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RESUMO
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Os inibidores das 6xido nitrico sintases (NOS) sdo amplamente utilizados para avaliar a
contribuicdo do NO na alergia pulmonar, mas os dados obtidos pela utilizagdo de tais
inibidores sdo controversos. Neste estudo, ensaios farmacologicos, bioquimicos e
farmacocinéticos foram realizados para se avaliar os efeitos dos tratamentos agudo e
cronico com o inibidor ndo seletivo da NOS, L-NAME, assim como do inibidor seletivo
para NOS induzivel (iNOS), aminoguanidina, sobre a inflamacdo das vias aéreas em
camundongos BALB/c desafiados com ovalbumina (OVA). O tratamento cronico com
L-NAME (50 e 150 mg/kg/dia, por trés semanas) aumentou significativamente o nimero
de eosindfilos no lavado broncoalveolar (LBA) de animais desafiados com ovalbumina
(OVA; 0,19 = 0,02 e 0,34 = 0,03 x 10° células/LBA, respectivamente; P<0,0001) em
relagio aos ndo tratados (0,13 + 0,02 x 10° células/LBA). No parénquima pulmonar, o
tratamento cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia) também elevou significativamente o
numero de eosinofilos nos animais desafiados com OVA em relagdo aos animais nao
tratados (27,0 £ 5,1 e 18,2 £ 1,6 eosinodfilos/bronquio, respectivamente; P<0,05).
Contrariamente, os tratamentos agudo com L-NAME (50 mg/kg; gavagem 30 min antes
do primeiro desafio com OVA) e cronico com aminoguanidina (20 mg/kg/dia, por trés
semanas) reduziram o niumero de eosinoéfilos no LBA (0,05 + 0,01 ¢ 0,04 £ 0,02 x 10°
células/LBA, respectivamente; P<0,05) em relagao ao controle. Os tratamentos agudo e
cronico com L-NAME reduziram a atividade da NOS constitutiva (c(NOS) no cérebro em
relagdo aos animais ndo tratados (tratamento agudo: 5,8 + 0,4 ¢ 3,6 = 0,2 pmol/min/mg de
proteina; tratamento cronico: 5,7 = 0,3 e 0,7 = 0,2 pmol/min/mg de proteina, para controle
e tratado, respectivamente; P<0,05). A atividade da NOS induzivel (iNOS) pulmonar foi
significativamente reduzida pelos tratamentos agudo com L-NAME e crénico com
aminoguanidina (0,7 = 0,05 e 0,04 + 0,02 pmol/min/mg de proteina, respectivamente;
P<0,05) em relacdo aos animais nao tratados (1,2 £ 0,2 pmol/min/mg de proteina).
Contudo, o tratamento cronico com L-NAME nao afetou a atividade da iNOS pulmonar.
Os niveis séricos de IgE mostraram-se elevados nos animais desafiados com OVA, mas
ndo foram afetados por nenhum dos tratamentos. O tratamento cronico com
aminoguanidina (mas ndo o tratamento cronico com L-NAME) reduziu os niveis elevados
de eotaxina no LBA (3,4 + 1,2 ¢ 1,0 = 0,5 pg/ml, para controle e tratado, respectivamente;

P<0,05). As redugdes dos niveis de NOx no LBA pelos tratamentos agudo com L-NAME
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e cronico com aminoguanidina (1,8 = 0,4 ¢ 0,6 = 0,3 uM, respectivamente) foram maiores
quando comparadas ao tratamento cronico com L-NAME (6,8 £ 0,6 uM) em relacdo aos
animais ndo tratados (8,8 = 0,8 uM). Os protocolos farmacocinéticos mostraram que o
L-NAME nao ¢ biodisponivel quando dado via oral. As concentragdes séricas do
metabolito do L-NAME, N®-nitro-L-arginina, diminuiram progressivamente de 30 min a
24 horas apds a administragdo (72,0 a 32,1 ng/mL). No tratamento crénico com
L-NAME, a concentragdo do N“-nitro-L-arginina (16,2 ng/mL) mostrou-se proxima do
limite de detec¢do do método (10 ng/ml). Em conclusdo, o tratamento croénico com
L-NAME por trés semanas produziu baixas concentragdes séricas do N”-nitro-L-arginina,
causando inibi¢ao preferencial da atividade da cNOS. Portanto, a potenciagcdo do influxo
de eosinodfilos pelo tratamento cronico com L-NAME supostamente remove o NO
protetor derivado da cNOS, com nenhuma interferéncia sobre o agravamento da

