edema pulmonar e a producdo de TNF-alfa que ocorriam
apods a indugdo do choque hemorragico.

Utilizando modelo de isquemia de membros posteriores de porco, Harkin
et al. (2002) promoveram uma significativa diminuicdo do edema pulmonar,
infiltracdo neutrofilica e alteragdes de troca de gases relacionadas a isquemia
prolongada dos membros posteriores quando os animais foram precondicionados.

Li et al. (2001) verificaram que, em pacientes submetidos a troca de valva
cardiaca, o PCI, com 2 ciclos de 3 minutos de clampeamento adrtico e 2 minutos de
reperfusdo antes da parada cardiaca induzida, atenua a infiltracdo pulmonar de
leucécitos polimorfonucleares, aumenta a tensdo arterial de oxigénio e indice
cardiaco, bem como histologicamente melhora a lesdo pulmonar, quando
comparada com os controles.

Dickson et al. (2002) demonstraram que o concentrado do efluente de
coracao de coelhos precondicionados foi capaz de induzir tolerancia isquémica em
jejuno isolado submetido a 60 minutos de isquemia simulada, e Wang et al. (2000)
produziram cardioprotecdo a isquemia através do PCI intestinal de ratos em modelo
experimental in vivo. Kharbanda et al. (2002) produziram uma diminuigdo na
extensdo do infarto do miocardio experimental com a realizagdo de PCIl nos
membros posteriores de porco. Kintscher et al. (2002a) demonstraram que a
indugdo de PCI com 10 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusdo na pata
posterior de ratos foi capaz de induzir, no retalho muscular de cremaster
contralateral submetido a isquemia de 2 horas, uma melhora significativa na
microcirculagcdo, com aumento da velocidade de células vermelhas nas arteriolas de
primeira ordem e capilares, um fluxo capilar maior, € um menor numero de
leucdcitos aderindo ao endotélio das vénulas pds-capilares. Esta nova forma de PCI
realizado num sitio distante do local do evento avaliado foi denominada de PCI
remoto (PCI-r).
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1.2 Vias envolvidas no pré-condicionamento isquémico remoto

O PCI-r € um novo método onde a isquemia seguida de reperfusdo de um
orgdo é capaz de proteger o6rgaos distantes, tanto devido a liberacdo de
mensageiros bioquimicos na circulagdo quanto a ativacdo de vias neurais,
resultando na liberacdo de mensageiros que possuem efeitos protetores. Isto
protege o tecido alvo sem qualquer estresse direto. O PCI-r foi demonstrado pela
primeira vez no miocardio por McClanahan et al. (1993) que evidenciaram que a
isquemia renal seguida de reperfuséo protegia o miocardio da isquemia e reduzia a
area de infarto. Em modelos animais, pequenos periodos de isquemia seguidos de
reperfusdo do membro, intestino ou rins reduziram o tamanho do infarto do
miocardio. Em humanos, o PCI-r esquelético foi utilizado para protegdo miocardica,
com seu efeito benéfico atribuido a regulagéo da protecao endotelial (KHARBANDA
et al., 2002).

Adenosina, NO, TNF-alfa, opidides, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), cicloxigenase, canais K'atp, capsaicina, proteinas do choque
térmico e norepinefrina estdo todos envolvidos no mecanismo do PCI-r. Estas
substancias sao liberadas como uma resposta ao estresse, atuando por via neuronal
ou humoral para proporcionar a protecdo do 6rgao a distancia. As vias envolvidas
sdo diferentes em resposta a diferentes estimulos isquémicos e geralmente se
conectam uma com a outra (TAPURIA et al., 2008).

Semelhante ao que ocorre no PCI direto, o PCI-r apresenta um efeito
protetor tanto precoce quanto tardio, com comprovacdes tanto em modelos animais
como recentemente em estudos em humanos (PELL et al., 1998; SCHOEMAKER &
HEIJNINGEN, 2000; WOLFRUM et al., 2002; WANG et al., 2001; OXMAN et al.,
1997; CHEUNG et al., 2006). A primeira aplicagao clinica em humanos do PCI-r foi
através de um ensaio clinico randomizado onde se verificou que a inducédo do PCI-r
com quatro ciclos de 5 minutos de isquemia e reperfusdo do membro inferior foi
capaz de diminuir o nivel de troponina e a resisténcia pulmonar em criancas
submetidas a reparo cirurgico de defeitos cardiacos congénitos (CHEUNG et al.,
2006).

O possivel envolvimento da via neurogénica na transdugédo do efeito do
PCI-r foi sugerido por alguns autores (OXMAN et al., 1997; LOUKOGEORGAKIS et
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al., 2005; BIRNBAUM et al.,1997). Em modelo animal, Oxman et al. (1997)
mostraram um aumento nos niveis plasmaticos de catecolaminas com o PCI-r na
pata posterior, o qual foi abolido com o bloqueio nervoso autonémico com reserpina.
Loukogeorgakis et al. (2005) mostraram a participagcdo do sistema nervoso
autébnomo na transdugao do sinal protetor do PCI-r, entretanto foram incapazes de
definir o componente especifico do sistema nervoso autbnomo envolvido. Birnbaum
et al. (1997) demostraram uma redugao da area de infarto do miocardio com a
indugcdo de PCI-r através da redugao parcial do suprimento sanguineo para a pata
combinado com uma rapida estimulagdo elétrica do musculo gastrocnémico de
coelho.

Em contraste, diversos estudos tem demonstrado um aumento nos niveis
séricos de nitratos, opiodides, radicais livres, e catecolaminas com a indugéo do PCI-
r, dando suporte a via humoral (WANG et al., 2001; OXMAN et al.,, 1997;
WEINBRENNER et al., 2004; ADDISON et al., 2003; CHEN XG et al., 2005; CHEN
YS et al., 2005; KANORIA et al., 2006). No estudo de Weinbrenner et al. (2004), o
efeito protetor foi observado apenas nos grupos submetidos a um periodo de
reperfusdo apds a isquemia em comparacao com aqueles sem reperfusao apés a
isquemia. Ademais, a oclusdo adrtica simultdnea a oclusdo coronariana néao
produziu protecao (TAKAOKA et al.,1999; WEINBRENNER et al., 2002), indicando
que o pré-condicionamento deveria ser realizado em um momento anterior para que
permitisse que a substancia liberada atingisse o coragdo. Estes resultados
demonstraram a libertacdo de substancias protetoras na circulagdo sanguinea. O
bloqueio nervoso autonémico com hexametdnio nao aboliu o efeito protetor do PCI-r
(CHEN XG et al., 2005). Estudos demonstrando a presenga do efeito cardioprotetor
do PCI-r no modelo de transplante cardiaco em ratos (coragao denervado) sugeriram
a participagao de fatores hematogénicos no PCIl-r (KRISTIANSEN et al., 2005;
KONSTANTINOQV et al., 2005b).

Estes estudos ndo sado claros em demonstrar ser a via neurogénica
ativada localmente nos leitos mesentérico, renal ou esquelético, ou ser ativada pela
liberacdo de mediadores presentes na circulagdo (via humoral) com subseqlente
estimulagado de fibras aferentes sensitivas. A necessidade de reperfusdao para o
estabelecimento do efeito protetor do PCl-r e 0 aumento nos niveis plasmaticos de
catecolaminas, adenosina, neuropeptideos, citocinas, radicais livres ou nitrito

sugerem que estas substancias podem ativar vias neurogénicas apds suas
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liberagdes na circulagdo sanguinea. Parece que tanto a via neurogénica quanto a
humoral possuem elementos em comum que se sobrepdéem e nao sdo mutuamente
exclusivas (TAPURIA et al., 2008).

1.3 Participagdao do pré-condicionamento isquémico remoto no processo
inflamatério

O efeito do PCI na inibicdo do processo inflamatério induzido pela lesédo
de isquemia-reperfusdo € bem conhecido, entretanto o efeito do PCI-r em outros
modelos de inflamagao aguda foi somente relatado recentemente (SOUZA FILHO,
2005; SOUZA FILHO et al., 2009, 2010).

Neste contexto, a indugéo do PCI-r na pata posterior de ratos foi capaz de
inibir a resposta inflamatéria induzida por carragenina na pata contralateral. No
modelo de cistite hemorragica induzida por ifosfamida, o PCIl-r na pata inibiu
significativamente tanto o edema vesical quanto o aumento da permeabilidade
vascular induzida por ifosfamida. O PCI-r na pata posterior também apresentou um
efeito protetor na lesdo gastrica induzida por antiinflamatérios ndo esteroidais,
inibindo tanto a extensdo da lesdo gastrica quanto a infiltragdo de neutrofilos na
mucosa gastrica induzidos por indometacina (SOUZA FILHO et al., 2009).

O mecanismo através do qual o PCl-r é capaz de inibir esta resposta
inflamatéria nao foi ainda esclarecido. Por apresentarem um papel central em todos
estes modelos inflamatoérios, os neutréfilos podem representar elementos
fundamentais na elucidagéo deste mecanismo.

Alguns estudos corroboram esta observagdo. Kharbanda et al. (2001)
demonstraram que o PCI-r em membros superiores reduziu a ativagao de neutroéfilos
humanos e de complexos plaquetas-neutréfilos induzidos pela isquemia-reperfusao
do membro. Em modelo semelhante de isquemia do antebraco em humanos,
Konstantinov et al. (2004) mostraram uma redugdo na expressdo de genes
proinflamatérios em leucdcitos circulantes apds a indugao do PCI-r. Em outro estudo,
o PCI-r no membro modificou a expressdao de genes no miocardio tanto na fase
precoce quanto na tardia. Apés o PCI-r, varios genes proinflamatoérios (Egr-1 e Dusp
1 e 6, por exemplo) foram suprimidos e genes envolvidos na prote¢gao contra o
estresse oxidativo e na citoprotecdo foram restaurados no miocardio
(KONSTANTINOQV et al, 2005a).



31

Durante a fase aguda da resposta inflamatoria, além do calor e rubor, a
interacao do tecido danificado com os neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos
leva ao desenvolvimento concomitante de um denominador comum aos processos
inflamatérios: o aumento da sensacao dolorosa e/ou a diminui¢cdo do limiar de dor a
estimulos que normalmente ndo produzem ou produzem pouca dor. Apesar dos
inumeros estudos com PCI e aos recentes relatos de Souza Filho (2009, 2010), até
onde podemos constatar, ndo existe na literatura mundial nenhum trabalho cientifico

avaliando o efeito do PCI remoto na dor inflamatoria.

1.4 Recrutamento de neutroéfilos

Frequentemente o organismo € exposto a agentes infecciosos como
bactérias, virus e fungos. Na maioria das vezes os patdégenos sao rapidamente
contidos pelos mecanismos de defesa inatos do organismo, o que evita o
desenvolvimento de doengas infecciosas (JANEWAY, 2001). Dentre esses
mecanismos de defesa encontram-se as barreiras fisicas, e a ativacdo da resposta
inflamatéria (BORREGAARD; COWLAND, 1997; MALECH; GALLIN, 1987).

As superficies epiteliais do organismo representam uma protegao
mecanica contra a maioria dos patdégenos. Frequentemente, mesmo quando essa
barreira € rompida os microrganismos sao eficientemente combatidos e removidos.
Isso é possivel gragas ao reconhecimento dos agentes infecciosos através de
receptores de superficie encontrados em componentes do sistema imune inato, como
os fagdcitos mononucleares (macrofagos) residentes no tecido. A ativagdo desses
receptores desencadeia uma resposta inflamatdria local, com consequente
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, acumulo local de proteinas
plasmaticas (componentes do complemento e fatores da coagulagdo), bem como
producao de inumeros mediadores inflamatdrios e recrutamento de leucdcitos. Destas
alteragdes, a mobilizagcdo adequada e em tempo habil dos leucécitos da
microcirculagdo para o sitio inflamatério constitui-se em estratégia fundamental de
defesa do organismo contra as infecgbes (MALECH; GALLIN, 1987). No entanto, é
importante ressaltar que a migracdo de leucocitos e a lesdo tissular que a
acompanha sdo deletérias ao organismo quando essas ocorrem na auséncia de
focos infecciosos, ou quando ndo sdo adequadamente controladas na presencga de
infecgbes (WEISS, 1989; WEISSMANN; KORCHAK, 1984).
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Nos estagios iniciais de diversos processos inflamatoérios, causados por
microrganismos ou de origem nao infecciosa, as células predominantes e que sao
primeiramente recrutadas ao sitio inflamatério sdo os neutrdéfilos. A migragao desses
leucdcitos durante a resposta inflamatéria resulta principalmente da liberagao, por
células residentes, de fatores quimiotaxicos. Dentre estes fatores, destacam-se:
mediadores lipidicos, como o fator de agregacédo plaquetaria e o leucotrieno By
(LTBy4); fragmentos do complemento, como o C5a; citocinas, como interleucina-13
(IL-1B) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a); e quimiocinas, incluindo CXCL8 (IL-
8), CXCL1 (GRO-a), CXCL12 (SDF-1), CXCL1 (KC), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B)
e CXCL2 (MIP-2) (BINDER; KRESS; KIRSCHFINK, 1999; DRISCOLL et al., 1995;
DROST; MACNEE, 2002; LEE et al., 2000; MULDER; COLDITZ, 1993; VON
STEBUT et al., 2003; YAN et al., 1998). A liberacdo destes mediadores resulta em
aumento nas interagdes entre os neutréfilos e as células endoteliais, promovendo a
migragao celular a favor do gradiente de concentragdao entre a area lesada e as
vénulas pos-capilares (HUTTENLOCHER; SANDBORG; HORWITZ, 1995;
WAGNER; ROTH, 1999) (Figura 1).
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FIGURA 1 - Migragcao de neutréfilos para o sitio inflamatério em resposta a estimulo
quimiotatico.
Fonte: Adaptado de ALVES-FILHO et al., 2008.
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1.5 Mecanismos envolvidos no recrutamento de neutroéfilos

O processo de recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério pode
ser dividido didaticamente em quatro etapas: marginacao, rolamento, adeséo firme e
transmigracéo.

Tanto o processo conhecido como marginagao, representado pela
mobilizagdo dos leucdcitos ao longo da superficie endotelial dos vasos sangliineos,
quanto o rolamento desses sobre o endotélio, caracterizam os primeiros passos para
o recrutamento de neutréfilos e sdo mediados por uma familia de glicoproteinas de
adesao denominadas selectinas (L-, P- e E-selectinas) (VESTWEBER; BLANKS,
1999; WATSON et al., 1990). Essas moléculas sdo encontradas tanto nos leucécitos
(L-selectina) quanto no endotélio (P- e E-selectinas), e sdo assim denominadas por
possuirem similaridades em seu dominio N-terminal extracelular com as lectinas de
mamiferos.

Uma das etapas iniciais da adesao firme, e consequente interrupcédo do
rolamento leucocitario, € o aumento da afinidade da ligagcdo das moléculas
integrinas, presentes nos leucécitos, com seus respectivos receptores. Assim, as ;-
integrinas leucocitarias interagem com as moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas presentes nas células endoteliais, ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102)
e ICAM-3 (CD50), iniciando a ades&o. Além disso, a B4-integrina liga-se a molécula
de adeséo vascular-1 (VCAM-1 ou CD106), também pertencente a superfamilia das
imunoglobulinas (BARTHEL et al., 2008; ISSEKUTZ; ROWTER; SPRINGER, 1999;
SMITH, 1993).

Apo6s a adeséo firme inicia-se o passo final do recrutamento neutrofilico,
no qual essas células ultrapassam a parede endotelial. Esta etapa também envolve
as integrinas leucocitarias CD18CD11a (LFA-1) e CD18CD11b (MAC-1), bem como
a molécula pertencente a familia das imunoglobulinas PECAM-1 (“Platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1” ou CD31). Essa ultima é expressa na maioria
dos leucécitos e esta presente em altas concentragdes na superficie das células
endoteliais, interagindo com a integrina alfaVbeta3, bem como com ela prépria na
membrana plasmatica leucocitaria (NEWMAN, 1997; SMITH, 1993, 2008).

Apds a passagem dos neutrdfilos através da membrana basal, estes se
dirigem ao foco da inflamagéo por um processo denominado quimiotaxia, o qual

corresponde a locomogéao orientada do neutréfilo ao longo de um gradiente quimico.
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Varias substancias como o PAF, LTB,4, C5a, citocinas e quimiocinas podem atuar
como quimioatraentes.

Tanto o PAF quanto o LTBs sdo derivados da cascata do &acido
araquidonico e atuam aumentando a aderéncia leucocitaria no endotélio venular.
Enquanto o primeiro pode ser produzido por células endoteliais, plaquetas,
mondcitos e neutréfilos, o segundo é sintetizado principalmente por mondcitos e
neutrofilos (NOHGAWA et al., 1997).

