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Resumo- O Oxido Nitrico (NO), uma molécula gasosa gerada enzimaticamente a partir da L-arginina,
demonstrou participar em lesdes teciduais em um numero de doengas inflammatérias. A resposta
inflamatdria aguda depende da liberagao de mediadores quimicos que causam a formagéo do edema e o
acumulo de neutrdfilos polimorfonucleares. Ha evidéncias controversas do NO na fisiopatologia do processo
inflamatdério como molécula pré ou anti-inflamatéria. O objetivo do atual estudo foi investigar o efeito de NO
inalatério na pleurisia induzida por carragenina em camundongos. Os experimentos foram realizados em
camundongos Swiss, machos, pesando entre 15 e 20g. A pleurisia foi induzida por uma injegéo intra-
toracica de carragenina (500ug/cavidade). A inalagdo do NO foi realizada 30 minutos apds e antes a injegéo
de carragenina em tempos e fluxos diferentes. Nossos resultados demonstram inibigdo significativa da
migracao de células inflamatérias para a cavidade pleural, induzida por carragenina, apds tratamento com
oxido nitrico inalatério.

Introducgao subsequente formagao de edema (ou tumor) e (3)
a liberagdo de uma variedade de materiais pro-
A resposta inflamatéria &€ um mecanismo inflamatorios que provocam dor Tombr|dge,1996,
fisiopatolégico basico que acompanha uma Yoshikai, 2001; Al Naemi e Baldwin, 1999;
variedade de doengas, envolvendo interacdes Webster e Galley, 2003;).
complexas entre células inflamatérias (circulantes O o¢xido nitrico € uma pequena molécula
e residentes) e células vasculares (células lipofilica e quimicamente instavel, que atende
endoteliais e células de musculo liso) (Tedgui e muito bem os papéis para os quais parece ser
Mallat, 2001), com objetivo final de eliminar do designada. O oxido nitrico é capaz de permear
organismo a causa inicial da lesdo e suas rapidamente as membranas bioldgicas, o que lhe
conseqiiéncias (Kumar et al., 1994). confere um grande poder, de apds sua liberagao,
A inflamagdo aguda refere-se a resposta que interagir rapidamente com a guanilato ciclase
comeca de maneira abrupta e precoce, sendo soluvel localizada em outras células préXimaS.
caracterizada por trés eventos principais Portanto, 0 oxido nitrico sintetizado nas células
mediados por moléculas soliveis ou por células endoteliais se difundem rapidamente para fora
do sistema imune: (1) vasodilataco e lentificagao das celulas de origem, para as células
do fluxo sanguineo local sinalizando calor e musculares lisas subjacentes, causando
rubor; (2) permeabilidade vascular aumentada, relaxamento, e para as plaquetas no lumen do
ambos eventos, conduzindo ao extravasamento vaso, inibindo a adesdo e a agregagado destas
de proteinas, assim como o recrutamento de (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1988;).

leucocitos para o espago extravascular e
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Embora possa parecer paradoxal, o 6xido
nitrico parece apresentar propriedades anti
inflamatérias em determinadas situagbes. A
magnitude e a cinética da produgdo de Oxido
nitico sd&o de grande importancia na
determinagdo da sua forma de participagcdo na
resposta inflamatéria (Fernandes et al., 2002).

Na verdade, o papel do 6xido nitrico no
processo inflamatério éainda bastante
controverso. Segundo Sautebin et al (1995), o
oxido nitrico parece estar envolvido na
inflamacdo aguda, uma vez que a adigao de L-
arginina potencializou o edema, enquanto os
inibidores da sintese do Oxido nitrico foram
capazes de reduzir o edema. Ainda em 1998,
Sautebin et al, repetiram os resultados
observados em 1995, agora no modelo de
pleurisia induzido por carragenina. Estes autores
observaram que a inibicdo da NO-sintase com L-
NAME ou a Hemoglobina foi capaz de inibir a
migragcédo de leucdcitos, e que este mecanismo
parece estar associado a producdo de
prostaglandinas. Neste modelo, a interagédo entre
a via da ciclooxigenase e do Oxido nitrico pode
representar um importante mecanismo de
modulagao da resposta inflamatéria.