inflamacao devido ao NO oriundo da iNOS.
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Nitric oxide synthase (NOS) inhibitors are largely used to evaluate the NO contribution to
pulmonary allergy, but contrasting data have been obtained. In this study, pharmacological,
biochemical and pharmacokinetic studies were performed to evaluate the effects of acute
and chronic treatment of BALB/C mice with non-selective (L-NAME) and selective
(aminoguanidine) NOS inhibitors in ovalbumin (OVA)-challenged mice. Long-term
L-NAME treatment (50 and 150 mg/kg/day, three weeks) significantly increased the
eosinophil number in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid (0.19 + 0.02 and 0.34 + 0.03 x
10° cells / BAL, respectively; P<0.0001) in comparison with non-treated animals
(0.13 + 0.02 x 10° cells / BAL). In the bronchiolar parenchyma, chronic L-NAME
treatment (150 mg/kg/day) also increased the eosinophil number (18.2 + 1.6 and 27.0 £ 5.1
eosinophils/bronchio, for treated and untreated, respectively; P<0.05). On the other hand,
acute L-NAME (50 mg/kg, given by gavage 30 min prior to the first OVA challenge) and
aminoguanidine (20 mg/kg/day, three weeks) rather reduced the eosinophil number
(0.05 + 0.0 and 0.04 + 0.02 x 10° cells / BAL, respectively; P<0.05). Chronic and acute
L-NAME treatments markedly reduced the constitutive NOS (cNOS) activity in brain
(0.7 £ 0.2 and 3.6 + 0.2 pmol/min/mg of protein, respectively; P<0.05) in comparison with
untreated animals (5.7 = 0.3 and 5.8 = 0.4 pmol/min/mg of protein, respectively). The
inducible pulmonary NOS (iNOS) activity was markedly reduced by acute L-NAME and
aminoguanidine (0.7 + 0.05 and 0.04 £+ 0.02 pmol/min/mg of protein, respectively; P<0.05)
compared with untreated animals (1.2 + 0.2 pmol/min/mg of protein). In contrast, chronic
L-NAME failed to affect the iNOS activity. The increased serum IgE levels seen in
OVA-challenged animals were not affected by any treatment. Aminoguanidine (but not
chronic L-NAME) restored the increased eotaxin levels in BAL (3.4 = 1.2 and 1.0 + 0.5
pg/ml; P<0.05). The NOy levels in BAL fluid were reduced by both acute and chronic
L-NAME, as well as by aminoguanidine (1.8 £ 0.4, 6.8 = 0.6 and 0.6 = 0.3 uM,
respectively; P<0.05) compared with untreated animals (8.8 + 0.8 puM); however, the
reductions of NOy levels by acute L-NAME and aminoguanidine were significantly higher
than the chronic L-NAME treatment. The pharmacokinetic protocols showed that L-NAME
per se is not bioavailable when given per os. The serum concentrations of its metabolite
N®-nitro-L-arginine decreased from 30 min to 24 h (72.0 to 32.1 ng/mL) after acute

L-NAME intake. In chronic treatment, N”-nitro-L-arginine concentration (16.2 ng/mL) was
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close to the detection limit (10 ng/mL). In conclusion, 3-week treatment with L-NAME
yields low serum N®-nitro-L-arginine concentrations, causing a preferential inhibition of
cNOS activity. Therefore, potentiation of eosinophil influx by chronic L-NAME reflects a
removal of protective cNOS-derived NO, with no interference on the ongoing inflammation

due to iINOS-derived NO.
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1.1- Asma