A clivagem do quinto componente do sistema complemento, tanto pela via
classica quanto pela via alternativa, leva a produgédo do C5a, o qual exerce inUmeras
atividades sobre os neutrdfilos, incluindo desgranulacdo, aumento da respiragao
oxidativa celular, alteragbes no citoesqueleto, além de potente acdo quimiotaxica
(BORREGAARD; COWLAND, 1997).

O TNF-a e a IL-1B ndo sao considerados fatores quimiotaxicos classicos,
uma vez que nao induzem migragao in vitro. Contudo, essas citocinas promovem a
sintese e/ou liberagdo de fatores quimiotaxicos, como as quimiocinas, por células
residentes, como os macréfagos (FACCIOLI et al.,, 1990). Além disso, induzem o
processo de migragcao de neutrofilos por promoverem aumento na expressao de
moléculas de adesdo (DANGERFIELD; WANG; NOURSHARGH, 2005; TESSIER et
al., 1998; YANG et al., 2005).

As quimiocinas sao peptideos com peso molecular entre 6 e 15 kD,
contendo cerca de 60 a 80 aminoacidos, pertencentes a uma familia de citocinas
quimioatraentes cuja atividade € mediada através da sua ligagdo a receptores
transmembrana acoplados a proteina G (MURDOCH; FINN, 2000; PREMACK;
SCHALL, 1996). As quimiocinas compartilham seqténcias homodlogas entre si e
podem ser divididas em 4 classes principais (C-C, C-X-C, C-X3-C e C), dependendo
da orientacdo do residuo de cisteina na seqUéncia de aminoacidos da cadeia
peptidica. Assim, as duas primeiras cisteinas podem apresentar-se adjacentemente
ligadas (C-C ou a), separadas por um aminoacido (C-X-C ou f3), ou separadas por
trés aminoacidos (C-X3-C); ainda, a quimiocina pode apresentar apenas um residuo
de cisteina (C ou y). Dentre as classes de quimiocinas que ativam e induzem
predominantemente a migracdo de neutrofilos estdo as C-X-C: CXCL8 (IL-8),
CXCL12 (SDF-1), CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) (AHUJA; MURPHY, 1996;
FIGARELLA-BRANGER et al., 2003; LAING; SECOMBES, 2004; ROLLINS, 1997).

Uma caracteristica interessante das quimiocinas € que estas podem ligar-se ao
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complexo glicosaminoglicano-heparina e heparan sulfato, presentes na matriz
extracelular, formando um gradiente de concentracdo associado a matriz ao longo
do qual os neutrofilos podem migrar até o foco da inflamagdo (LUSTER, 1998;
TESSIER et al., 1998).

Uma vez presentes no sitio inflamatério, os neutréfilos sdo capazes de
fagocitar, destruir e degradar os microrganismos. A destruigdo dos microrganismos é
realizada principalmente por mecanismos dependentes de oxigénio. Os neutrdfilos
possuem um sistema enzimatico oxidativo, acoplado a membrana plasmatica,
conhecido como NADPH-oxidase, o qual €& responsavel pelo aumento do
metabolismo oxidativo, também denominado de explosdo respiratoria. Neste
sistema, ocorre transferéncia de elétrons do NADPH intracelular para o oxigénio,
reduzindo-o a anion superoxido (O2), o qual pode ser rapidamente convertido a
peroxido de hidrogénio e, este, a radicais hidroxilas. Todos esses compostos sao
denominados genericamente de intermediarios reativos (ou espécies reativas) de
oxigénio (BELLAVITE, 1988; MALECH; GALLIN, 1987). Em geral, a quantidade de
peroxido de hidrogénio formado no processo acima descrito, ndo € capaz de induzir
destruicdo eficaz dos microrganismos. No entanto, os granulos azuroéfilos
(lisossomos verdadeiros ou granulos primarios) dos neutrofilos contém a enzima
mieloperoxidase (MPO) que, na presenca de ions cloreto (CI'), converte o perdxido
de hidrogénio em &acido hipocloroso. Esse ultimo representa importante agente
oxidante capaz de destruir o microrganismo injuriante (KLEBANOFF, 1970).

Outra substancia altamente reativa utilizada por neutréfilos para exercer
sua funcéo microbicida é o NO. Neutrdfilos ativados expressam a enzima NOSI, que
leva a produgcdo de NO. Uma vez formado, o NO pode interagir com espécies
reativas de oxigénio, formando multiplos metabdlitos antimicrobianos, como o
peroxinitrito, os S-nitrosotiois e o diéxido de nitrogénio (MATHEIS et al., 1992;
MULLIGAN et al., 1991).

Os neutrdfilos também podem destruir 0s microrganismos por
mecanismos independentes de oxigénio e nitrogénio, por meio da agado de
substancias presentes em seus granulos citoplasmaticos, tais como defensinas,
lisozimas, elastases, catepsinas, hidrolases acidas localizadas nos granulos
azurofilos e por colagenases e lactoferrinas presentes nos granulos secundarios ou
especificos (LEHRER et al., 1988).
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Apesar do recrutamento de neutrdéfilos durante o processo infeccioso ser
crucial para o controle deste evento, a ocorréncia de uma resposta inflamatéria
exacerbada gera efeitos deletérios e indesejaveis. Uma vez que os neutréfilos
liberam enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que
contribuem para a lesédo tecidual e consequente disfuncdo de 6rgaos, torna-se
fundamental haver, concomitantemente a liberacdo de mediadores proé-inflamatérios,

liberacdo de mediadores que atuem regulando este evento.

1.6 Participagao da via L-Arginina-NO-GMPc no recrutamento de neutréfilos

O NO é uma molécula gasosa que se difunde facilmente através das
membranas plasmaticas e que possui meia-vida da ordem de segundos. E
sintetizado a partir do oxigénio molecular e do nitrogénio guanidino da L-arginina em
uma reacao catalisada por uma familia de enzimas conhecidas como 6xido nitrico
sintases (NOS) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) (Figura 2). Existem trés
isoformas da NOS, a neuronal (NOSn ou NOS-1), endotelial (NOSe ou NOS-3) e a
induzivel (NOSi ou NOS-2) (BREDT; GLATT et al., 1991). A NOSe esta presente nas
células endoteliais vasculares e, a NOSn, no citosol de neurbnios centrais e
periféricos, bem como em sitios extraneuronais como o musculo esquelético,
pancreas e rins (BREDT; GLATT et al.,, 1991; BREDT; HWANG et al., 1991;
MICHEL; LI; BUSCONI, 1993). A ativacdo da NOSe e NOSnh é calcio-dependente, e
estas sdo isoformas constitutivamente expressas, envolvidas na modulacdo de
varios processos fisiolégicos, como vasodilatagdo e neurotransmissao (MONCADA,;
PALMER; HIGGS, 1991). A isoforma induzivel é considerada “calcio-independente”
e tem sua transcricdo ativada por citocinas como o TNF-a, a IL-1B, o interferon
(IFN)-a, -B, -y e endotoxinas liberadas durante o processo inflamatoério ou infeccioso
como o LPS (CUNHA et al., 1994; WOLKOW, 1998).

O real envolvimento do NO, produzido pelas diferentes isoformas de NOS
ou exogenamente administrado, no processo de migragdo celular ainda apresenta
muita controvérsia na literatura. De fato, ha evidéncias sugerindo tanto agdes anti
quanto pré-inflamatorias, bem como dados negativos referentes a modulagdo da

migracgao leucocitaria sdo encontrados.
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FIGURA 2 - Sintese enzimatica endégena do 6xido nitrico (NO).

Os estudos que sugerem agdes antiinflamatoérias apontam, dentre outros,
como principais mecanismos envolvidos: (i) bloqueio da ligacdo de fatores de
transcricdo nuclear ao DNA; (ii) diminuicdo da biodisponibilidade de espécies
reativas de oxigénio; (iii) formacédo de guanosina 3°,5"-monofosfato ciclico (GMPc)
(AHLUWALIA et al.,, 2004; DAL SECCO et al., 2003; FUKAHORI et al., 1994;
HICKEY; KUBES, 1997; IALENTI et al., 2000; LOPEZ-NEBLINA et al., 1996;
MATHEIS et al., 1992; MULLIGAN et al., 1991; NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996).
Nesse sentido, o NO parece bloquear a ligagao do fator de transcricdo nuclear NF-
kB ao DNA celular, impedindo a sintese da quimiocina CXCL8 (IL-8),
comprometendo dessa forma a quimiotaxia. (FOWLER et al., 1999). Ainda, a inibi¢ao
da sintese de NO aumenta os niveis de Oy, e a formagao de outros oxidantes,
sugerindo que na auséncia desse mediador a produgédo do anion O, estaria elevada
(GABOURY et al.,, 1993; GUIDOT et al, 1995, RODENAS; MITJAVILA;
CARBONELL, 1998). Outra importante relagao entre niveis de NO e de O, diz
respeito ao sistema enzimatico responsavel pela sintese desse radical livre, o qual
possui um grupo heme prostético ao qual o NO pode se ligar, inibindo a geragao
dessa espécie reativa de oxigénio (FUKAHORI et al., 1994). A diminuicdo da
biodisponibilidade de O, causada pelo NO, pode comprometer a migragao
leucocitaria por impedir que este sofra dismutagao a peréxido de hidrogénio (H205).
De fato, tem sido demonstrado que o H;O induz adesé&o através da geragao de PAF

e pelo aumento da expressdo de outras moléculas chaves envolvidas nesse
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processo (NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996). E importante ressaltar que, niveis
elevados de O, sao capazes de ativar o NF-xB, aumentando a produgcdo de
citocinas e quimiocinas (SEN; PACKER, 1996; SUK; YEOU KIM; KIM, 2001), bem
como de estimular os mastdcitos a liberarem agentes pro-adesivos como citocinas
(GRANGER; PERFECT; DURACK, 1986; JOHNSTON; KANWAR; KUBES, 1996;
NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996).

Outras evidéncias que apontam o NO como importante modulador
antiinflamatério estao relacionadas a ativagdo do segundo mensageiro GMPc. Deste
modo, foi demonstrado que o NO diminui a expressao de P-selectina induzida por IL-
1B, in vitro, por meio da ativagdo da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) e pela
formacdo de GMPc (AHLUWALIA et al., 2004). Alguns autores observaram que o
GMPc também esta envolvido com a redugédo da expressao da glicoproteina llb/llla,
outra importante molécula de adesdao (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1987;
SALAS et al., 1998).

Acdes pro-inflamatérias sdo sugeridas em estudos realizados com
camundongos tratados com inibidores seletivos da NOSi (L-NIL ou aminoguanidina)
ou inibidores nao seletivos da NOS (L-NMMA ou L-NAME), bem como com
camundongos depletados de NOSi (NOSi-/-). Todos esses estudos observaram uma
redugdo da migracao neutrofilica ao sitio inflamatério (AJUEBOR et al., 1998;
CUZZOCREA et al.,, 2000; FRANCO-PENTEADO et al.,, 2001; MCCARTNEY-
FRANCIS et al., 2001).

O papel do NO na inibigdo da migragéo de neutrofilos que ocorre durante
a sepsis, e também apds a administracio sistémica de LPS, foi demonstrado através
do pré-tratamento dos animais com o inibidor seletivo da NOSi aminoguanidina
(ALVES-FILHO et al., 2008; BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA, 2000; TAVARES-
MURTA et al., 2001). Benjamim, Ferreira e Cunha (2000) demonstraram que durante
o choque endotodxico induzido por ligadura e pungdo do ceco ocorria uma inibigao
significativa da migragdo de neutrdfilos com mortalidade de 100% dos animais,
entretanto quando os animais eram pré-tratados com aminoguanidina, nas doses de
10 e 30 mg/kg, a migragao de neutrdéfilos era revertida com taxa de sobrevida dos
animais de 60% e 80%, respectivamente. Tavares-Murta et al. (2001) demonstraram
que o pré-tratamento dos animais com aminoguanidina aboliu a inibicdo da migragao

de neutrdfilos induzida pela administragéo sistémica de LPS, bem como o aumento
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dos niveis séricos de nitrito, sem alterar os niveis de TNF-a, IL-18 e IL-10. Isto
sugeria que o NO seria o mediador final envolvido na inibicdo neutrofilica.

Por fim, varios estudos falharam em demonstrar efeitos anti ou pro-
inflamatérios do NO. Assim, nenhuma alteragdo significativa no numero de
neutréfilos infiltrados nos sitios inflamatérios foi observada em experimentos
realizados com animais tratados com agentes inibidores da sintese ou doadores de
NO (COCKRELL et al., 1999; FOX-ROBICHAUD; PAYNE; KUBES, 1999; KUBES;
SIHOTA; HICKEY, 1997; TSUKADA et al., 1999).

Devido as controvérsias da literatura tanto no que se refere ao papel do
NO no PCI-r quanto aos mecanismos pelos quais o NO inibe a migracao de
neutréfilos, no presente trabalho foi proposto investigar a participagcdo do NO no

efeito inibitério do PCI-r na migragao de neutréfilos.

1.7 Dor inflamatéria

Atualmente, a dor é definida pela Associagcao Internacional para Estudo
da Dor (IASP) como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a uma lesao tecidual real ou potencial’. Portanto, além de envolver a
percepcao dos estimulos nocivos pelo sistema nervoso central quando receptores
sensoriais especializados (nociceptores) sao ativados (NOBACK et al., 1996;
LOESER; MELZACK, 1999), a dor apresenta um componente afetivo-motivacional,
incluindo atencdo e aprendizagem (LOESER; MELZACK, 1999). Recentemente,
Ferreira e colaboradores vém trabalhando com uma forma mais simplificada dessa
definicdo, considerando a dor a “percepg¢do desagradavel de uma sensagao
nociceptiva” (CUNHA, 2008). Este conceito também envolve dois componentes da
dor, a nocicepgao e a sua percepgao. A nocicepcéo (do latim nocere, “ferir’), ou
sensacao nociceptiva, resulta da deteccdo seletiva de estimulos capazes de
comprometer a integridade fisica de um organismo. A percep¢cdo € uma fungao
integrativa modulada por condigdes emocionais, motivacionais e psicoldgicas, bem
como experiéncias de vida de cada pessoa. A partir dessas consideracdes, dor seria
o termo mais adequado quando se refere ao ser humano, enquanto nocicepgao
seria mais indicado para animais experimentais, uma vez que n&o se entende a
percepgao nos mesmos (NOBACK et al., 1996).

Os estimulos nocivos (ou nociceptivos), fisicos (mecanicos ou térmicos)

ou quimicos (bradicinina, capsaicina, serotonina, protons etc.), sdo detectados por
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nociceptores presentes nos diferentes tecidos. Os nociceptores sao terminagdes
nervosas livres, ramificadas e nao-mielinizadas, de uma familia especifica de
neurdnios sensoriais primarios. O termo nociceptor também é comumente utilizado
para definir o neurbnio nociceptivo primario como um todo, ndo apenas as suas
terminagdes nervosas livres. Os nociceptores sdo neurbnios pseudo-unipolares,
possuindo um ramo axonal distal, que se dirige a periferia, e outro ramo axonal
proximal, que se dirige ao corno dorsal da medula espinal ou ao tronco cerebral.
Eles inervam amplamente pele, mucosas, musculos, articulacbes e visceras
(revisado por BESSON; CHAOUCH, 1987; MILLAN, 2002; JULIUS; BASBAUM,
2001).

Baseado em critérios morfolégicos, as fibras nociceptivas podem ser
classificadas em fibras de pequeno e médio diametro. As fibras de médio didametro,
também denominadas fibras A8, sdo finamente mielinizadas e possuem velocidades
de condugao entre 2 e 30 m/s. Elas correspondem a 20% das fibras que conduzem
a informagéo nociceptiva e sao responsaveis pela dor de curta duragédo, aguda e
lancinante, sentida apds uma estimulagcdo nociva. As fibras de pequeno didmetro,
também denominadas fibras C, ndo sao mielinizadas e por isso possuem velocidade
de condugédo baixa (0,5 - 2 m/s), sendo responsaveis pela dor de longa duragéao e
difusa (revisado por MILLAN, 1999; JULIUS E BASBAUM, 2001). Elas
correspondem a 80% das fibras condutoras da informagao nociceptiva. Também
existem diferengcas quanto ao tipo de estimulo nociceptivo capaz de ativar essas
fibras. Enquanto as fibras Ad respondem, principalmente, a estimulos mecanicos e
térmicos, as fibras C sdo ditas polimodais e respondem a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos (revisado por JULIUS E BASBAUM, 2001). As fibras C também
tém sido implicadas na transmissdo de estimulos responsaveis pelo prurido
(JOHANEK et al., 2008).