Embora a analogiado oxido nitrico
(NO) ao fator de relaxamento derivado do
endotélio permanega controversa, a utilizagao
meédica do oxido nitrico exdgeno na forma de gas
para inalagdo tem crescido exponencialmente.
Atualmente, sua utilizagdo na hipertensao
pulmonar, hipoxemia, injuria de isquemia-
reperfusdo, inflamagdo e edema tem sido
reportada (Troncy et al.,, 1997). Scherrer et al
(1996) reportou que a inalagdo de 6xido nitrico
diminuiu a pressdo da artéria pulmonar em
sujeitos com edema pulmonar devido a grandes
altitudes. Inder et al (1998) também reportaram
efeitos semelhantes, e além disso que a
combinagdo do NO com oxigénio teve efeitos
aditivos sobre a vasculatura pulmonar. Em 1997,
Brett et al , utilizaram a terapia com 6xido nitrico
inalatério em 26 pacientes com quadro de
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
(ARDS) por diversas etiologias. No entanto, 14
pacientes apresentaram melhora, incluindo
inibicdo da migragao de neutrdéfilos, enquanto 12
pacientes ndo demonstraram beneficios com a
terapia. Estes autores sugerem que a terapia com
o oxido nitrico inalado pode ter eficacia,
dependendo da fisiopatologia de sub-grupos de
pacientes.

Os objetivos do presente estudo foram de
analisar a acdo do NO inalado, em
camundongos, no modelo de pleurisia apds o
estimulo com carragenina.

Materiais e Métodos

Todos os experimentos foram realizadas de
acordo com as normas da Universidade do Vale
Paraiba com relagdo as exigéncias e cuidados
com os animais. Os experimentos foram
realizadas nos camundongo C57BI/6 machos
pesando entre 20 e 25 g mantidos em condigbes
padrao de temperatura (22-25°C), e umidade
relativa (40-60%) com do ciclo claro/escuro, e
livre acesso a comida e agua. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Todos os animais
foram colocados em uma caixa comum e
divididos aleatoriamente em grupos de seis
animais.
A inducgdao da pleurisia em camundongo

A reacgédo de pleurisia foi induzida por
injecao intratoracica (i.t.) de 100 microlitros da
solucao agonista (Carragenina, 500  mg).
Resumidamente, seringas de 1 mL com agulhas
13 x 5 foram utilizadas, sendo adaptadas através
do uso de um cursor, passando a medir
aproximadamente 3 mm de comprimento. A
agulha é introduzida do lado direito da cavidade
toracica dos camundongos para realizagdo da
injecdo do estimulo, e um volume igual de salina
estéril (100ul) foi injetado nos animais do grupo
controle.
Contagem total de Leucodcitos

Apds quatro horas do desafio com
carragenina, os animais foram sacrificados com
inalacdo do CO,. O térax foi imediatamente
aberto e a cavidade pleural lavada com 1 ml de
PBS heparinizado (20 IU.ml-1) e o volume total
foi recuperado. A contagem total das células da
cavidade pleural foi realizada em camara de
Neubauer. Os resultados foram expressos em N°
total de células/cavidade.
Contagens dos leucécitos diferenciais

Para a contagem diferencial de
leucdcitos, aliquotas de 100 ul da suspensao
celular foram utilizados para o preparo de
citoesfregago, com uso de citocentriguga
(Shandon) A coloragéo foi feita pelo método de
Mayi-Grunwald-Giemsa e a contagem diferencial
das células foi realizada em microscépio o6ptico
com objetivo de imersdo em 6leo, com aumento
de 1.000 vezes.
Inalagdo do Oxido Nitrico

Para realizagdo da terapia com NO
inalatério os animais foram colocados em uma
caixa de plastico transparente com altura de 26,2
cm, base de 17,7 cm e largura de 14,7 cm com
um adaptador para conexagdo da mangueira
condutora do gas.