Nos ultimos 40 anos houve um nitido aumento global na prevaléncia, morbidade,
mortalidade e 6nus econdmico associado a asma, principalmente em criangas. Estima-se que
300 milhdes de pessoas em todo o mundo tenham asma, com aproximadamente 180 mil
mortes anuais, no planeta. O 6nus financeiro, de 300 a 1300 dolares por paciente por ano,
incide de forma variada sobre os asmaticos, sendo que aqueles portadores da asma grave sao
os mais afetados (The International Study of Asthma and Allergies in Childhood — ISAAC,
1998; World Health Organization, 2004; Masoli et al., 2004; Cooper et al., 2006;
Eder et al., 2006; Braman, 2006; Ward e Selgrade, 2006). No Brasil, ocorrem anualmente
cerca de 350.000 internagdes por asma, constituindo-se a quarta causa de hospitalizagao pelo
Sistema Unico de Saude — SUS (2,3% do total), sendo a terceira causa entre criangas e adultos
jovens. Em 1996, os custos do SUS com interna¢des por esta doenca foram de
aproximadamente 76 milhdes de reais (2,8% do gasto total anual) e o terceiro maior valor
gasto com uma enfermidade. Além dos altos custos hospitalares, ¢ imputado a asma um
elevado indice de morbidade, sendo um importante dado relacionado as auséncias escolar e
laborativa. Duas mil mortes anuais sdo decorrentes da asma segundo o 6rgdo do governo
(Ministério da Saude, 2000). Um estudo multicéntrico realizado em 56 paises mostrou uma
variabilidade da asma ativa de 1,6% a 36,8%, posicionando o Brasil em 8° lugar, com uma

prevaléncia de 20% (ISAAC, 1998).

Na defini¢ao atual, a asma ¢ reconhecida como uma doenca inflamatério-cronica
das vias aéreas na qual varias células e elementos celulares desempenham fungdes
importantes. A inflamag¢do cronica esta associada a hiperreatividade das vias aéreas que
conduz a episodios recorrentes de sibilos, chiado, respiracdo curta e ofegante, crise de
dispnéia, deposicdo de muco na arvore bronquica e tosse, particularmente a noite ou ao
amanhecer. Estes episodios podem estar associados a obstrucdo variavel do fluxo aéreo que ¢é
freqlientemente reversivel (espontaneamente) ou com tratamento farmacoldgico adequado
(Masoli et al., 2004). E uma doenga episodica, alternando crises agudas com periodos
assintomaticos e, embora rara, uma crise aguda pode levar a morte (Kroegel et al., 1993;
McFadden, 1994). A asma ¢ decorrente de interagdes complexas entre fatores externos e
genéticos (Vargaftig, 1999; Bochner e Busse, 2005; Pearce e Douwes, 20006;

Cooper et al., 2006). Evidéncias cientificas associam a hiperreatividade a inflamacao das vias
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aéreas, mas a natureza desta interacdo ainda nao ¢ clara (Cockcroft e Davis, 2006;

Trivedi e Lloyd, 2007).

A asma ¢ tradicionalmente dividida em 2 tipos bdsicos: asma intrinseca e
extrinseca (Corrigan e Kay, 1992; Robbins et al., 1994; Ying et al., 1999). A asma intrinseca
apresenta historia negativa para alergia, testes cutaneos e niveis séricos de IgE normais. Neste
caso, os pacientes desenvolvem os sintomas tipicos de asma apds contato com certos
estimulos como infec¢do viral ou bacteriana (Corrigan e Kay, 1992; Kroegel et al., 1993;
McFadden, 1994), ar frio, inalantes irritantes (ex: didxido de enxofre), drogas (ex: aspirina),

estresse emocional e exercicios fisicos (Robbins et al., 1994; Busse e Lemanske, 2001).