Dentro do grupo de fibras C, ha uma populagdo de neurbnios que
apresentam alto limiar de ativacdo, que, em situagdes normais, ndo respondem a
estimulos térmicos ou mecéanicos. No entanto, durante um processo inflamatério
esses neurdnios passam a ser mais facilmente ativaveis, tornando-se responsivos
tanto a estimulos mecéanicos quanto térmicos. Eles foram denominados
“nociceptores dormentes ou silenciosos” (SCHAIBLE e SCHMIDT, 1988; revisado
por MCMAHON e KOLTZENBURG, 1990). Convém ressaltar que, durante

processos patoldgicos (eg. neuropatias) nos quais ocorre uma plasticidade neuronal
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central, as fibras Ap, de largo didmetro e altamente mielinizadas, responsaveis pela
deteccao de estimulos inécuos (eg. tateis), podem passar a responder como
nociceptores. Nestas condicdes, estimulos tateis indcuos, detectados por estas
fibras, s&o interpretados como nociceptivos, dando origem ao fenébmeno de alodinia.

Uma resposta inflamatéria aguda é iniciada apds a lesao tecidual, bem
como apos o reconhecimento, pelo sistema imunologico, de um agente estranho ao
organismo ou de estruturas proprias como sendo ndo-préprias. Entre os primeiros
sinais de um processo inflamatorio estédo o rubor e o calor. Estes sinais inflamatérios
podem ser considerados uma tentativa do tecido de facilitar a remogéo do agente
agressor, como toxinas e bactérias, aumentando a area para migracéo das ceélulas
de defesa para o local da lesdo. Durante a fase aguda, devido a formagédo do edema
inflamatdrio (tumor), ocorre também o aumento da drenagem linfatica, que facilita o
transito de células imunoldgicas essenciais para a defesa do organismo. Em
acréscimo a esses eventos, ha o desenvolvimento concomitante de um denominador
comum aos processos inflamatdérios: o aumento da sensagdo dolorosa e/ou a
diminuicdo do limiar de dor a estimulos que normalmente ndo produzem ou
produzem pouca dor.

Alteragdes plasticas nos neurbnios que transmitem a nocicepcdo sao
responsaveis pelas modificagdes nas sensagdes dolorosas observadas durante o
processo inflamatorio (revisado por MILLAN, 1999). A plasticidade neuronal pode
ocorrer tanto em nivel periférico quanto central. Ela é importante no aparecimento de
dois fenébmenos da dor inflamatéria: a hiperalgesia e a alodinia. HARDY et al. (1950)
definiram hiperalgesia como “um estado de intensificacdo da sensagdo dolorosa
mediante uma estimulagéo nociva”, enquanto alodinia € definida pela IASP como “a
dor decorrente de um estimulo normalmente ndo doloroso”. Enquanto o
aparecimento do fendmeno de hiperalgesia parece estar associado, principalmente,
a sensibilizagdo dos nociceptores (sensibilizagdo periférica), o processo de alodinia
parece também envolver uma plasticidade neuronal no sistema nervoso central, em
especial na medula espinal (revisado por WOOLF; SALTER, 2000; ZEILHOFER,;
ZEILHOFER, 2008). Eletrofisiologicamente, a sensibilizagdo dos nociceptores é
caracterizada pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necessario para ativa-lo,
pelo aumento da atividade espontdnea da célula nervosa e pelo aumento na
freqiéncia de disparo em resposta a estimulos supralimiares (WALL & MELZACK,
1999).
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E importante ressaltar que as definicdes de hiperalgesia e alodinia foram
elaboradas para serem usadas em humanos, pois a alodinia possui uma
caracteristica fundamental que é induzir também uma mudanga qualitativa na
percepcao da sensacdo esperada com base nas caracteristicas do estimulo
aplicado, ou seja, ocorre uma perda da especificidade da modalidade sensorial (eg.
estimulos tateis causam dor). Assim, alodinia € uma caracteristica principalmente
das neuropatias, as quais se caracterizam por lesdes neuronais, fazendo com que
estimulos de pouca intensidade e pequena duracdo passem a causar dores
lancinantes ou sensagdes de queimacao continua. Contudo, esta caracteristica de
alteracdo da percepc¢ao nao pode ser avaliada nos modelos experimentais usuais de
nocicepcao animal, embora o uso improprio deste termo tenha se generalizado nas
descricbes do modo de acdo e nas pesquisas para o desenvolvimento de novos
farmacos para tratamento de doengas como as neuropatias. Em funcéo disso, a
diminuicdo do limiar nociceptivo, que ocorre durante a inflamacgéo, sera referida
neste texto como hipernocicepcao inflamatéria ou, simplesmente, hipernocicepcao,
quando houver referéncias a experimentos de nocicepcdo animal, e como

hiperalgesia, quando ocorrer no homem.

1.8 Mecanismos envolvidos na dor inflamatéria

A dor de origem inflamatéria resulta, basicamente, da interagdo entre o
tecido danificado e os neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da
participacao de mediadores inflamatoérios. Ha mediadores inflamatérios que apenas
sensibilizam os nociceptores e mediadores (e estimulos) que desencadeiam a
resposta nociceptiva. A dor inflamatéria aguda resulta da agdo de um estimulo
desencadeante (mecéanico, quimico ou térmico) ou de um mediador, como, por
exemplo, a bradicinina, que ativa esses neurbnios periféricos sensibilizados. Ja a
hiperalgesia/hipernocicepc¢éo inflamatoéria é o resultado de modificagées funcionais
nos neurénios aferentes primarios nociceptivos por uma ativagao metabotropica em
todo neurbnio sensitivo. Atualmente, quando se refere a sensibilizagdo dos
nociceptores, ndo se esta apenas mencionando suas extremidades periféricas, mas
pode-se dizer que a hiperalgesia/hipernocicepgao é resultado de um fendmeno que
ocorre em toda extensédo do neurdnio nociceptivo. Essas modificacdes funcionais da
excitabilidade neuronal sdo induzidas por mediadores inflamatérios liberados

diretamente pelas células danificadas pelo trauma tecidual ou pelo reconhecimento
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de um elemento estranho ao organismo pelas células residentes do sistema
imunologico, como os mastdcitos, ou, mais especificamente, os macréfagos. Pode-
se chamar os macréfagos de células “de alarme”, uma vez que estas reconhecem o
“agente estranho” e desencadeiam a resposta inflamatoria, ou seja, ativam uma
reposta imune inata (DE SOUZA; FERREIRA, 1985).

Um ponto importante no que se refere a indugdo da
hipernocicepgéao/hiperalgesia inflamatdria € que a liberagdo dos mediadores respeita
uma hierarquia temporal de liberagédo e de agdo. Quando se realiza uma analise do
exsudato inflamatério, colhido em uma fase tardia de um processo inflamatério
agudo, é possivel detectar uma grande variedade de mediadores. Porém, se for
realizada uma analise temporal cuidadosa desse exsudato, observar-se-a que a
liberacdo dos mesmos segue uma seqiiéncia definida. E por esta razdo que, ao se
bloquear um passo desta seqléncia, pode-se inibir o desenvolvimento de
determinados eventos, sinais e sintomas do processo inflamatério, inclusive a dor
(CUNHA et al., 2007).

Os mediadores inflamatérios liberados durante a resposta inflamatéria, no
que se refere a dor, podem ser divididos em dois grupos: os mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediarios e 0s mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos finais. Os primeiros sdo liberados no inicio e
durante a inflamacdo, sendo responsaveis pela liberagao de outros mediadores. Ja
os mediadores finais interagem diretamente com seus receptores especificos,
presentes nos neurbnios aferentes primarios, provocando sua sensibilizagdo
(CUNHA et al., 2007).

Dentre os mediadores hiperalgésicos/hipernociceptivos finais pode-se
destacar as prostaglandinas, principalmente, as da série E (PGE;), como
substancias que sensibilizam diretamente os nociceptores, desencadeando a
hipernocicepgdo. A habilidade das prostaglandinas em sensibilizar diretamente os
nociceptores foi observada em humanos e animais, com a utilizacdo de técnicas
eletrofisiolégicas e também comportamentais (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al.,
1978; MARTIN et al.,, 1987). Elas s&do produzidas pela agdo da enzima
ciclooxigenase, sendo o acido araquiddénico seu substrato. Em condigdes
fisiologicas, o acido araquiddnico encontra-se esterificado nos fosfolipidios de

membrana, sendo mobilizado durante o processo inflamatério pela fosfolipase A2,
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que € ativada por estimulos quimicos, mecanicos e produtos microbianos
(FERREIRA; VANE, 1967; FUNK, 2001; IVANOV & ROMANOVSKY, 2004).

Além das prostaglandinas, inumeros estudos experimentais também
demonstram a existéncia de um componente simpatico na sensibilizacdo dos
nociceptores durante um processo inflamatério. Foi observado que substancias,
como as aminas simpaticas (Ex: noradrenalina, adrenalina e dopamina), sao
capazes de induzir hipernocicepcdo mecanica de forma semelhante as
prostaglandinas (NAKAMURA; FERREIRA, 1987; KHASAR et al., 1999a). Além
disso, inibidores da liberagdo das aminas simpaticas e antagonistas de receptores
adrenérgicos reduzem parcialmente a hipernocicep¢ao inflamatéria mecanica
(NAKAMURA; FERREIRA, 1987; SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2002, PARADA et
al., 2003).

Embora as prostaglandinas e as aminas simpaticas sejam as substancias
que sensibilizam diretamente os nociceptores mais extensivamente estudadas,
outras substancias também apresentam esta propriedade. Nesse contexto, pode-se
destacar as endotelinas e os leucotrienos. (LEVINE et al., 1984; MARTIN et al.,
1987; FERREIRA et al. 1989; ZHOU et al., 2002). A liberacdo desses mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos finais (prostaglandinas, aminas simpaticas e
endotelinas), geralmente, €& precedida pela liberagdo de mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediarios (CUNHA et al., 1992; VERRI JR et
al., 2004; CUNHA et al., 2005).

Dentre os mediadores intermediarios destacam-se as citocinas como os
mediadores que apresentam o papel mais bem caracterizado na dor inflamatéria
(revisado por VERRI JR et al., 2006). Estes mediadores que, a principio, pareciam
ser importantes apenas no recrutamento de leucdcitos (neutréfilos) para o foco
inflamatdrio, mostraram-se relevantes também na génese da dor. As citocinas mais
estudadas na hipernocicepgéao inflamatéria sdo o TNF-alfa, a IL-1 e a IL-8 (revisado
por VERRI JR et al.,, 2006). Foi demonstrado, tanto em ratos, quanto em
camundongos, que estas citocinas sao liberadas sequencialmente durante o
processo inflamatorio e constituem uma ligagédo entre o estimulo inflamatério e a
liberagdo dos mediadores finais da hipernocicepgao (revisado por VERRI JR et al.,
2006).

Apos a ativacdo dos receptores presentes nos nociceptores pelos

mediadores inflamatérios finais (ex. prostaglandinas e aminas simpaticas), iniciam-se
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0s mecanismos periféricos neuronais da dor inflamatodria. Esses mecanismos sao
representados, principalmente, por vias metabdlicas de sinalizagdo com a
participacdo de enzimas e segundos mensageiros intracelulares, culminando na
modulagdo da atividade de canais idnicos (COUTAUX et al., 2005). Tanto os
receptores para as prostaglandinas, quanto para aminas simpaticas (B1/B2),
expressos nos neurbnios nociceptivos primarios, fazem parte da familia de
receptores celulares metabotropicos acoplados a proteina G. A expressdo destes
receptores esta mais associada com fibras nociceptivas ndo-mielinizadas, ou seja,
fibras C, ou mesmo, em nociceptores “dormentes”. A interacdo dessas substancias
com seus respectivos receptores levam a ativagcdo de varias vias de sinalizacdes
diferentes.

O segundo mensageiro a ser inicialmente implicado na dor inflamatdria foi
o0 adenosina 3’,5-monofosfato ciclico (AMPc) (FERREIRA et al., 1979a; TAIWO et
al., 1989). A producao do AMPc é necessaria para que ocorra uma amplificacdo do
processo que se iniciou na membrana da célula neuronal. O aumento da
concentragéo intracelular de AMPc regula diversas respostas biolégicas por modular
diretamente a atividade de uma classe de enzimas, as proteinas quinases. Na
grande maioria das células, o AMPc exerce seus efeitos por ativar a proteina
quinase dependente de AMPc (PKA). Isso € valido também para os neurdnios
nociceptivos, cuja sensibilizagcdo envolve a ativagcdo da PKA (ALEY; LEVINE et al.,
1999). Ainda existem evidéncias que o AMPc possa ativar uma outra proteina
quinase, a proteina quinase Ce (PKCg), independente da ativagao da PKA (HUCHO
et al., 2005).

A excitabilidade neuronal é controlada por canais ibnicos presentes em
sua membrana plasmatica, sendo sua modulagao provavelmente a etapa final na
sensibilizagdo dos nociceptores. De fato, a ativagdo das proteinas quinases (PKA
e/ou PKCg) tem sido implicada na modulagdo da atividade de canais iGnicos, os
quais apresentam residuos de aminoacidos passiveis de fosforilagdo por estas
enzimas. Uma vez fosforilados, a atividade destes canais é alterada, tornando-os
mais ou menos ativos, o que altera as caracteristicas elétricas da membrana,
aumentando sua excitabilidade. Até o momento, os principais canais i6nicos
implicados na sensibilizagdo dos nociceptores sdo os canais de sodio tetrodotoxina
resistentes (TTX-R), NaV1.8 e NaV1.9. A fosforilagdo destes canais altera sua

condutancia e também seu limiar de ativagao, levando, por fim, a uma diminuigdo do
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limiar de ativacdo da célula neuronal (ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1996;
GOLD et al., 1998; KHASAR et al., 1998; AKOPIAN et al., 1999; KHASAR et al.,
1999b; RUSH; WAXMAN, 2004; AMAYA et al., 2006; MAINGRET et al., 2008).
Ainda, pode ocorrer a fosforilagdo de canais de potassio dependentes de voltagem,
que leva a sua inibicdo e, consequentemente, ao aumento do potencial de repouso
do neurdnio (NICOL et al., 1997; EVANS et al.,, 1999). De forma geral, tais
modificacbes nestes canais (Na' e K') permitem a ativacdo do neurdnio por
estimulos anteriormente in6bcuos ou muito pouco efetivos.

No mesmo periodo em que se observou a importancia do AMPc para a
génese da hiperalgesia/hipernocicepgao inflamatéria, ja se sabia que em alguns
sistemas biologicos o aumento de GMPc tinha efeitos opostos aos do AMPc
(GOLDBERG et al., 1975). Nesse sentido, investigou-se o efeito do GMPc sobre a
hipernocicepgao induzida por PGE,. Assim, demonstrou-se que o dibutiril-GMPc era
capaz de reverter a hipernocicepgéao instalada (FERREIRA; NAKAMURA 1979a).

1.9 Participacao da via L-Arginina-NO-GMPc na dor inflamatéria

O NO é uma molécula gasosa envolvida em varios processos fisiolégicos,
como vasodilatagao, citotoxicidade de macrofagos, neurotoxicidade e plasticidade
neuronal central (SCHUMAN & MADISON, 1). Como descrito anteriormente, o NO é
sintetizado a partir da L-arginina em uma reacdo catalisada por uma familia de
enzimas conhecidas como NOS (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) (Esquema 1).
O NO formado ativa a enzima guanilato ciclase, que produz um aumento nos niveis
de GMPc (MELLER & GEBHART, 1993).