Resultados
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Leucocitos Totais
(10° Células/cavidade)

A Inalagdo com 6xido nitrico foi capaz de
reduzir significativamente o numero total de
leucdcitos que migraram para a cavidade pleural,
em resposta ao estimulo da carragenina (Fig. 01).
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Figura 01 — Migragéo de leucdcitos para a cavidade pleural
de camundongos, apds estimulo com carragenina e
tratamento com &xido nitrico inalatério em diferentes fluxos.
N=08 animais/grupo.

Com relagdo ao numero de neutrdfilos, o
efeito da Inalagao com éxido nitrico foi ainda mais
claro, sendo capaz de reduzir significativamente o
numero de células que migraram para a cavidade
pleural, em resposta ao estimulo da carragenina
(Fig. 02).
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Figura 02 — Migracao de neutrdfilos para a cavidade pleural
de camundongos, apds estimulo com carragenina e
tratamento com o6xido nitrico inalatério em diferentes fluxos.
N=08 animais/grupo.

Ainda com relagdo ao numero de neutrdfilos, o
efeito da Inalagdo com 6xido nitrico em diferentes
tempos foi capaz de reduzir significativamente o
numero de células que migraram para a cavidade
pleural, em resposta ao estimulo da carragenina,
sendo que o tempo de 15 minutos de inalagao foi
o0 mais efetivo. A inalagéo por 30 minutos a um
fluxo de 10 L/min induziu uma reversao do efeito
antiinflamatério, podendo significar toxicidade
(Fig. 03).
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Figura 03 — Migragao de neutrdfilos para a cavidade pleural
de camundongos, apds estimulo com carragenina e
tratamento com éxido nitrico inalatério em diferentes tempos.
N=08 animais/grupo.

Discussao

O NO endogeno esta envolvido na
inflamagao aguda, e quando liberado pela iINOS a
partir de uma estimulagdo imunoldgica,
originalmente descrita em macrofagos, participa
como mecanismo de defesa do hospedeiro por
ter se mostrado citotdoxico ou citostatico para
células tumorais e organismos invasivos.

O uso crescente do NO inalatério em
doengas pulmonares apresenta o risco de
nitrosilar hemoglobina, albumina e outras
moléculas plasmaticas e aumentar o estresse
oxidativo local, e entdo, provocar um impacto na
periferia (Liaudet et al., 2000).

Kubes et al (1999), demonstraram que
o NO inalatério pode significativamente promover
um impacto na microvasculatura periférica pos-
isquémica e ainda interromper ou reverter
disfungdes endoteliais e recrutamento leucocitario
induzido por um episddio isquémico.

Foram realizados protocolos com fluxos
variados de NO inalatério, porém essa reducgdo
mais significativa da migragéo de células parece
ser dependente ndo sé do fluxo, mas também do
tempo de inalagao.

Embora os mecanismos pelos quais o
NO induza uma redugdo do acumulo de
neutréfilos ainda ndo estejam completamente
elucidados, Kubes, Suzuki e Granger (1991)
demonstraram em seus resultados, que o NO
pode ser um importante inibidor endégeno de
adesao leucocitaria em vénulas pos-capilares,
pois a inativagio do NO pela produgao
intensificada O, pelas células endoteliais e/ou
neutréfilos, ou a inativagdo da producdo do NO
pelos inibidores de NOS (L-NMMA e L-NAME)
pdde contribuir com a aderéncia leucocitaria.
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Conclusoes

Nossos resultados demonstram
claramente o efeito inibitério do Oxido nitrico
exdgeno, administrado por via inalatéria, sobre
migragcao de leucdcitos induzida por carragenina,
especialmente neutrdfilos. O efeito inibitério sobre
a migragao de células pode ser devido a inibicao
da expressdo de moléculas de adesao no
endotélio vascular, e no proprio leucdcito.
Estudos adicionais se fazem necessarios para
confirmar esta hipotese.
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