A asma extrinseca ¢ caracterizada por uma reacao de hipersensibilidade do tipo I,
induzida por um antigeno extrinseco. Este tipo inclui a asma alérgica (atdpica), ocupacional e
aspergilose broncopulmonar alérgica (Robbins et al., 1994; Smit e Lukacs, 2006). A asma
alérgica ¢ a mais comum, e esta freqiientemente associada a um historico familiar de atopia. E
desencadeada por antigenos ambientais presentes na poeira, no polen, nos pélos de animais,
em alguns alimentos, dentre outros. As crises agudas podem ser precedidas por manifestacdes
de doengas alérgicas como rinite, urticaria ou eczema, reagdes cutineas positivas a injecao
intradérmica de extratos de antigenos, niveis elevados de IgE no soro e/ou respostas positivas
a testes de provocacdo os quais envolvem a inalagdo de antigeno especifico

(Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994; Robbins et al., 1994; Pastva et al., 2004).

1.2- Eosinofilos e asma

Pacientes asmaticos apresentam numero elevado de eosinofilos no sangue e no
lavado broncoalveolar (LBA), e infiltrado inflamatério pulmonar rico em células ativadas,
como mastocitos, monocitos, linfocitos e, principalmente, eosinofilos (Corrigan e Kay, 1992;

Sato et al., 1999; Prussin e Metcalfe, 2006; Trivedi e Lloyd, 2007).

A importancia dos eosindfilos na asma foi enfatizada pelos achados que
correlacionavam o grau de eosinofilia no sangue e no LBA com o grau de hiperreatividade
bronquica e gravidade da doenca (Gonzalo et al., 1998; Sato et al., 1999; Trivedi e
Lloyd, 2007). Entretanto, admite-se atualmente que o papel dos eosinoéfilos no

desencadeamento da hiperreatividade bronquica € controverso, ja que se demonstrou que a
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hiperreatividade pode ocorrer na auséncia de inflamagao eosinofilica (Giembycz, 2001; Smit e

Lukacs, 2006; Jacobsen et al., 2007).

Os achados obtidos de pacientes asmaticos e de modelos de asma experimental
mostram que os eosinodfilos t€ém um papel importante nesta patologia; sendo assim, seu
acumulo seletivo e ativagdo na mucosa bronquica sao considerados eventos centrais na

patogénese da asma (Weller, 1991; Shahabuddin et al., 2000).

Os eosinofilos foram primeiramente descritos por Paul Ehrlich em 1879 (Trivedi e
Lloyd, 2007). Sdo células com nucleo bilobado, destituido de nucléolo, que possuem
corpusculos lipidicos, principal deposito de acido araquidonico, e granulos citoplasmaticos.
Derivam de células progenitoras hematopoiéticas CD 34" na medula dssea que, sob agdo da
interleucina(IL)-3, IL-5 e fator estimulante de colonia de macréfago-granulocito (GM-CSF) se
diferenciam de seus precursores mieldoides em eosindfilos (Telles Filho, 2004;

Rosenberg et al., 2007; Trivedi e Lloyd, 2007).

Eosinofilos ativados liberam substancias citotoxicas, como espécies reativas de
oxigénio e proteinas toxicas como a proteina bdasica principal (MBP), proteina catidnica do
eosindfilo (ECP), neurotoxina derivada do eosindfilo (EDN) e peroxidase do eosinéfilo
(EPO), além de produzirem e liberarem varios mediadores pro-inflamatdrios, incluindo
citocinas, quimiocinas ¢ mediadores lipidicos (Giembycz e Lindsay, 1999; Foster, 1999;
Powell et al., 2001; Rothenberg e Hogan, 2006; Ten Broeke et al., 2006; Trivedi e
Lloyd, 2007).