Varias evidéncias apontam para o envolvimento do NO no processo
nociceptivo, tanto periférico como central. Entretanto os efeitos descritos nestes
inUmeros estudos mostram tanto efeitos pré-nociceptivos quanto antinociceptivos. A
maioria dos dados que indicam a participacdo do NO na nocicepcédo no sistema
nervoso central sdo baseados em efeitos antinociceptivos de inibidores da NOS,
como os demonstrados em modelos de hipernocicep¢gao mecéanica ou térmica em
roedores (PRZEWLOCKI et al., 1993; PRZEWLOCKA et al.,, 1994; INOUE et al.,
1997) ou de dor quimica persistente (HALEY et al., 1992; MOORE et al., 1992;
BABBEDGE et al.,, 1993; MALMBERG & YAKSH, 1993; HAO & XU, 1996;

MACHELSKA et al.,, 1997), os quais foram interpretados como uma agao pro-
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nociceptiva do NO. No entanto o efeito antinociceptivo dos inibidores de NOS nao foi
confirmado em alguns experimentos também usando modelos de hipernocicepg¢ao
mecanica ou térmica em roedores (MELLER et al., 1992; ZHUO et al.,, 1993;
IWAMOTO & MARION, 1994; XU et al., 1995; MACHELSKA et al., 1997; ALEY et
al., 1998) ou de dor quimica persistente (GOETTL & LARSON, 1996). Consistente
com a hipotese de efeito pré-nociceptivo central do NO, alguns experimentos
demonstraram que a administragcao intratecal de doadores de NO, como SIN-1
(PRZEWLOCKI et al., 1993), SNAP (PRZEWLOCKA et al., 1994) e NOC-18 (INOUE
et al., 1997) apresentava um efeito hipernociceptivo em modelos de hipernocicepg¢ao
mecanica ou térmica em ratos. Entretanto, Sousa e Prado (2001) demonstraram que
a administragcdo intratecal de baixas doses de SIN-1 reduzia a hipernocicepgao
mecanica induzida pela ligadura do nervo ciatico, enquanto altas doses n&o tinham
efeito, ou aumentavam a hipernocicep¢cdo mecanica. Em contraste, a administragao
intratecal de SIN-1 apresentava apenas efeito antinociceptivo no teste do “tail flick”
em ratos. Assim, as razdes para estes resultados discrepantes na literatura parecem
ser devido aos diferentes modelos e as diferentes doses das drogas utilizadas.

Com relacdo ao efeito periférico do NO, a literatura também apresenta
efeitos controversos. Inibidores de NOS, administrados por via intraplantar, nao
apresentaram efeitos no modelo de pressao plantar em ratos (ALEY et al., 1998) ou
no teste da formalina (GRANADO-SOTO et al., 1997, AGUIRRE-BANUELOS &
GRANADOS-SOTO, 1999). Entretanto, estudos brasileiros de Duarte e Ferreira
(2000) relataram que a administragao de um inibidor de NOS (L-NAME) levava a um
potente efeito inibidor na hipernocicepcao induzida pela administracio intraplantar
de carragenina no teste de Randall-Sellitto modificado em ratos, apesar de relatos
anteriores demonstrarem, no mesmo teste, que a administragdo do precursor de NO,
L-arginina, tanto por via intraplantar (DUARTE et al.,, 1990; KAWABATA et al,,
1992b; Nakamura et al., 1996) quanto subcutanea (KAWABATA et al., 1992a),
também reduzia a hipernocicepg¢ao induzida por carragenina.

Por outro lado, a hipernocicepg¢ao induzida pela administragéo intraplantar
de L-arginina foi relatada por Aley et al. (1998) no mesmo teste de pressao plantar
em ratos. No teste da formalina em camundongos, baixas doses de L-arginina por
via intraplantar aumentaram a resposta na primeira fase, enquanto altas doses

reduziram a resposta na segunda fase (KAWABATA et al., 1994). Por outro lado, a
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L-arginina tem sido relatada como capaz de aliviar alguns tipos de dor crbnica de
pacientes (TAKAGI et al., 1990; HARIMA et al., 1991).

A administragdo periférica de doadores de NO tanto em animais de
laboratdério quanto em humanos também tem levado a resultados discrepantes. SIN-
1 por via intraplantar induziu hipernocicepg¢éo no teste de pressao plantar em ratos
(ALEY et al., 1998), enquanto nitroprussiato de sodio (200-500 ug) (DUARTE et al.,
1990), SIN-1 (50-100 ng) (FERREIRA et al., 1991) ou SNAP (50-200 pg) (CUNHA et
al., 1999) por via intraplantar reduziram a hipernocicepgao induzida por PGE; no
teste de pressao plantar em ratos. Em voluntarios humanos, o NO, dissolvido em
solugdo tampdo de fosfato isoosmolar, provocou dor apds administracao
intradérmica (HOLTHUSEN & ARNDT, 1994). Em contraste, o gliceril trinitrato
reduziu a dor induzida pela escleroterapia de veias da perna (BERRAZUETA et al.,
1994) e controlou a dor em mulheres com dismenorréia grave (PITTROF et al.,
1996). A nitroglicerina transdérmica foi benéfica no manuseio da dor no ombro
secundaria a tendinite do supraespinhoso (BERRAZUETA et al., 1995) e como
coadjuvante na terapia com opiodides para controle da dor em pacientes com cancer
(LAURETTI et al., 1999a).

A explicacdo para estes efeitos controversos do NO na hipernocicepgcao
periférica pode novamente ser atribuido a dosagem das drogas utilizadas. Assim,
baixas concentracbes de NO parecem ser antinociceptivas, enquanto altas
concentragbes parecem ser pro-nociceptivas. Assim, Prado et al. (2002), utilizando
um modelo em ratos de dor pds-operatoria persistente, avaliou o efeito da aplicacao
local de creme hidrofébico contendo varias concentracdes de doadores de NO
(dinitrato de isosorbide ou SNAP), concluindo que a aplicagdo de drogas que
geravam baixas concentragées de NO reduziam a intensidade da dor insicional,
enquanto aquelas que geravam altas concentragdes de NO intensificavam a dor
incisional.

A descoberta de que o NO produzido pela ativacdo da enzima NOS
ativava a guanilato ciclase, com consequiente producédo de GMPc (KNOWLES et al.,
1989), associada a viabilizagdo de ferramentas farmacoldgicas especificas que
inibem a via NO/GMPc, permitiram demonstrar que o NO bloqueia a hipernocicepgao
mecanica, sendo este efeito mediado por GMPc (DUARTE et al., 1990).

Conforme mencionado, a excitabilidade neuronal depende da modulagao

da atividade de certos canais ibnicos. Dessa forma, seria esperado que a ativagao
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da via NO/GMPc modulasse a atividade de alguma populagdo de canais idnicos,
finalmente restabelecendo a excitabilidade neuronal normal. Nesse sentido, a
ativacdo desta via metabdlica intracelular pelas drogas analgésicas bloqueadoras
diretas da hiperalgesia/hipernocicepgao parece se contrapor a sensibilizacdo dos
nociceptores por promover a abertura dos canais K'atr (RODRIGUES, DUARTE,
2000). Esta modulagao, possivelmente, favorece o efluxo deste ion, de modo a
contrabalancear o limiar neuronal aumentado devido as alteragbes funcionais dos
canais de Na‘e K*associados a sensibilizacdo. Neste sentido, foi demonstrado que o
bloqueio pela morfina, dipirona, nitroprussiato de soédio, e dibutiril-GMPc na
hipernocicepgao induzida por PGE; foi antagonizado por inibidores especificos dos
canais K'atp, como glibenclamida e tolbutamina (Rodrigues & Duarte, 2000; Soares
et al., 2000; Soares & Duarte, 2001; Alves & Duarte, 2002).

Com relacao ao PCI, nao existe nenhum relato na literatura sobre seus
efeitos na hipernocicepc¢ao. Devido as controvérsias da literatura no que se refere ao
papel do NO no PCI-r, e ao fato de parecer ser a abertura dos canais K'atp a via
final do efeito protetor do PCI na lesdao de reperfusao (TAPURIA et al., 2008), no
presente trabalho foi proposto investigar se o PCIl-r apresenta um efeito

antinociceptivo e se este efeito ocorre através da via NO-GMPc- canais K atp.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

2.1.1 Avaliar os mecanismos e mediadores envolvidos no efeito do Pré-
condicionamento Isquémico remoto no recrutamento de neutrofilos e sobre a

hipernocicepgéo no curso da resposta inflamataria.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o efeito do Pré-condicionamento Isquémico remoto no
rolamento leucocitario, adesao ao endotélio venular e na migragao de neutrdfilos, in

vivo, durante a resposta inflamatéria a distancia.

2.2.2 Avaliar a contribuicdo da via L-Arginina-NO-GMPc e dos canais de
potassio sensiveis ao ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquémico remoto na
migracédo de neutrdfilos induzida por carragenina durante a resposta inflamatéria a

distancia.

2.2.3 Estudar o efeito inibitério do Pré-condicionamento Isquémico remoto
sobre a produgdo de citocinas proé-inflamatoérias induzidas por carragenina em

cavidade peritoneal.

2.2.4 Avaliar o efeito do Pré-condicionamento Isquémico remoto na

hipernocicep¢do mecanica na pata contralateral durante a resposta inflamatoria.

2.2.5 Avaliar a contribuigdo da via L-Arginina-NO-GMPc e dos canais de
potassio sensiveis ao ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquémico remoto na
hipernocicep¢cdo mecénica induzida por PGE; na pata contralateral durante a

resposta inflamataria.
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3 METODO
3.1 Animais

Para os experimentos de migracdo de neutréfilos foram utilizados
camundongos machos, das linhagens C57BL/6 (selvagens - “wild type”) e
camundongos com delegdo génica da NOSi (NOSi-/-), todos pesando de 18 a 20g.
Os animais foram mantidos nos Departamentos de Farmacologia e Imunologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto sob condi¢gdes de temperatura (22-25°C),
sem restricdo hidrica ou dietética (ad libitum) e ciclo claro/escuro controlados. Os
camundongos geneticamente modificados foram adquiridos do Jackson Laboratories
(Bar Harbor, Maine, U.S.A).

Para os experimentos de hipernocicep¢cdo mecanica foram utilizados ratos
(Mamalia Rodentia, Muridae, Rattus norvegicus albinus), machos, adultos, da
linhagem Wistar, com peso entre 200 e 250 gramas, procedentes do Biotério Central
do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
alimentados com dieta padrdo de laboratério (Labina®, Racdo para Ratos,
Camundongos e Hamsters — Ralston Purina do Brasil LTDA. — Paulinia — SP) e agua
a vontade. Foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, em
namero maximo de seis por gaiola de polipropileno (40 x 30 x 15 cm).
Permaneceram em ambiente climatizado, a temperatura média de 25°C, umidade
relativa do ar em torno de 60% e iluminagdo adequada, obedecendo ao ciclo dos
dias e noites, conforme preceitos do Guia de Cuidados e Utilizagdo dos Animais de
Laboratério do “U.S. Department of Health and Human Services” (1985).

Os protocolos experimentais realizados neste trabalho estdo de acordo
com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), as diretrizes para uso de animais
experimentais em estudos de dor da IASP (ZIMMERMANN, 1983) e foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do
Ceara (Protocolo N° 094/09) (Anexo).
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3.2 Drogas

a) Carragenina — Sigma — dissolvida em salina 0,9%;

b) Prostaglandina E; (PGE2)- Sigma - dissolvida em salina 0,9%;

¢) Aminoguanidina (inibidor seletivo da NOS induzida) — Sigma — dissolvida em
PBS;

d) NG-Monometil-L-Arginina (L-NMMA; inibidor ndo seletivo da NOS) - Tocris
Cookson - dissolvido em salina 0,9%;

e) S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP; doador de NO) - Tocris Cookson -
dissolvido em salina 0,9%;

f) 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one (ODQ; inibidor da guanilato
ciclase) - Tocris Cookson — dissolvido em PBS-DMSO 1%;

g) Glibenclamida ( bloqueador de canal de potassio) — Sigma — dissolvido em
salina 0,9% -Tween 20 2%

3.3 Preparo de Solugdes e Corantes

3.3.1 Tampao salina-fosfato (PBS)

Cloreto de SOdio (NaCI, MEICK),.....uuiieeieeeeeee et 8,09
Cloreto de Potassio (KCI, Merck),........ooviiiiiiiiiieeiei e 0,2g
Fosfato de Sodio dibasico (NazHPO4, Merck),.........ooovvveviiiiiiiieeieeeies 1,15¢
Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4, Merck),........cveveeeeiiiniiiiiiiiiiiinen. 0,2g
Agua deionizada Milli-Q G.S.P......cviveeiee e ettt e, 1000ml

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solugédo autoclavada e estocada

em garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizada.

3.3.2 PBS/EDTA

= 1 SRS 1000 ml
LI AT L =1 =1 I € T . - | R 1.0 ml
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3.3.4 Corante Panético Rapido (LaborClin)
Panético rapido n° 1: compde-se por uma solucao de triariimetano a 0,1%.
Pandtico rapido n° 2: compde-se por uma solucao de xantenos a 0,1%.

Pandtico rapido n° 3: compde-se por uma solugao de tiazinas a 0,1%.

3.3.5 Corante Azul de Evans
Azul de Evans (SIGMA) ...t ssssss s s nannssnees 2,5g
e U= e L= 117= o £ VTR 100ml

3.4 Modelos Experimentais

3.4.1 Indugédo do Pré-condicionamento Isquémico na pata posterior de rato

O PCI na pata posterior foi realizado, em ratos anestesiados com éter
dietilico, por meio de aplicacdo de um torniquete com faixa elastica na regiao
proximal da pata posterior direita por um periodo de 10 minutos (Figura 3).
Imediatamente apds a aplicagédo do torniquete era realizada inje¢cdo e.v. de uma
solugéo a 2,5% de azul de Evans, na dose de 25 mg/kg, através do plexo venoso
dorsal do pénis (Figura 4). Este procedimento teve por finalidade validar o modelo de
isquemia completa da pata posterior, uma vez que a mesma quando isquémica era o
unico local do corpo do animal que ndo era corado pelo azul de Evans (Figura 5).
Apods os 10 minutos de isquemia realizou-se a liberagéo do torniquete e a reperfusao
da pata posterior direita foi claramente evidenciada e comprovada pelo
aparecimento do corante na pata posterior previamente ndao corada (Figura 6). O
periodo de reperfusédo foi de 30 minutos e somente apds o término do mesmo foi
realizada a avaliagdo do efeito do PCI no modelo de hipernocicepgdo mecanica na
pata contralateral. Para o procedimento SHAM os animais foram anestesiados da
mesma forma, entretanto néo foi realizada aplicagdo do torniquete e os modelos

experimentais foram testados apés 40 minutos (Figura 7).



FIGURA 3 - Aplicagdo do torniquete com faixa elastica.

FIGURA 4 - Aplicagdo de azul de Evans através do plexo venoso dorsal do pénis.
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FIGURA 5 - Distribuicao do azul de Evans por todo o corpo do animal, exceto pela pata
isquémica.

FIGURA 6 — Comparagao das patas posteriores apos 10 minutos de isquemia (A: visao ventral;
B: visdo dorsal) e logo apés a liberagao do torniquete (C: visdo ventral; D: visdo dorsal).
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3.4.2 Indugdo do Pré-condicionamento Isquémico na pata posterior de
camundongos

O PCI na pata posterior de camundongos foi realizado semelhante ao
método utilizado em ratos. Assim, os camundongos foram anestesiados com éter
dietilico e o PCI foi induzido por meio de aplicagdo de um torniquete com faixa
elastica na regido proximal da pata posterior direita por um periodo de 10 minutos.
Imediatamente apds a aplicacdo do torniquete era realizada inje¢do e.v. de uma
solugéo a 2,5% de azul de Evans, na dose de 25 mg/kg, através do plexo venoso
orbitario. Apds os 10 minutos de isquemia realizou-se a liberagdo do torniquete. O
periodo de reperfusédo foi de 30 minutos e somente apds o término do mesmo foi
realizada a avaliacdo do efeito do PCl no modelo de migragdo de neutrdfilos para
cavidade peritoneal. Para o procedimento SHAM os animais foram anestesiados da
mesma forma, entretanto nao foi realizada aplicacdo do torniquete e os modelos
experimentais foram testados apds 40 minutos. Para quantificacdo da extragdo de
azul de Evans durante o PCI, em um grupo separado os animais foram sacrificados
cinco minutos apos a aplicagdo do torniquete (durante o periodo de isquemia) e
cinco a 30 minutos apds a retirada do mesmo (durante o periodo de reperfuséo).
Apds o sacrificio os animais tiveram suas patas direita e esquerda retiradas,
pesadas e colocadas em um frasco contendo 2 ml de formamida com a finalidade de
extragdo do azul de Evans previamente administrado na dose de 25 mg/kg.
Posteriormente determinou-se a quantidade de azul de Evans extraida por pata
através da mudanca de densidade o6ptica (DO) a 630 nm de cada amostra,
comparada com a DO de uma curva de azul de Evans com concentracbes
conhecidas, semelhante ao método empregado por Garcia Leme e Wilhelm (1975).
Os resultados foram quantificados em pg de azul de Evans/ g de tecido e expressos

em média + erro padrao da média (EPM) (Figura 7).
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) Estimulo
Pré-tratamentos PCI Inflamatério
J R Migracao de
“ > 6h Neutréfilos
30’ 10° 30
3h Hipernocicep¢ao

Isquemia Reperfusao

FIGURA 7 - Delineamento experimental do efeito do Pré-condicionamento Isquémico na
migragao de neutrofilos e na hipernocicepgao.

3.4.3 Migracgao de neutréfilos in vivo

A migragado de neutréfilos para a cavidade peritoneal dos camundongos
foi avaliada 6 horas apds a administragao intraperitoneal (i.p.) de carragenina (500
mg/cavidade). Os animais foram sacrificados, a pele do abdémen foi aberta com
uma incisdo mediana sem lesar a musculatura e a cavidade peritoneal foi lavada
com 3 ml de tampdo PBS contendo EDTA (1 mM; PBS/EDTA). A partir do lavado
peritoneal foram realizadas as contagens total e diferencial das células.

A contagem total dos leucécitos na cavidade peritoneal foi realizada em
contador automatico de células (COULTER® A° T; Coulter Corporation, Miami,
Florida, USA), e expressa como nimero de células x 10%/ml.

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por
citocentrifugagéo (citospin; Shandon Lipshaw Inc, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) de
uma aliquota de 40 pl do lavado peritoneal. Posteriormente, as laminas foram
coradas pelo corante panotico rapido (LaborClin; Produtos para Laboratério Ltda,
Pinhais, PR, Brasil). As células foram examinadas em microscépio 6ptico através da
objetiva de imersdo em oleo (aumento de 1000 x), sendo contadas 100 células por
lamina, diferenciando-se quatro tipos celulares: neutréfilos, eosinodfilos,
mononucleares e mastécitos. A quantificacdo de cada tipo celular presente na
cavidade peritoneal foi calculada pela percentagem das células contadas nos
esfregagos e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os

resultados foram expressos como ntimero de neutrdfilos x 10° /ml.
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3.4.4 Microscopia Intravital

Os animais foram preparados para a avaliacdo do rolamento e adeséo
dos leucécitos no endotélio venular do leito mesentérico, 2 e 4 horas,
respectivamente, apds a administracdo i.p. de carragenina. Os procedimentos
empregados para avaliar rolamento e ades&o leucocitaria nas ceélulas endoteliais,
através da técnica de microscopia intravital, foram previamente descritos (BAEZ,
1969; FORTES et al., 1991). Os animais foram, previamente, anestesiados com
injecéo i.p. de tribromoetanol 2.5 % (10 ul/ 10 g) e, através de uma incisdo lateral na
parede abdominal, o mesentério foi exteriorizado para a observagcdo da
microcirculagao in situ. Os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida
(37°C), dotada de area transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A preparagdo
foi mantida umida e aquecida por irrigacdo com solugéo de Ringer-Locke ou salina
estéril a 37°C. A placa aquecida foi mantida sobre o “charriot” de um microscépio
6ptico tri-ocular, ao qual estavam acoplados um fototubo, com sistema de lentes
ampliadoras superpostas, uma camera e um monitor de video que permitiu a
projecdo e gravacao das imagens. O aumento final foi de 3400 vezes (Figura 8). Os
vasos selecionados para o estudo foram vénulas poés-capilares com diametro
variando entre 8 a 12 um. Duas horas ap6s a administragéo do estimulo inflamatério
(carragenina), avaliou-se o rolamento de leucdcitos aos vasos do mesentério, sendo
analisados trés vasos por animal, durante 10 minutos cada vaso, estimando-se o
resultado como média de todos. Os resultados do rolamento foram expressos como
numero de leucdcitos que rolaram por minuto. Quatro horas ap6s a administragéo de
carragenina avaliou-se o numero de leucocitos aderidos no endotélio ao longo de
uma extensdo de 100 um? de vénula. Esta foi definida na tela do monitor: 10 pm no
tecido correspondem a 3.4 cm na tela. Uma dada segao do leito vascular foi testada
somente uma vez para a determinacdo do numero de leucdcitos aderidos no
endotélio. Trés determinagbes numéricas foram feitas por animal, estimando-se o
resultado como média de todos. O numero de células aderidas foi avaliado

utilizando-se imagens gravadas, sendo expressos como células aderidas/100 pm?.
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FIGURA 8 — Modelo de Microscopia Intravital.

3.4.5 Quantificagao de TNF-q, IL-1p e KC

Os niveis de TNF-a, IL-1B e KC foram detectados no exsudato peritoneal
pelo método imunoenzimatico ELISA (TAKTAK; LEE, 1991), descrito a seguir.
Placas de microtitulagao (96 pogos) foram recobertas com 50 pl/ pogo do anticorpo
especifico anti-TNF-a (2 pg/mL), anti-IL-1B (2 pg/mL) ou anti-KC (4 pg/mL) (R&D
systems). Estes anticorpos foram diluidos em solucao de ligagéo (coating buffer) pH
7.2 e incubados por 18-24 horas a 4°C. As placas foram lavadas por trés vezes com
PBS/Tween-20 (0.05%; Sigma). As ligagdes nao especificas foram bloqueadas com
100 pl de PBS/BSA 1% por 120 minutos em temperatura ambiente. As amostras e o
padrdo (curva padrao) contendo as concentragdes para TNF-a (2000 pg/ml), IL-1B
(2000 pg/ml) e KC (4000 pg/ml) (R&D systems) foram colocados nas placas (50 pl) e
incubados por 18-24 horas a 4°C. Apods esse periodo, as placas foram lavadas com
PBS/Tween-20 e 50 ul dos anticorpos biotinilados especificos para cada citocina
foram adicionados nas concentragdes: TNF-ao (1:1000), IL-18 (1:1000) ou KC
(1:1000). Apdés uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween-20, e o
conjugado avidina-peroxidase, na diluigdo de 1:5000 adicionado a cada pogo e as

placas incubadas por 30 minutos. As placas foram lavadas com PBS/Tween-20 e,
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em seguida foi adicionado 50 ul do substrato OPD (o-fenilenediamina-dihidrocloreto;
Sigma) em tampao substrato (pH 5.0). A reacgéo foi interrompida com 50 ul de H,SO4
(1 M) e, a densidade 6ptica (DO) medida a 490 nm em espectrofotdbmetro (Spectra
Max-250, Molecular Devices). Os resultados foram expressos em pg de TNF-a , IL-

1B ou KC/mL do exsudato peritoneal.

3.4.6 Hipernocicepcao mecanica em patas de ratos: Teste de Pressao
Crescente na Pata (von Frey eletrénico).

Todos os testes nociceptivos foram realizados entre 8 e 17 horas. A
avaliagdo da hipernocicepgao mecanica foi realizada pelo método de pressao
crescente na pata de ratos, previamente descrito (VIVANCOS et al., 2004).
Resumidamente, este método utiliza-se de um analgesimetro digital (eletronic Von-
Frey - analgesimetro digital, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil, Figura 9). Este
aparelho é composto de um transdutor de presséo ligado por um cabo a um detector
digital de forga, a qual é expressa em gramas. Ao transdutor foi adaptada uma
ponteira descartavel de 0,7 mm? que estimula diretamente a pata do animal (Figura
10). O experimentador é treinado a aplicar a ponteira em angulo reto na regiao
central da pata traseira do animal, com uma pressao gradualmente crescente, até
que provoque uma uma flexdo da pata seguida por um “flinch” apds a retirada da
pata em contato com o aparelho. O estimulo é entdo interrompido e a forga exercida
para promover a resposta caracteristica foi registrada. O experimentador,
inicialmente faz uma triagem dos animais que respondem de modo adequado, um
dia antes do experimento. Foram realizadas trés medidas distintas para cada animal,
antes e apds a administragdo dos estimulos nociceptivos, sendo calculada a média
aritmética das medidas. A intensidade de hipernocicepcido é quantificada como a
variagao na forga (A de reacdo em gramas), que € o valor mensurado no tempo zero

subtraido do valor mensurado nas horas apds a inje¢do do estimulo nociceptivo.
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FIGURA 9 - Hipernocicepgao mecanica em patas de ratos: Teste de Pressao Crescente na Pata
(von Frey eletrénico).

FIGURA 10 - Afericao da hipernocicep¢cao mecanica em patas de ratos: Teste de Pressao
Crescente na Pata (von Frey eletronico).

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas acrilicas
medindo 12 x 20 x 17 cm, com assoalho formado por uma rede de malhas medindo
cerca de 5 mm? constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de didmetro. As caixas
foram mantidas a uma distancia de 25 cm da superficie de uma bancada, de modo a
permitir a estimulagdo mecanica da pata traseira dos animais. Antes do inicio dos
experimentos 0s animais permaneceram nessas caixas por quinze minutos para a

adaptacgao.



3.5 Protocolos Experimentais

EFEITO DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO NA
RESPOSTA INFLAMATORIA EM CAMUNDONGOS SELVAGENS

MIGRACAO DE NEUTROFILOS

FIGURA 11 — Avaliagao do efeito do Pré-condicionamento Isquémico da

Efeito do Papel do Papel do Papel dos Liberacao
PCI-r NO GMPc canais de
K arp citocinas
G1: PBS G1: PBS G1: PBS G1: PBS G1: PBS
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G3: PCI+Cg G3: PCI+Cg G3: PCI+Cg G3: PCI+Cg G3: PCI+Cg
(n=6) G4: Amino+ G4: ODQ+ G4: GLB+ (n=6)
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G6: SNAP+ (n=6) (n=6)
Cg
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diferencial IL1-Be
de células KC
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pata posterior na
migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal em camundongos selvagens. PBS: Tampao
salina-fosfato; Cg: carragenina; PCI: Pré-condicionamento Isquémico; Amino: aminoguanidina; ODQ:
1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one; GLB: glibenclamida.
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3.5.1 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na migragao
de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em
camundongos

Dezoito camundongos C57BL/6 (selvagens -“‘wild type”) foram divididos
em trés grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0,2 ml) por via i.p.; no
segundo grupo foi injetado carragenia (500 ug/cavidade) i.p.; e no terceiro realizou-
se a inducao do PCI da pata posterior direita imediatamente antes da administragao
i.p. de carragenina (500 pg/cavidade). Seis horas apdés a administragédo i.p. dos
estimulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o numero de
neutréfilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito
anteriormente (Figura 11).
3.5.2 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina em camundongos

Trinta e seis camundongos C57BL/6 (selvagens -‘wild type”) foram
divididos em seis grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.;
e nos outros cinco grupos foi administrado como estimulo inflamatério carragenina
(500 ng/cavidade) i.p. Em um destes cinco ultimos grupos foi realizada somente a
administragdo i.p. de carragenina; em outro o PCl da pata posterior direita foi
realizado imediatamente antes da injecao i.p. de carragenina; em outro se realizou o
pré-tratamento dos animais por via subcuténea (s.c.) com o inibidor seletivo da
NOSi, aminoguanidina (100 mg/kg) trinta minutos antes da realizagao do PCI, sendo
a carragenina injetada i.p. imediatamente apos a indugao do PCI; em outro grupo a
administragado s.c. de aminoguanidina (100 mg/kg) foi realizada trinta minutos antes
do procedimento SHAM e setenta minutos antes da injecéo i.p. de carragenina; e no
ultimo grupo o doador de NO, SNAP (3 mg/kg) foi administrado s.c. trinta minutos
antes da injecédo i.p. de carragenina. Seis horas apds a administragao i.p. dos
estimulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o numero de
neutrofilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito

anteriormente (Figura 11).
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3.5.3 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina em camundongos

Trinta camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos em
cinco grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.; € nos
outros quatro grupos foi administrado como estimulo inflamatoério carragenina (500
ug/cavidade) i.p. Em um destes quatro ultimos grupos foi realizada somente a
administragcdo i.p. de carragenina; em outro o PCl da pata posterior direita foi
realizado imediatamente antes da injecdo i.p. de carragenina; em outro grupo se
realizou o pré-tratamento dos animais por via i.p. com o inibidor da GC, ODQ (5
umol/kg) trinta minutos antes da realizagdo do PCI, sendo a carragenina injetada i.p.
imediatamente apés a indugédo do PCI; no ultimo grupo a administracao i.p. de ODQ
(5 umol/kg) foi realizada trinta minutos antes do procedimento SHAM e setenta
minutos antes da injegao i.p. de carragenina. Seis horas apds a administragao i.p.
dos estimulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o numero de
neutrofilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito
anteriormente (Figura 11).
3.5.4 Papel dos canais de K'atp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico
da pata posterior na migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida
por carragenina em camundongos

Trinta camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos em
cinco grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.; € nos
outros quatro grupos foi administrado como estimulo inflamatoério carragenina (500
ug/cavidade) i.p. Em um destes quatro ultimos grupos foi realizada somente a
administragdo i.p. de carragenina; em outro o PCl da pata posterior direita foi
realizado imediatamente antes da injecdo i.p. de carragenina; em outro grupo se
realizou o pré-tratamento dos animais por via s.c. com o bloqueador dos canais de
K*atp, glibenclamida (20 mg/kg) trinta minutos antes da realizagdo do PCI, sendo a
carragenina injetada i.p. imediatamente apd6s a indugéo do PCI; no ultimo grupo a
administragao i.p. de glibenclamida (20 mg/kg) foi realizada trinta minutos antes do
procedimento SHAM e setenta minutos antes da injecdo i.p. de carragenina. Seis

horas apds a administracdo i.p. dos estimulos (PBS ou carragenina), os animais
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foram sacrificados e o numero de neutréfilos presente no lavado peritoneal foi
determinado como descrito anteriormente (Figura 11).
3.5.5 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
sintese e/ou liberagao de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1B e KC)
induzidas por carragenina na cavidade peritoneal

Quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -‘wild type”) foram divididos

em trés grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no segundo foi
administrado como estimulo inflamatério carragenina (500 pg/cavidade) i.p.; e no
ultimo grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da
injecdo i.p. de carragenina. As células da cavidade peritoneal foram coletadas com
0.5 ml do meio RPMI contendo EDTA (0.1 M) 2 h apés a injecédo i.p. de carragenina,
e estas foram incubadas a 37°C e 5% CO, por 6 h. As concentragdes de TNF-a, IL-
1B ou KC foram determinadas no sobrenadante do exudato peritoneal pelo método
ELISA, descrito anteriormente (Figura 11).
3.5.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre o
rolamento, adesao leucocitaria ao endotélio venular e migragao de neutréfilos
para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em camundongos
selvagens e NOSi-/-

Inicialmente, quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram
divididos em trés grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no
segundo foi administrado como estimulo inflamatério carragenina (500 ug/cavidade)
i.p.; e no ultimo grupo o PCIl da pata posterior direita foi realizado imediatamente
antes da injecdo i.p. de carragenina. Quinze camundongos NOSi-/- foram divididos
em outros trés grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no
segundo foi administrado como estimulo inflamatério carragenina (500 ug/cavidade)
i.p.; e no ultimo grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente
antes da injecéo i.p. de carragenina. Apés 2 h (para o rolamento) ou 4 h (para
adesdo no endotélio) da administragdo do estimulo inflamatério (PBS ou
carragenina), os animais foram preparados para a avaliagdo da microscopia
intravital, descrito anteriormente. Esses parametros foram determinados em vénulas
de cinco diferentes campos na porgao ileocecal da microcirculagdo mesentérica
(Figura 12).
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EFEITO DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO
REMOTO NO RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS
EM CAMUNDONGOS NOSi-/-

MIGRACAO PARA
MICROSCOPIA CAVIDADE
INTRAVITAL PERITONEAL
G1: PBS (WT)
G2: Cg (WT) G1: PBS (WT)
G3: PCI+Cg (WT) G2: Cg (WT)
G4: PBS (NOSi-/-) G3: PCI+Cg (WT)
G5: Cg (NOSi-/-) G4: PBS (NOSi-/-)
G6: PCI+Cg (NOSi-/-) G5: Cg (NOSi-/-)
(n=5) G6: PCI+Cg (NOSi-/-)
(n=5)
2h 4h
6h
Rolamento Adesao Contagem
de de total e
leucdcitos leucdcitos diferencial
de células

FIGURA 12 - Avaliacdao do efeito do Pré-condicionamento isquémico da pata posterior na
migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal em camundongos NOSi-/-. PBS: Tampéao
salina-fosfato; Cg: carragenina; PCI: Pré-condicionamento Isquémico; WT: camundongos selvagens —
“wild type”; NOSi-/-: camundongos deficientes para a enzima NO sintase induzida.

Posteriormente, outros quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -‘wild
type”) foram divididos em trés grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por
via i.p., no segundo foi administrado como estimulo inflamatério carragenina (500
ug/cavidade) i.p.; e no ultimo grupo o PCIl da pata posterior direita foi realizado
imediatamente antes da injecédo i.p. de carragenina. Outros quinze camundongos
NOSi-/- foram divididos em outros trés grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2
ml) por via i.p., no segundo foi administrado como estimulo inflamatério carragenina
(500 pg/cavidade) i.p.; e no ultimo grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado
imediatamente antes da injecao i.p. de carragenina. Seis horas ap6s a administragao

i.p. dos estimulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o nimero
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de neutréfilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito

anteriormente (Figura 12).