Dentre as citocinas supracitadas, a IL-5 ¢ a mais especifica para a linhagem
eosinofilica sendo responsavel pelo crescimento, diferenciacdo, ativagao e sobrevida desses
leucocitos (Sanderson, 1992; Collins et al., 1995; Rothenberg et al., 2006). A eotaxina
exerce atracdo especifica sobre os eosindfilos, atuando predominantemente em receptores
CCR-3 (Murphy, 1994; Daugherty et al., 1996; Ponath et al., 1996; Broide et al., 1999;
Zimmermann et al., 2003). O mecanismo que promove o recrutamento de eosinéfilos para o
sitio inflamatdrio ainda ndo esta completamente elucidado; porém, evidéncias apontam para
o envolvimento de algumas citocinas como IL-3, GM-CSF e IL-5, e quimiocinas,
principalmente a eotaxina (Giembycz e Lindsay, 1999; Shahabuddin et al., 2000;
Murray et al., 2006; Pease e Williams, 2006; Rosenberg et al., 2007). Supde-se que a IL-5 e
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a eotaxina ajam cooperativamente neste evento onde a IL-5 atuaria ativando e aumentando
o numero de eosindfilos em resposta a eotaxina (Mould et al., 1997, Palframan et al., 1998;

Rothenberg et al., 2006; Hogan et al., 2008).

A transmigracdo de eosindfilos para o sitio de inflamacao alérgica ¢ realizada
através do endotélio vascular por um processo que envolve rolamento, adesdo, firme adesao

e migracdo transendotelial (Wardlaw et al., 1994; Wardlaw, 2000).

As moléculas de adesdo sdo glicoproteinas expressas na superficie celular e
promovem o contato entre duas células ou entre as células e a matriz extracelular. As
principais familias de moléculas de adesdo sdo as selectinas, as integrinas e a superfamilia

das imunoglobulinas.

A familia das selectinas ¢ formada por trés proteinas: E-selectina, P-selectina e
a L-selectina. A E-selectina ¢ sintetizada e expressa exclusivamente no endotélio vascular
apds estimulagdo com citocinas e lipopolissacarideos. A P-selectina ¢ sintetizada
constitutivamente pelas plaquetas e por células endotéliais, e armazenadas nos granulos o e
nos corpusculos de Weibel-Palade, respectivamente. A E-selectina e P-selectina sdo
encontradas na superficie endotelial e funcionam como sitios de ligagdo para a L-selectina
(encontrada constitutivamente na superficie da maioria dos leucécitos). As integrinas sao
glicoproteinas transmembranares também encontradas nos leucocitos. Sao constituidas por
dois heterodimeros nao-covalentes, designados subunidades a e P, sendo que cada
subunidade possui um grande dominio extracelular e diminuta por¢do citoplasmatica. A
integrina predominante nos leucocitos pertence a subfamilia B, (Lampinen et al., 2004;
Rothemberg et al., 2006; Hogan et al., 2008). As imunoglobulinas ou anticorpos sao um
grupo de glicoproteinas presentes no soro e nos liquidos organicos. Sao produzidas pelos
linfocitos B, precursores que, depois de sensibilizados, isto €, depois de terem entrado em
contato com o antigeno, originam os plasmocitos de diferentes linhagens e clones celulares,
que irdo produzir as cinco fragcdes de imunoglobulinas, denominadas imunoglobulinas G,
A, M, D e E. Apesar de apresentarem muitas semelhangas, diferem entre si no tamanho, na
composicdo de aminoacidos, no conteido de carboidratos e na carga elétrica. Sdo
produzido com a fun¢do principal de neutralizar e eliminar o antigeno que estimulou a sua

producdo. Esse processo de eliminacao ¢ feito de diversas formas, através da fixagdo do
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complemento, opsionizagdo, reacdo anafilatica (desgranulagdo de mastdcitos),
neutralizagdo da substancia, aglutinacdo, dentre outros (Buck, 1992; Montefort et al., 1993;

Levy, 1996).