EFEITO DO PRE-CONDICIONAMENTO
ISQUEMICO REMOTO NA
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FIGURA 13 - Avaliagao do efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior direita
na hipernocicepg¢ao mecanica da pata posterior esquerda. SAL: salina; PCI: Pré-condicionamento
Isquémico; Cg: carragenina; PGE,: prostaglandina E,; L-NMMA: NG-Monometil-L-Arginina ; Amino:
aminoguanidina; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one; GLB: glibenclamida.
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3.5.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
hipernocicepgdao mecanica induzida pela carragenina na pata contralateral de
ratos

Vinte e quatro ratos foram divididos em quatro grupos: o primeiro recebeu
apenas salina (50 ul) por via intraplantar (i.pl.) esquerda quarenta minutos apds o
procedimento SHAM; no segundo o PCIl da pata posterior direita foi realizado
imediatamente antes da injegéo i.pl. esquerda de salina (50 ul); no terceiro grupo a
hipernocicepgdo mecénica foi induzida com a administragdo i.pl. esquerda de
carragenina (300 ug/pata) quarenta minutos apés o procedimento SHAM; e no ultimo
grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da injecao
i.pl. esquerda de carragenina (300 pg/pata). Trés horas apds a administragao i.pl.
dos estimulos (salina ou carragenina), o limiar nociceptivo mecanico foi avaliado
conforme descrito anteriormente (Figura 13).
3.5.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
hipernocicepg¢ao mecanica induzida pela PGE; na pata contralateral de ratos

Vinte e quatro ratos foram divididos em quatro grupos: o primeiro recebeu
apenas salina (50 ul) por via intraplantar (i.pl.) esquerda quarenta minutos apds o
procedimento SHAM; no segundo o PCIl da pata posterior direita foi realizado
imediatamente antes da injeg&o i.pl. esquerda de salina (50 ul); no terceiro grupo a
hipernocicepcao mecéanica foi induzida com a administracao i.pl. esquerda de PGE;
(400 ng/pata) quarenta minutos apés o procedimento SHAM; e no ultimo grupo o PCI
da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da injegao i.pl. esquerda
de PGE; (400 ng/pata). Trés horas apds a administrac&o i.pl. dos estimulos (salina
ou PGEy), o limiar nociceptivo mecanico foi avaliado conforme descrito
anteriormente (Figura 13).
3.5.9 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢do mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos

Quarenta e dois ratos foram divididos em sete grupos: o primeiro grupo
recebeu apenas salina (50 ul) por via i.pl. esquerda; e nos outros seis grupos a
hipernocicepcdo mecénica foi induzida com a administracao i.pl. esquerda de PGE;
(400 ng/pata). Em um destes seis ultimos grupos foi realizada somente a

administracao i.pl. esquerda de PGE;; em outro o PCIl da pata posterior direita foi
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realizado imediatamente antes da injecao i.pl. esquerda de PGE;; em outro se
realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o inibidor nao
seletivo da NOS, L-NMMA (50 ng/pata) trinta minutos antes da realizagédo do PClI,
sendo a PGE; injetada i.pl. esquerda imediatamente apds a indugao do PCI da pata
direita; em outro grupo a administragao i.pl. esquerda de L-NMMA (50 pg/pata) foi
realizada trinta minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE; injetada i.pl.
esquerda quarenta minutos apds o procedimento SHAM; no penultimo grupo se
realizou o pré-tratamento dos animais com o inibidor seletivo da NOSi,
aminoguanidina (100 pg/pata) trinta minutos antes da realizacdo do PCI, sendo a
PGE: injetada i.pl. esquerda imediatamente apds a indugcédo do PCI da pata direita; e
no ultimo grupo a administragdo de aminoguanidina (100 pg/pata) foi realizada trinta
minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE; injetada i.pl. esquerda
quarenta minutos apds o procedimento SHAM. Trés horas apés a administracao i.pl.
dos estimulos (salina ou PGEy3), o limiar nociceptivo mecéanico foi avaliado conforme
descrito anteriormente (Figura 13).
3.5.10 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢do mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos

Trinta ratos foram divididos em cinco grupos: o primeiro grupo recebeu
apenas salina (50 pl) por via i.pl. esquerda; e nos outros quatro grupos a
hipernocicepcao mecéanica foi induzida com a administracao i.pl. esquerda de PGE;
(400 ng/pata). Em um destes quatro ultimos grupos foi realizada somente a
administracao i.pl. esquerda de PGE;; em outro o PCI da pata posterior direita foi
realizado imediatamente antes da injecdo i.pl. esquerda de PGE; em outro grupo se
realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o inibidor da GC,
ODAQ (8 ug/pata) trinta minutos antes da realizagdo do PCI na pata direita, sendo a
PGE; injetada i.pl. esquerda imediatamente apds a indugédo do PCI da pata direita;
no ultimo grupo a administracao i.pl. esquerda de ODQ (8 ng/pata) foi realizada trinta
minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE; injetada i.pl. esquerda
quarenta minutos apds o procedimento SHAM. Trés horas apés a administracao i.pl.
dos estimulos (salina ou PGE;), o limiar nociceptivo mecénico foi avaliado conforme

descrito anteriormente (Figura 13).
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3.5.11 Papel dos canais de K*atp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico
da pata posterior sobre a hipernocicepcao mecanica induzida pela PGE; na
pata contralateral de ratos

Trinta ratos foram divididos em cinco grupos: o primeiro grupo recebeu
apenas salina (50 pl) por via i.pl. esquerda; e nos outros quatro grupos a
hipernocicepgéo mecanica foi induzida com a administragao i.pl. esquerda de PGE;
(400 ng/pata). Em um destes quatro ultimos grupos foi realizada somente a
administracao i.pl. esquerda de PGE;; em outro o PCl da pata posterior direita foi
realizado imediatamente antes da injecao i.pl. esquerda de PGE;; em outro grupo se
realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o bloqueador dos
canais de K'atp, glibenclamida (160 ug/pata) trinta minutos antes da realizagdo do
PCI na pata direita, sendo a PGE; injetada i.pl. esquerda imediatamente apos a
indugdo do PCI da pata direita; no ultimo grupo a administragado i.pl. esquerda de
glibenclamida (160 pg/pata) foi realizada trinta minutos antes do procedimento
SHAM, sendo a PGE; injetada i.pl. esquerda quarenta minutos apds o procedimento
SHAM. Trés horas ap6s a administragdo i.pl. dos estimulos (salina ou PGE,), o limiar

nociceptivo mecanico foi avaliado conforme descrito anteriormente (Figura 13).
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3.6 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada através do teste de analise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos foi realizado o teste
de comparagdes multiplas de Tukey. Os resultados foram expressos em média +
EPM, sendo as diferengas consideradas estatisticamente significantes quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Protocolo de Pré-condicionamento Isquémico em camundongos

O protocolo de Pré-condicionamento Isquémico remoto utilizado neste
estudo foi obtido com a isquemia da pata posterior direita, colocando um garrote
elastico de borracha na parte proximal do membro por 10 minutos e depois
reperfundidos por 30 minutos apds a sua retirada. A isquemia foi monitorada com a
administragdo de Azul de Evans (25 mg/kg, iv) imediatamente apds a indugado da
isquemia com o torniquete. A extragao de azul de Evans foi significativamente menor
no membro direito, durante a isquemia. Apos a liberagédo do torniquete, a extragéo
do azul de Evans em ambos os membros foi semelhante e persistiu por 30 minutos
(Figura 14)
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Figura 14 — Extragao de Azul de Evans nas patas posteriores direita e esquerda durante o Pré-
condicionamento Isquemico em camundongos. m: Pata posterior direita; A: Pata posterior
esquerda; d4—p: Periodo de isquemia do Pré-condicionamento Isquémico; <«=—=p: Periodo de
reperfusdo do Pré-condicionamento Isquémico. Os resultados sdo expressos em média + EPM de
seis animais por grupo. (*) p<0,05, em comparagdo com o grupo pata direita. ANOVA — Teste de
Tukey.
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4.2 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na migragao de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em
camundongos

Na Figura 15 observa-se que o PCIl da pata posterior, quando realizado
imediatamente antes da administragdo i.p. de carragenina, inibiu de forma
significativa a migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal ocorrida 6 horas

apos a administragao de carragenina (79,01%, p<0,01),.
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FIGURA 15 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na migragdao de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos. PCI: Pré-
condicionamento isquémico. Os resultados sdo expressos em média + EPM de seis animais por
grupo. (#) p<0,01, em comparacao com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagdao com o grupo Sham.
ANOVA - Teste de Tukey.
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4.3 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior
na migracao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina
em camundongos

A administragdo de aminoguanidina trinta minutos antes da indugdo do
PCIl da pata posterior bloqueou de forma significativa o efeito inibitério do PCI na
migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. A
administracdo de aminoguanidina trinta minutos antes do procedimento sham nao
alterou significativamente a migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal
induzida por carragenina. Por outro lado, a administragcdo do SNAP, um doador de
NO, trinta minutos antes da carragenina simulou o efeito do PCI inibindo de forma
significativa a migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina (Figura 16).
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FIGURA 16 - Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na
migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos.
PCI: Pré-condicionamento isquémico; Amg: Aminoguanidina; SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilamina.
Os resultados sdo expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em
comparagdo com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagdo com o grupo Sham. (a) p<0,01,
comparacgao entre os grupos PCl e Amg+PCIl. ANOVA — Teste de Tukey.
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4.4 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragcao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina em camundongos

A administragdo de ODQ trinta minutos antes da indugédo do PCI da pata
posterior bloqueou de forma significativa o efeito inibitério do PCIl na migracao de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. A administragdo de
ODAQ trinta minutos antes do procedimento sham ndo alterou significativamente a
migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina (Figura
17).
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FIGURA 17 - Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior na
migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos.
PCI: Pré-condicionamento isquémico; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one. Os
resultados s&o expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagao
com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagdo com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparagéo entre os
grupos PCl e ODQ+PCI. ANOVA — Teste de Tukey.



76

4.5 Papel dos canais de K'atp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da
pata posterior na migracao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida
por carragenina em camundongos

Na Figura 18 observa-se que a administragdo de glibenclamida trinta
minutos antes da indugédo do PCI da pata posterior ndo foi capaz de alterar o efeito
inibitério do PCI na migragdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina. A administracdo de glibenclamida trinta minutos antes do procedimento
sham n&o alterou significativamente a migragcdo de neutréfilos para cavidade

peritoneal induzida por carragenina.
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FIGURA 18 - Papel dos canais de K arp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior na migragdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em
camundongos. PCI: Pré-condicionamento isquémico; Gbc: Glibenclamida. Os resultados sé&o
expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagdo com o grupo
PBS. (*) p<0,01, em comparagédo com o grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.
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4.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre o
rolamento, adesao leucocitaria ao endotélio venular e migragao de neutréfilos
para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em camundongos
selvagens e NOSi-/-

Na Figura 19 observa-se que o PCIl da pata posterior, quando realizado
imediatamente antes da administragdo i.p. de carragenina, inibiu de forma
significativa, em camundongos selvagens (NOSi +/+), o rolamento de leucécitos que
ocorre 2 horas apos a administragao i.p. de carragenina (75,94%, p<0,01), o mesmo
nao sendo observado nos animais NOSi -/-.
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FIGURA 19 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre o rolamento
leucocitario induzido por carragenina na cavidade peritoneal de camundongos selvagens e
NOSi-/-. PCI: Pré-condicionamento isquémico; (A) NOSi +/+: Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-:
Camundongos com delegéo génica da NOSi. Os resultados sdo expressos em média + EPM de cinco
animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagdo com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagdo com o
grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.
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Na Figura 20 observa-se que o PCIl da pata posterior, quando realizado
imediatamente antes da administragdo i.p. de carragenina, inibiu de forma
significativa, em camundongos selvagens (NOSi +/+), a adesdo leucocitaria ao
endotélio venular que ocorre 4 horas apdés a administragdo i.p. de carragenina

(56,51%, p<0,01), o mesmo n&o sendo observado nos animais NOSi -/-.
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FIGURA 20 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a adesao
leucocitaria ao endotélio vascular induzida por carragenina na cavidade peritoneal de
camundongos selvagens e NOSi-/-. PCl: Pré-condicionamento isquémico; (A) NOSi +/+:
Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-: Camundongos com delegdo génica da NOSi. Os resultados
sédo expressos em meédia + EPM de cinco animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagdo com o
grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagédo com o grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.
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Nas Figuras 21 e 22 observa-se que o PCIl da pata posterior, quando
realizado imediatamente antes da administragéo i.p. de carragenina, inibiu de forma
significativa a migragdo de neutréfilos que ocorre 6 horas apds a administragéo i.p.
de carragenina em camundongos selvagens (NOSi +/+), o0 mesmo nao sendo

observado nos animais NOSi -/-.
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FIGURA 21 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a migragéao de
neutréfilos induzida por carragenina na cavidade peritoneal de camundongos selvagens e
NOSi-/-. PCI: Pré-condicionamento isquémico; (A) NOSi +/+: Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-:
Camundongos com delegéo génica da NOSi. Os resultados sdo expressos em média + EPM de cinco
animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagado com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparagdo com o
grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.
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NOSi -/-

Figura 22 — Fotomicrografia representativa do efeito do Pré-condicionamento Isquémico da
pata posterior sobre a migragao de neutréfilos induzida por carragenina na cavidade peritoneal
de camundongos selvagens e NOSi-/-. Cg: Carragenina; PCIl: Pré-condicionamento isquémico;
NOSi +/+: Camundongos selvagens; NOSi -/-: Camundongos com dele¢do génica da NOSi. (HE, 40x)

4.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a sintese
el/ou liberagdo de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1p e KC) induzidas por
carragenina na cavidade peritoneal

O PCI da pata posterior, quando realizado imediatamente antes da
administragao i.p. de carragenina, nao alterou de forma significativa a sintese e/ou
liberacdo de TNF-a, IL-1B e KC que ocorre 2 horas apdés a administragédo i.p. de

carragenina (Figura 23).
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FIGURA 23 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a sintese e/ou
liberagdo de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1B e KC) induzidas por carragenina na
cavidade peritoneal de camundongos selvagens. PCI: Pré-condicionamento isquémico; (A) TNF-
o: Fator de Necrose Tumoral alfa; (B) IL-1B: Interleucina 1 beta; (C): KC: Quimiocina CXCL1. Os
resultados sdo expressos em média + EPM de cinco animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagao
com o grupo PBS. ANOVA — Teste de Tukey.
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4.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
hipernocicepgdao mecanica induzida pela carragenina na pata contralateral de
ratos

Na Figura 24 observa-se que o PCIl da pata posterior direita, quando
realizado imediatamente antes da administracdo i.pl. de carragenina na pata
posterior esquerda, inibiu de forma significativa a hipernocicep¢gédo mecanica no seu
pico, que ocorre 3 horas apdés a administracdo de carragenina (55%, p<0,01), o
mesmo nao sendo observado quando salina foi administrada por via i.pl. na pata

posterior direita dos ratos.
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FIGURA 24 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a

hipernocicepgdao mecanica induzida pela carragenina na pata contralateral de ratos. PCl: Pré-
condicionamento isquémico. Os resultados sao expressos em média + EPM de seis animais por
grupo. (*) p<0,01, em comparagédo com o grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.

4.9 Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a
hipernocicepg¢ao mecanica induzida pela PGE; na pata contralateral de ratos

O PCI da pata posterior direita, quando realizado imediatamente antes da
administragao i.pl. de PGE; na pata posterior esquerda, inibiu de forma significativa
a hipernocicepg¢ao mecanica no seu pico, que ocorre 3 horas apdés a administragao
de PGE, (68%, p<0,01), o mesmo nao sendo observado quando salina foi

administrada por via i.pl. na pata posterior direita dos ratos (Figura 25).
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FIGURA 25 - Efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre a

hipernocicepgdao mecanica induzida pela PGE, na pata contralateral de ratos. PCl: Pré-
condicionamento isquémico. Os resultados sdo expressos em média + EPM de seis animais por
grupo. (*) p<0,01, em comparac¢édo com o grupo Sham. ANOVA — Teste de Tukey.

410 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢gdo mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos

A administracéo i.pl. esquerda de LNMMA ou aminoguanidina trinta
minutos antes da indugcdo do PCIl da pata posterior direita bloqueou de forma
significativa o efeito inibitério do PCI na hipernocicep¢do mecanica induzida por
PGE; na pata posterior esquerda. A administragéo i.pl. esquerda de LNMMA ou
aminoguanidina trinta minutos antes do procedimento sham ndo alterou
significativamente a hipernocicepgao mecanica induzida por PGE; na pata posterior

esquerda (Figura 26).
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FIGURA 26 - Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior sobre
a hipernocicepgao mecanica induzida pela PGE, na pata contralateral de ratos. PCIl: Pré-
condicionamento isquémico; LNMMA: NG-Monometil-L-Arginina; Amg: Aminoguanidina. Os
resultados sdo expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagao
com o grupo Salina. (*) p<0,01, em comparagédo com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparagéo entre os
grupos PCI e LNMMA+PCI. (b) p<0,01, comparagéao entre os grupos PCl e Amg+PCIl. ANOVA —
Teste de Tukey.

4.11 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicep¢ao mecéanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos

Na Figura 27 observa-se que a administragao i.pl. esquerda de ODQ trinta
minutos antes da indugcdo do PCIl da pata posterior direita bloqueou de forma
significativa o efeito inibitério do PCI na hipernocicep¢do mecanica induzida por
PGE, na pata posterior esquerda. A administragdo i.pl. esquerda de ODQ trinta
minutos antes do procedimento sham ndo alterou significativamente a

hipernocicepgdo mecanica induzida por PGE; na pata posterior esquerda.
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FIGURA 27 - Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata posterior
sobre a hipernocicepgao mecanica induzida pela PGE; na pata contralateral de ratos. PCl: Pré-
condicionamento isquémico; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one. Os resultados
sd0 expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagdo com o grupo
Salina. (*) p<0,01, em comparagédo com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparagao entre os grupos PCI
e ODQ+PCI. ANOVA — Teste de Tukey.

4.12 Papel dos canais de K*atp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da
pata posterior sobre a hipernocicep¢ao mecanica induzida pela PGE; na pata
contralateral de ratos

Na Figura 28 observa-se que a administragdo i.pl. esquerda de
glibenclamida trinta minutos antes da indugdo do PCIl da pata posterior direita
bloqueou de forma significativa o efeito inibitério do PCI na hipernocicepgao
mecanica induzida por PGE,; na pata posterior esquerda. A administracdo i.pl.
esquerda de glibenclamida trinta minutos antes do procedimento sham n&o alterou
significativamente a hipernocicepgdo mecéanica induzida por PGE, na pata posterior

esquerda.
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FIGURA 28 - Papel dos canais de K arp no efeito do Pré-condicionamento Isquémico da pata
posterior sobre a hipernocicepgdao mecanica induzida pela PGE; na pata contralateral de ratos.
PCI: Pré-condicionamento isquémico; Gbc: Glibenclamida. Os resultados sdo expressos em média +
EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparagdo com o grupo Salina. (*) p<0,01, em
comparagao com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparagao entre os grupos PCl e Gbc+PCIl. ANOVA —
Teste de Tukey.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que o PCI realizado na pata posterior
de animais foi capaz de inibir eventos inflamatérios induzidos em sitios distantes, tais
como a migragado de neutréfilos em cavidades peritoneais e a hiperalgesia na pata
contralateral.

Foi optado pela utilizagado do PCI na pata posterior de ratos como modelo
experimental, uma vez que se trata de um procedimento de facil execugédo, nao
invasivo e ja utilizado com sucesso em outros estudos, inclusive os realizados na
dissertacdo de Mestrado do autor (KUNTSCHER et al., 2002a, 2002b, 2002c,
SOUZA FILHO, 2005; SOUZA FILHO et al., 2009, 2010).

A escolha deste modelo também foi baseada em dados prévios da
literatura que demonstram que a realizagdo do PCIl na pata posterior nao
proporciona nenhum dano significativo a fungdo muscular dos animais, podendo
inclusive proteger a musculatura esquelética dos efeitos lesivos de uma isquemia
prolongada (GURKE et al., 1996; SAITO et al., 2004), significando que o PCI em si
nao € um fendmeno que induza uma agressao significativa. Kiintscher et al. (2002b),
utilizando um modelo de PCl com oclusdao dos vasos femorais por 10 minutos,
seguidos por 30 minutos de reperfusdo, observaram uma melhora dos parametros
da microcirculacdo em retalho muscular de cremaster, submetidos a 2 horas de
isquemia, tanto quando o PCI era realizado na pata ipsilateral como na contralateral,
significando que um ciclo de 10 minutos de isquemia e 30 de reperfusao € suficiente
para se induzir o fendbmeno do PCI na pata de animais.

O modelo de PCI na pata posterior de ratos utilizado no presente estudo,
diferente de outros descritos, foi realizado com aplicagédo de um torniquete com faixa
elastica na regido proximal da pata. Quando se realiza o clampeamento direto dos
vasos femorais, facilmente se observa a oclusdo completa dos vasos pela auséncia
de fluxo distal ao clamp, bem como, quando se retira o clamp vascular se observa
nitidamente a reperfuséo pelo retorno do fluxo distal ao local onde se encontrava o
clamp. Esta visualizagdo direta dos vasos impede a inclusdo no estudo de animais
com isquemia incompleta ou n&o reperfusao por trombose dos vasos ou espasmos.
Com a aplicagdo do torniquete ndo é possivel a visualizagdo direta dos vasos
femorais. Para contornar esta dificuldade foi realizada a injegdo endovenosa do
corante azul de Evans logo apos a aplicagao do torniquete afim de se demonstrar

que a isquemia da pata era completa, uma vez que o corante ndo se distribuia pela
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pata com torniquete. Quando o torniquete era liberado, observava-se claramente a
reperfusao pelo aparecimento do corante na pata antes isquémica e sem corante.

Dado que a maioria dos insumos imunobiolégicos utilizados em pesquisa
basica envolvendo mecanismos de respostas imune-inflamatéria estdo disponiveis
apenas para uso em camundongos, e, que animais geneticamente modificados para
proteinas, enzimas e receptores envolvidos nas respostas imune-inflamatéria
também s&o obtidos a partir de cepas de camundongos, teve-se, ao iniciar este
estudo, que reproduzir em camundongos o modelo de PCI remoto classicamente
desenvolvido em ratos. Este foi o primeiro desafio ao se iniciar o estudo do efeito do
PCl na inibicado da migracdo de neutrofilos. De fato, foi possivel reproduzir
integralmente o modelo de PCI em camundongos Swiss e C57 black.

A técnica de extracdo de azul de Evans ora utilizada (GARCIA LEME;
WILHELM, 1975) foi um método simples, pratico e efetivo capaz de registrar
claramente, e de forma inédita na literatura, a isquemia global e subsequente
reperfusdo do membro neste modelo de PCI, uma vez que a extragdo de azul de
Evans foi significativamente menor na pata posterior direita durante a isquemia,
sendo semelhante em ambas as patas apds a liberacao do torniquete e persistindo
até 30 minutos.

Nossos resultados mostram que o PCIl remoto inibe a migracdo de
neutrdéfilos, visto que 10 minutos de isquemia da pata posterior, seguidos de 30
minutos de reperfusao, inibem significativamente o rolamento, adeséo e migragéo de
neutréfilos para cavidade peritoneal induzidos por carragenina. O efeito protetor do
PCI local na infiltracao de leucécitos durante a lesdo de reperfuséo tem sido relatado
por varios autores (WANG et al.,, 1999; UNAL et al., 2003; SAITO et al., 2004).
Eberlin et al. (2008) relataram recentemente que o PCI da pata posterior € capaz de
proporcionar uma reducéo de 35% na lesdo local na musculatura esquelética e 43%
de redugao na infiltracdo de neutrdfilos para o pulmao. No presente trabalho foi
observado que o pré-condicionamento isquémico remoto induziu uma redugao de
76% no rolamento de neutrdfilos, 56% na adesédo de leucdcitos e 79% na migragéo
de neutréfilos no modelo de migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal
induzida por carragenina.

Apesar do papel do NO ja estar bem estabelecido no PCI cardiaco direto,
o seu papel no PCl remoto no coragdo, particularmente na fase precoce, é

controverso. Neste sentido, o inibidor da NOS, N-omeganitro-L-arginine (L-NNA),
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nao conseguiu abolir a prote¢cdo induzida pelo PCl remoto na fase precoce da
reperfusdo apds a lesdo de isquemia-reperfusdo cardiaca (PETRISHCHEV et al.,
2001). Em outro estudo, apos o PCI remoto, a inibigdo do NO bloqueou a prote¢ao
do endotélio cerebral na fase tardia (48 horas), mas nao na fase inicial (15 min) da
lesdo de isquemia-reperfusdo (VLASOV; KORZHEVSKI; POLIAKOVA, 2004). No
entanto, os resultados deste estudo necessitam de uma interpretacdo cautelosa,
uma vez que um bloqueador néo seletivo da sintese de NO (L-NNA) foi utilizado na
fase inicial e um bloqueador relativamente seletivo da NOSi (sulfato metilisotiouréia-
S) foi utilizado na fase tardia (VLASOV; KORZHEVSKII; POLIAKOVA, 2004).

O NO é um mediador importante em outros 6rgaos e sistemas na fase
precoce da lesdo de reperfusdao. Tem sido demonstrado que a inibicao da sintese de
NO suprime a protegdo remota no pulmédo (PERALTA et al.,, 1999). Da mesma
forma, o antagonista inespecifico do NO, L-NAME suprime a protegdo remota
precoce no musculo cremastérico (KUNTSCHER et al., 2002a) e nos retalhos
epigastricos em ratos (KUNTSCHER et al., 2003a). Kanoria et al. (2006)
confirmaram que o PCI remoto da pata, realizado antes da lesao de isquemia-
reperfusdo hepatica, estd associada com um aumento significativo do nivel
plasmatico arterial e hepatico venoso de NO, com duas horas de reperfusdo, quando
comparado com animais que nao foram precondicionados. Estes estudos confirmam
um importante papel do NO na fase inicial do PCI remoto. Entretanto, ndo ha
registros na literatura de estudos evidenciando o papel do NO no efeito inibitério do
PCI remoto na migracdo de neutrdéfilos, em processos inflamatérios diversos da
lesao de reperfuséo.

No presente estudo, o pré-tratamento de camundongos do tipo selvagem
com aminoguanidina, um inibidor seletivo da NOSi, reverteu completamente a
inibicdo causada pelo PCI remoto na migracdao de neutréfilos para cavidade
peritoneal induzida por carragenina. Além disso, a falha na inibigdo do PCI remoto,
tanto no rolamento quanto na adesao e transmigragao de neutréfilos, induzidos por
carragenina, em camundongos com dele¢ao génica da NOSi, indica claramente que
o0 NO esta envolvido neste efeito protetor do PCI remoto. Estes dados estdo em
conssonancia com aqueles de Kanoria et al (2006) previamente relatados.

A capacidade do NO, derivado tanto da NOSi quanto da NOSe, em
regular negativamente a migracdo de neutrofilos para um sitio inflamatério foi
relatada por varios grupos (HICKEY E KUBES, 1997; DAL SECCO et al., 2003).
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Desta forma, a administracdo de doadores de NO inibiu o rolamento, adesao e
migragdo de neutréfilos induzidos por carragenina (IALENTI et al., 2000; DAL
SECCO et al., 2006). Estes autores também mostraram que a inibigao farmacoldgica
tanto da NOSe quanto da NOSi, bem como a supressao do gene para NOSi, levava
a um aumento nas interagdes leucdcito-endotélio sendo que a maioria destes efeitos
apresentados pelo NO pareciam ser mediados pelo GMPc, via ativacdo da GCs
(IALENTI et al., 2000; DAL SECCO et al. 2003; AHLUWALIA et al., 2004; DAL
SECCO et al., 2006). No presente estudo foi demonstrado que o ODQ, um inibidor
da GCs, reverteu completamente o efeito inibitério do PCI remoto na migragcéo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina, sugerindo
fortemente que tal efeito protetor do PCI remoto ocorre através da ativagao da via
NOSi- NO- GCs- GMPc.

De ha muito sabe-se que varios mediadores inflamatdrios, como TNF a,
IL-1 B e KC, participam ativamente do processo de migragao dos leucécitos durante
a inflamacao (TESSIER et al., 1998; DANGERFIELD et al., 2005). Neste sentido, os
resultados aqui apresentados mostraram que os niveis peritoneais de TNF «, IL-1 3
e KC foram semelhantes entre os grupos de camundongos submetidos ou nao ao
PCI remoto e desafiados com a administragéo intraperitoneal de carragenina. Isto
sugere que a diminuigdo da produgao de citocinas quimiotaticas para os neutréfilos
nao parece estar envolvida no efeito inibitério do PCI remoto sobre o recrutamento
de neutrofilos.

Por outro lado, observou-se que a inibicdo da migracao de neutréfilos pelo
PCI remoto foi acompanhada pela reducéo do rolamento e adeséo de leucdcitos nas
vénulas poés-capilares, quando se comparou animais tratados com carragenina e
submetidos ou ndao ao PCI remoto, sugerindo que a redugdo da expressao de
moléculas de adeséo na superficie das células endoteliais poderia ser um possivel
mecanismo envolvido neste efeito inibitério do PCl remoto. Corroborando esta
hipotese, foi demonstrado anteriormente, embora em um modelo “in vitro”, que o
precondicionamento realizado em culturas de células endoteliais reduziu
marcadamente o aumento da expressdo da molécula de adesdo endotelial
intercelular tipo 1 (ICAM-1) e a adesao de neutrdfilos as células endoteliais induzidas
pelo ciclo anoxia/reoxigenagao. (BEAUCHAMP et al., 1999) De qualquer forma, este

dado, de fato reforga a postulada hipétese do envolvimento de moléculas de adesao
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neste efeito do PCI remoto. Esta possibilidade estd sendo explorada agora em
outras pequisas, em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Fernando de Queiroz
Cunha da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Dessa forma, dados preliminares com estes estudos mostraram que a
migracado de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina nao foi
inibida pelo PCI da pata posterior (PCI remoto) em animais com delegédo génica da I-
CAM, sugerindo que esta proteina de adeséao esta fortemente envolvida neste efeito
inibitério do PCI remoto. Além disso, os estudos com citometria de fluxo mostraram
que o PCI da pata posterior induziu uma uma menor expressao de B2-Integrina
(CD11b) em neutrdfilos durante a resposta inflamatéria induzida pela administragao
i.p. de carragenina. Assim, parece que o PCI realizado em um sitio distante é capaz
de modular negativamente a expressao das proteinas de adesdo ICAM-1 e B2-
Integrina, podendo ser este evendo um passo importante na inibicdo da migracao de
neutrdfilos induzida pelo PCI remoto (SIMAO, 2010).

A falha na inibicdo do rolamento, adesdo e migracdo de neutréfilos
induzidos por carragenina pelo PCl remoto em camundongos com delegdo génica
da enzima NOSi, observada neste estudo, foi novamente coerente com os dados
demonstrados anteriormente por Beauchamp et al. (1999) utilizando um modelo “in
vitro” de andxia/reoxigenagcdo. Neste estudo o efeito inibitério do
precondicionamento sobre a expressao de ICAM-1 foi abolido pela adi¢do do inibidor
da NOS NC-nitro-L-arginina (L-NA), na cultura de células endoteliais submetidas a
ciclos de andxia/reoxigenacado. Dado que o efeito inibitério do NO na expressao de
ICAM-1, in vivo, € mediado pela ativagdo da GCs (DAL SECCO et al., 2006), torna-
se licito especular, de forma racional, que o efeito inibitério do PCI remoto sobre a
migragado de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, presente neste estudo, possa
ser devido a redugdo na expressao de moléculas de adesao na superficie das
células endoteliais através da ativagao da via NOSi- NO- GCs- GMPc.

Os mecanismos moleculares envolvidos no pré-condicionamento ainda
estdo sendo estudados, mas parece que na maioria dos casos o passo final comum
¢ a abertura dos canais de K'atp (GROSS; PEART, 2003). Os resultados de estudos
recentes indicam que o PCl pode aumentar a atividade dos canais de K'atp €
atenuar a lesao de reperfusdo do miocardio através deste mecanismo (MA et al.,
2004; RAJESH et al., 2004). Além disso, Moses et al. (2005a, 2005b) mostraram que

os canais mK’'arp desempenham um papel central no mecanismo de gatilho, bem
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como um importante papel como mediador, na redugdo do infarto do musculo
esquelético do latissimus dorsi induzida pelo PCl remoto na pata de porcos.
Segundo Moses et al. (2005a, 2005b) a abertura de canais mK'atp N0 musculo
esquelético isquémico esta associado a um efeito poupador de ATP durante a
isquemia prolongada, bem como a uma atenuagcdo no acumulo de neutrdfilos
durante a reperfusado. Os resultados aqui apresentados estdo em contraste com este
ultimo estudo, uma vez que a glibenclamida, um bloqueador dos canais K*atp, Ndo
foi capaz de inibir o efeito do PCl remoto na migracao de neutrofilos induzida por
carragenina. No entanto, os estudos que demonstram o efeito protetor dos canais de
K'atp avaliaram o efeito do PCl remoto em células musculares miocardicas ou
esqueléticas (MA et al., 2004; MOSES et al., 2005a, 2005b; RAJESH et al., 2004). E
possivel que o efeito protetor relacionado a abertura do canal K'atp com o pré-
condicionamento que esta citado nos trabalhos acima esteja relacionado a
reperfusdo das células musculares. No presente estudo, o modelo utilizado para se
avaliar o efeito protetor do PCl remoto n&o foi um modelo de LR e sim o modelo de
migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. Além
disso, a cavidade peritoneal apresenta um territério vascular distinto, onde os efeitos
protetores dos canais de K'atp nas células deste tecido podem néo ser relevantes
para a migragao de neutrofilos.