As seqiliéncias iniciais executadas pelos eosinofilos sdo o rolamento, reguladas
pelas L-selectinas e seus contra-ligantes expressos no endotélio (CD34 ¢ MAdCAM-1), ¢ a
adesdo que ocorre com PSGL-1 interagindo com as E- e P-selectinas endoteliais. A firme
adesdo e a transmigracdo através do endotélio vascular para o tecido, executadas pelos
eosinodfilos, sdo reguladas pelas interagdes coordenadas entre as citocinas e as quimiocinas, as
moléculas de adesdo expressas na superficie dos eosinofilos (selectinas e integrinas,
principalmente VLA-4 ¢ Mac-1) e seus contra-ligantes VCAM-1, MAdCAM-1 e ICAM-1
expressos na superficie das células endoteliais vasculares (Lampinen et al., 2004;

Rothenberg et al., 2006; Hogan et al., 2008).

1.3- Modelos de asma experimental

Ainda se aceita que o método mais abrangente para a compreensao da patologia
da asma seja o modelo animal (Howat et al., 2002; Eriksson et al., 2005; Barnes, 2006; Zosky
e Sly, 2007). O modelo de asma em animais tem sido utilizado ha mais de 100 anos
(Karol MH, 1994). Varias espécies animais tém sido usadas incluindo a cobaia, o cdo, o rato, o
camundongo, o coelho, a ovelha e o macaco (Renz et al., 1992; Woolley et al., 1994; Gaspar
Elsas et al., 1997; Petrolani et al., 1988; O'Byrne, et al., 1999; Lintomen et al., 2002; Arts e
Kuper, 2006; Ward e Selgrade, 2006; Zosky e Sly, 2007). Entretanto, apesar de utilizarmos o
termo "modelo de asma", ainda nao existe um modelo experimental ideal que mimetize a asma
humana (Vargaftig, 1999; Szelenyi, 2000; Smit & Lukacs, 2006). Embora os modelos em
ratos e cobaias sejam relevantes, o modelo murino ¢ mais usado devido a disponibilidade de
ferramentas imunolégicas, como linhagens de camundongos isogénicos, knockouts e
transgénicos; disponibilidade de anticorpos e proteinas recombinantes (Dietrich et al., 1996;
Elias et al., 2003). Na realidade, o que existem sdao modelos de inflamagdo alérgica que
reproduzem algumas caracteristicas da doenca (Vargaftig, 1999). Sendo assim, modelos
murinos sdo usados porque exibem pelo menos duas das caracteristicas mais importantes da

asma: a inflamacdo e a hiperreatividade das vias aéreas (Whitehead et al., 2003;
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Smit & Lukacs, 2006; Zosky e Sly, 2007). O modelo experimental de asma mais usual ¢ o de
hiperreatividade e inflamacdo broncopulmonar induzidas por alérgeno. O procedimento mais
freqiientemente utilizado ¢ a indu¢do de um estado alérgico, frente ao uso de antigeno
conhecido, como a ovalbumina (OVA), onde normalmente se empregam 2 injecdes deste
alérgeno associado ao alimen (hidréxido de aluminio). O alimen ¢ o adjuvante do sistema,
que ¢ amplamente usado para a indugdo da sintese de anticorpos, particularmente da classe
IgE. A administracdo de antigenos protéicos, associado ao aliimen, resulta em imunidade
mediada por células e formagdo de anticorpos (no caso, com uma importante propor¢ao de
IgE), dependente de células T (no caso, células Th,) (Brewer et al., 1999; Kips et al., 2003). A
hiperreatividade e a inflamagdo broncopulmonar podem ser observadas nestes animais
sensibilizados, apds a provocagdo (intranasal, aerosol, instilagdo ou intratraqueal) com o
antigeno (Renz et al., 1992; Kung et al., 1994; Egan et al., 1995; Petrolani et al., 1988;
Ferreira et al., 2004).

Uma das principais criticas a esse modelo animal tdo comum ¢ a falta de
cronicidade da resposta a4 exposicdo alergénica seguida a  sensibilizagdo
(Fulkerson et al., 2005). Os camundongos sdo atualmente e, provavelmente, permanecerao
sendo o modelo animal mais popular simplesmente por causa da tecnologia disponivel para
manipular e explorar sua biologia. Eles constituem um recurso efetivo de geracao de hipoteses
que pode, entdo, ser extrapolado e testado em humanos asmaticos (Ward e Selgrade, 2006;

Zosky e Sly, 2007).