Em resumo, o presente estudo demonstra, de forma inédita, que o PCI
remoto da pata inibe a migragcéo de neutréfilos induzida por carragenina na cavidade
peritoneal, através de mecanismos que podem ser dependente da ativagao da GCs.
De forma importante também foi demonstrado que a ativacdo da NOS esta
envolvida no efeito inibitério do PCI remoto sobre a migragao de neutrofilos para o
foco inflamatério. A abertura dos canais K'atp, possivelmente, ndo esta envolvida
neste efeito protetor do PCI remoto (Figura 29). Os resultados sugerem que o PCI
remoto poderia ser uma ferramenta terapéutica potencial em diversas doencas
inflamatdrias clinicamente relevantes em que as lesGes de tecidos envolvem o

recrutamento de neutrofilos.



Celulas Residentes

ESTIMULO
INFLAMATORIO
(Carragenina)

Inibigao de proteinas
de adesdo celular e
endotelial

LI

8

=
r

o
-
v

>

¢
R

Mig-r_a-;}iio de
neutréfilos

— A e _l'_ﬂl

FIGURA 29 - Esquema ilustrativo do mecanismo hipotético proposto para o efeito do Pré-
condicionamento isquémico remoto na inibigdo da migragao de neutrofilos.
Fonte: Adaptado de ALVES-FILHO et al., 2008.

Apesar do efeito protetor do PCI remoto tanto nas lesdes de isquemia-

reperfusdo, quanto em diversas outras lesdes inflamatoérias, ja estar bem
estabelecido, ndo existe nenhum relato na literatura avaliando diretamente o efeito
do PCI remoto na dor inflamatéria. No Unico estudo que avalia dor e PCI, Orban et
al. (2006) avaliam o efeito do PCl local, e ndo remoto, no consumo pés-operatorio de
analgésico. Neste estudo os pacientes submetidos a ligamentoplastia artroscopica
de joelho apresentaram um consumo menor de morfina nas primeiras 48 horas de
pos-operatério quando eram submetidos ao PCI local com 5 minutos de isquemia,
seguidos de 10 minutos de reperfusdo, imediatamente antes da realizagédo do
procedimento cirurgico. Vale ressaltar que nenhuma diferenga estatisticamente
significante foi encontrada nos niveis séricos de mioglobina e creatinina fosfoquinase
(CPK), demonstranto que a taxa de rabdomidlise era semelhante nos dois grupos.
Os resultados aqui apresentados mostram que o PCI remoto reduziu de
forma

intensa o efeito hipernociceptivo tanto da carragenina quanto da
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prostaglandina E,, demonstrando que o PCI remoto apresenta um efeito inibitério na
dor inflamatéria ndo somente por diminuir a intensidade do processo inflamatério,
mas também por inibir diretamente a hipernocicepg¢éo induzida pela prostaglandina
E2, que se constitui um dos principais indutores diretos do processo de dor
inflamatoria.

Neste contexto, os resultados apresentados no presente estudo
mostraram que o PCIl da pata contralateral foi capaz de reduzir em 55% a
hipernocicepg¢ao induzida por carragenina e em 68% a hipernocicepg¢ao induzida por
prostaglandina E,. Orban et al. (2006) conseguiram uma reducdo de 53% no
consumo de morfina no pés-operatério de ligamentoplastia artroscopica de joelho
quando realizava o PClI no mesmo membro. Apesar do modelo experimental
diferente, além do fato de que Orban et al. (2006) avaliaram o efeito do PCI local e
nao remoto, pode-se observar que a intensidade da inibicdo da dor inflamatéria foi
muito semelhante. Entretanto quando se avalia diretamente a hipernocicep¢do com
a administragdo intraplantar de prostaglandina E, observa-se que o efeito inibitorio
mais intenso quando comparado ao efeito no consumo pds-operatdrio de morfina do
estudo de Orban et al. (2006) (68% x 53%) e quando contrastado com a
hipernocicepgao induzida por carragenina (68% x 55%).

Como ja relatado anteriormente, o papel do NO no PCI é controverso.
Entretanto diversos estudos, inclusive os anteriormente aqui apresentados, apontam
para um importante papel do NO no efeito protetor do PCI (KANORIA et al., 2007).
Na musculatura esquelética, intestino, cérebro e coragao foram bem demosntrados o
papel do NO no PCI-r (KUNTSCHER et al. 2002a, 2002b, 2002c, 2003a, 2003b;
WANG et al., 2001; VLASOV; KORZHEVSKII; POLIAKOVA, 2004; TOKUNO et al.,
2002). Estes estudos mostraram que o PCI remoto da pata posterior induziu
protegdo em retalhos musculares na fase precoce e tardia do PCI remoto, sendo
este efeito abolido pelo bloqueio ndo seletivo da sintese de NO com L-NG-
Nitroarginina metil ester (L-NAME) (KUNTSCHER et al. 2002a, 2002b, 2002c,
2003a, 2003b). Wang et al. (2001) relataram a indugao da NOSi miocardica apos
PCI remoto mesentérico com diminuicdo da area de infarto miocardico. Tokuno et al.
(2002) mostraram que efeito protetor do PCI remoto cerebral sobre a lesdo de
isquemia-reperfusao cardiaca esta ausente em camundongos NOSi-/-.

No presente trabalho demonstramos que o efeito antinociceptivo do PCI

remoto parece estar relacionado com a ativagdo da NOS, uma vez que o pré-



95

tratamento dos animais tanto com um inibidor nado-seletivo da NOS (L-NMMA)
quanto com um inibidor seletivo da NOSi (aminoguanidina) foi capaz de reduzir
significativamente o efeito antinociceptivo do PCI remoto na hipernocicepg¢éo plantar
induzida por PGE,. Além disso foi observado neste protocolo experimental que a
administracdo isolada destes inibidores da NOS, 70 minutos antes do estimulo
hipernociceptivo (30 minutos antes do procedimento sham), ndo foi capaz de alterar
significativamente o efeito hipernociceptivo da PGE; em animais que nado foram
submetidos ao PCI remoto, demonstrando um efeito especifico dos inibidores da
NOS no efeito do PCI remoto e ndo no efeito hipernociceptivo direto da PGE,.

Apesar dos relatos controversos encontrados na literatura para o efeito
periférico do NO na dor inflamatéria, a possibilidade do efeito antinociceptivo do PCI
remoto ser mediado pelo NO esta de acordo com os estudos que relataram que a
administragéo periférica de doadores de NO como nitroprussiato de sédio (200-500
ug) (DUARTE et al., 1990), SIN-1 (50-100 pg) (FERREIRA et al., 1991) ou SNAP
(50-200 pg) (CUNHA et al., 1999) por via intraplantar reduziram a hipernocicepgao
induzida por PGE; no teste de pressao plantar em ratos. Assim, o PCI remoto na
pata posterior poderia estar induzindo a produgédo de NO via ativagdo da enzima
NOSI, o qual, tendo um efeito antinociceptivo, estaria inibindo a dor inflamatéria.

Assim como ocorre para a migragao de neutroéfilos, o efeito inibitério do
NO na dor inflamatéria também parece ocorrer via ativacdo da GCs, com
consequente produgdo de GMPc. Sachs, Cunha e Ferreira (2004) haviam
demonstrado que o efeito antinociceptivo da dipirona na hipernocicep¢ao induzida
por PGE; é revertido pelo pré-tratamento dos animais com ODQ, um inibidor da
GCs. Da mesma forma, em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado
que o efeito antinociceptivo da toxina pertussis na hipernocicepcado induzida por
PGE; ocorre via ativagao da NOS, producéo de NO e ativagdo da GCs (BRITO et al.,
2006). Mais recentemente, Vale et al. (2007) relataram que o efeito do sildenafil
(inibidor da fosfodiesterase do GMPc) na inibigdo da hipernocicepg¢ao induzida por
zimosan, no modelo de contorgbes abdominais, é revertido tanto pelo pré-tratamento
dos animais com inibidores da NOS quanto por inibidores da GCs, como o ODQ.

No presente estudo foi avaliado se o efeito do PCI remoto na inibigdo da
dor inflamatéria ocorria via ativagdo da GCs. Observou-se que o pré-tratamento dos
animais com ODQ, 30 minutos antes da indug¢do do PCI remoto na pata

contralateral, inibia significativamente o efeito do PCl remoto sobre a
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hipernocicepgédo plantar induzida por PGE, na pata contralateral. A administragédo
isolada de ODQ, 70 minutos antes do estimulo hipernociceptivo, ndo modificou a
intensidade da hipernocicepg¢ao. Assim, a ativacdo da GCs, com conseqlente
producdo de GMPc, provavelmente esta envolvida neste efeito protetor do PCI
remoto.

Na literatura encontra-se registrado que a abertura dos canais K'atp
mitocondriais (mK*aTp) parece ser decisiva em todos os modelos de PCl. Embora
tanto os canais K'atp sarcolemais (sK'atp) quanto mitocondriais paregam estar
envolvidos, sdo os canais mitocondriais que representam condigdo sine qua non
para o efeito do precondicionamento (O'ROURKE, 2004). Desta forma, a
administracdo de Glibenclamida (bloqueador n&o seletivo de canais K'atp) € 5-
Hidroxidecanoato (5-HD - inibidor seletivo de canais mK*atp) bloquearam o efeito de
cardioprotegdo que ocorre apos o PCl remoto do pata posterior de ratos, mas a
inibicéo seletiva dos canais sK*atp com HMR 1098 falhou em bloquear esta protecao
(TAKAOKA et al., 1999; WANG et al., 2002; KRISTIANSEN et al., 2005), reforgando
a idéia de que a abertura dos canais mK'atp parece ser decisiva no efeito protetor do
PCI.

Em outro relato demonstrou-se que a administragdo de um agente
especifico em abrir canais mK"ATp, BMS191095, antes da isquemia prolongada, teve
um efeito protetor semelhante ao PCI remoto. A administracdo do 5-HD antes do
BMS191095 aboliu seu efeito protetor. (MOSES et al., 2005a, 2005b). Isso foi
posteriormente confirmado no modelo de transplante cardiaco onde o efeito
cardioprotetor do PCl remoto da pata posterior foi abolido pela glibenclamida
(KONSTANTINOV et al, 2005b). A glibenclamida aboliu ainda o efeito benéfico do
efluente coronariano obtido de coragdes de coelhos precondicionados e transferidos
para outros animais submetidos posteriormente a uma leséo de isquemia-reperfusao
intestinal, reforcando o papel dos canais K*atp Na protecdo remota de outros érgéos.
(DICKSON et. al, 2002)

O exato mecanismo molecular pelo qual a abertura dos canais K'atp
promove esta protegdo é desconhecido. E provavel que a abertura dos canais K'atp
nos orgaos-alvo antes ou imediatamente apds a isquemia prolongada consequiente a
isquemia transitéria da pata reduza a taxa de hidrolise de ATP (DOS SANTOS et al.,
2002) ou a atividade da ATPase mitocondrial (VANDER HEIDE et al., 1996;
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VUORINEN et al., 1995), diminuindo assim a taxa de deplecédo de ATP durante a
reperfusao.

O efeito antinociceptivo do NO e do GMPc parece ocorrer via abertura dos
canais K'atp, sendo relatado que diversas substancias com efeito analgésico atuam
através desta via. Duarte e colaboradores (RODRIGUES; DUARTE, 2000; SOARES
et al., 2000; SOARES; DUARTE, 2001; ALVES; DUARTE, 2002) observaram que o
bloqueio da hipernocicepc¢éao induzida por PGE; pela morfina, dipirona, nitroprussiato
de sadio, e butiril-GMPc é antagonizado por inibidores especificos de canais K'atp
como glibenclamida e tolbutamida. Assim, analgésicos de agao periférica direta
parecem agir restabelecendo a normalidade do limiar dos nociceptores atraveés do
aumento da permeabilidade ao potassio.

Sabe-se que, dependendo do sistema biolégico, o GMPc modula
diretamente os canais i6nicos (GREGER; WINDHORST, 1996) ou atua
indiretamente, via estimulagédo da proteina quinase G (PKG) e consequente abertura
dos canais de K'atp (HAN et al., 2001; HAN et al., 2002; SEGAWA et al., 2001).
Sachs, Cunha e Ferreira (2004) demonstraram que a ativagdo da PKG pelo GMPc é
necessaria para a abertura dos canais K'atp e producdo de analgesia. Assim, no
presente estudo foi avaliado se o efeito antinociceptivo do PCl remoto na
hipernocicepc¢ao plantar dependia, além da ativacdo da NOS e GCs, da abertura dos
canais K'atp. Observou-se que o pré-tratamento dos animais com glibenclamida, 30
minutos antes da indugédo do PCI-r na pata contralateral, inibia significativamente o
efeito do PCI-r sobre a hipernocicepgdo plantar induzida por PGE, na pata
contralateral, enquanto a administragédo apenas da glibenclamida, 70 minutos antes
do estimulo hipernociceptivo, ndo alterava a intensidade da hipernocicepgéo. Assim,
podemos sugerir que o efeito antinociceptivo do PCI remoto ocorre através da via L-
Arginina-NO-GCs-GMPc-K*a1p (Figura 30).
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FIGURA 30 - Esquema ilustrativo do mecanismo hipotético proposto para o efeito
antinociceptivo do Pré-condicionamento isquémico remoto.

Fosforilacdo de canais de K*

A posssibildade de modulagdo da dor inflamatoria através de um
procedimento nao invasivo como o PCIl remoto pode ser importante em diversas
situagdes clinicas relevantes. Particularmente o PCI remoto pode ser benéfico no
controle da dor pés-operatéria, uma vez que, podendo ser realizado em um sitio
diferente daquele onde sera realizado o procedimento cirurgico, ndo prolongaria o
tempo operatério, aumentando assim a aceitabilidade do método pelos profissionais
envolvidos no procedimento. A realizacdo do PCI remoto poderia reduzir de forma
significativa o consumo de analgésicos, diminuindo assim a possibilidade de
aparecimento de efeitos adversos associados a estas drogas.

Diversos estudos ainda necessitam ser realizados para se melhor avaliar
qual via estaria envolvida neste efeito do PCI remoto, em particular se seria uma via
neuronal ou uma via hematogénica. A possibilidade de outras substancias estarem
envolvidas no efeito antinociceptivo do PCI remoto também necessita de avaliagao
futura. Diversos estudos ja estdo em andamento e acreditamos que, por ser este
efeito do PCI remoto inédito na literatura, a divulgagao deste trabalho podera trazer

importante contribuicdo para o desenvolvimento de estudos cientificos futuros.
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6 CONCLUSOES

6.1 O Pré-condicionamento Isquémico remoto inibe o rolamento leucocitario, adesao
ao endotélio venular e a migracdo de neutréfilos, in vivo, durante a resposta

inflamatéria a distancia

6.2 O Pré-condicionamento Isquémico remoto inibe a migracdo de neutréfilos
induzida por carragenina para cavidade peritoneal através da via L-Arginina-NO-
GMPc. Os canais de potassio sensiveis ao ATP parecem nao estar envolvidos no
efeito inibitério do Pré-condicionamento Isquémico remoto na inibicdo da migragao

de neutrdfilos, in vivo, durante a resposta inflamatéria a distancia.

6.3 O Pré-condicionamento Isquémico remoto ndo altera a produgdo de citocinas

pré-inflamatdrias induzida por carragenina em cavidade peritoneal.

6.4 O Pré-condicionamento Isquémico remoto inibe a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida tanto por caragenina quanto por PGE; na pata contralateral durante a

resposta inflamataria.

6.5 O Pré-condicionamento Isquémico remoto inibe a hipernocicepgao mecanica
induzida por PGE, na pata contralateral através da via L-Arginina-NO-GMPc-canais

de potassio sensiveis ao ATP.
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