1.4- Oxido nitrico (NO)

O NO constitui-se num radical livre, gasoso, inorganico e incolor
(Dusse et al., 2003). A sintese do NO inicia-se, numa primeira etapa, pela hidroxilacao de
um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina (aminoacido semi-essencial) gerando
N®-hidroxi-L-arginina com utilizagdo da nicotinamida adenina difosfato (NADPH),
oxigénio e, provavelmente, o complexo heme (ferro-protoporfirina IX). Na etapa seguinte
ha a conversdo da N“-hidroxi-L-arginina em NO e L-citrulina onde participam a flavina
adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina

(BH4) como co-fatores, reacdo essa catalizada pelas 6xido nitrico sintases (NOS).
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As NOS existem em trés isoformas que sao agrupadas em duas categorias, a
NOS constitutiva (cNOS), dependente de ions célcio (Ca™) e de calmodulina, e a NOS
induzivel (iNOS).

As isoformas constitutivas sdao a NOS neural (nNOS ou tipo 1), presente
normalmente em neuronios, € a NOS endotelial (eNOS ou tpo III), encontrada nas células
endoteliais vasculares, nas plaquetas e nas células epiteliais. A iNOS ¢ produzida por uma
variedade de células, incluindo-se linfécitos T, macréfagos, células endoteliais, miocitos,
hepatocitos, condrocitos, neutrdfilos, plaquetas, fibroblastos pulmonares, células da

musculatura lisa e células epiteliais das vias aéreas.

A INOS e a cNOS diferem quanto a capacidade de sintese de NO, a forma de
ativacdo e ao peso molecular (Alderton et al., 2001; Fischer et al., 2002; Dusse et al., 2003;
Ten Broeke et al., 2006; Choi et al., 2006). A cNOS produz, em segundos, infimas
quantidades de NO, da ordem de nano ou picomols, e sua ativagdo depende da interacao
com a calmodulina, que ¢ controlada pelos niveis de Ca™ intracelular. A isoforma nNOS
possui peso molecular de 161 KDa (1434aa) e a eNOS de 133 KDa (1203aa) e
localizam-se, respectivamente, nos cromossomas humanos 12 ¢ 7. A iNOS ndo ¢ produzida
em condi¢des normais, mas sim induzida por agentes pro-inflamatorios, incluindo a IL-1,
o TNF-a e o INF-y, além de fatores exodgenos como infecc¢do viral e produtos bacterianos.
E necessiria vérias horas para a iNOS ser expressa, quando entdo libera grandes
quantidades de NO (umols) de forma continua até que eventualmente ocorra a morte
celular. Esta isoforma tem peso molecular de 131 KDa (1153aa) e localiza-se no
cromossoma humano 17 (Barnes e Liew, 1995; Alderton et al., 2001; Fischer et al., 2002;
Dusse et al., 2003).

O NO ¢ um dos mais importantes mediadores de processos fisiopatologicos,
desempenhando fun¢do como mensageiro ou modulador de varias atividades bioldgicas
essenciais. Muitas das a¢des do NO sdo mediadas pela ativacao da guanilil ciclase solavel e
conseqiiente aumento da concentracdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) nas
células-alvo (Moncada e Higgs, 1993; Persichini et al., 2002; Ferreira et al., 2006; Bove e
van der Vliet, 2000).
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1.4.1- Oxido nitrico e asma

O NO ¢ produzido por varios tipos celulares e tem papel-chave na regulacdo de
multiplas fungdes bioldgicas. O NO tem sido apontado como potencial mediador na
inflamacao asmatica (Thomassen et al., 1999; Dusse et al., 2003). Animais submetidos ao
desafio alergénico e pacientes asmadticos apresentam niveis aumentados de NO no ar
exalado (Barnes e Liew, 1995; Thomassen et al., 1999; Eynott et al., 2002; Donnelly e
Barnes, 2002; Hjoberg et al., 2004; Bochner e Busse, 2005; Kobayashi et al., 2005). Embora
a fonte exata deste NO ndo esteja esclarecida, ha indicios de que seja advindo da iNOS
produzida pelas células epiteliais das vias aéreas inferiores (Hjoberg et al., 2004;
Iijima et al., 2005). Xiong e colaboradores (1999) mostraram, utilizando modelo de
inflamagdo alérgica das vias aéreas, que camundongos knockout para a iINOS tém as

manifestagdes da doenca bastante reduzidas, incluindo redugao da infiltracao de eosinofilos.

Eynott e colaboradores (2002) mostraram, em ratos submetidos ao desafio
alergénico, que os niveis de NO exalado estdo suprimidos pelo SC-51 (inibidor seletivo da
iINOS), indicando que o aumento do NO exalado deve ser derivado da iNOS. Por outro
lado, apesar da hiperreatividade bronquica ter sido suprimida, os animais ndo apresentaram

reducdo da inflamagao eosinofilica pulmonar.

Outros trabalhos conduzidos em animais sensibilizados com antigeno
mostraram que L-NMMA e aminoguanidina (ambos inibidores de NOS) inibiram o influxo
de células inflamatérias induzido pelo alérgeno. A L-arginina (substrato da NOS) reverteu
o fendmeno e aumentou o influxo celular, enquanto a D-arginina (enantidmero ndo ativo)
nao causou efeito. Esses trabalhos apdiam o conceito de que o NO, através da iNOS, exerce
um papel importante na migragdo de células inflamatérias (Tulic et al., 2000;
lijima et al., 2005). Outro estudo em pacientes asmaticos mostrou que o desafio com
alérgeno nas vias aéreas eleva os niveis de NO local; o LBA tem niimero aumentado de
eosinofilos e niveis elevados de citocinas (GM-CSF e MIP-1a), apoiando a correlagdo entre
niveis elevados de NO nas vias aéreas e o desenvolvimento da resposta inflamatoria

pulmonar alérgica (Thomassen et al., 1999; O'Byrne, 2001).
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Em eosindfilos de ratos (Zanardo et al., 1997) e humanos (Thomazzi
et al,, 2001), inibidores de NOS reduzem a quimiotaxia dos eosinéfilos in vitro. O
tratamento cronico de ratos com L-NAME reduz a migracdo de eosinoéfilos in vivo em
modelo ndo alérgico (Ferreira et al., 1996) e alérgico de inflamacdo pulmonar

(Ferreira et al., 1998).

Recentemente, Landgraf e colaboradores (2005) investigaram a infiltragdo de
células inflamatodrias, a hiperreatividade bronquica e a secrecdo de muco na inflamacao
alérgica pulmonar em camundongos submetidos ao tratamento agudo com inibidores da
sintese de NO (L-NAME e aminoguanidina), ¢ em camundongos knouckout para iNOS.
Surpreendentemente, dentre os parametros analisados, o nimero de eosindfilos no LBA dos
camundongos iNOS™ ndo foram significativamente diferentes dos animais controle; além
disso, o tratamento de camundongos iNOS™ com L-NAME (ou aminoguanidina) ndo afetou

estes parametros.

Como relatado acima, a fungao do NO na regulagdo da resposta inflamatoria de
natureza alérgica ainda ¢ bastante controversa. Nosso grupo tem se preocupado em
contribuir para a compreensdo da fun¢do do NO na inflamagao alérgica desde meados da
década de noventa. No nosso entender, fomos os primeiros a relatar o efeito inibitorio
(seletivo) de inibidores da sintese do NO sobre a migragdo in vitro e in vivo de eosinofilos
de ratos (Ferreira et al., 1996). A partir deste estudo, publicamos outros, quer utilizando
modelos de alergia em ratos tratados cronicamente com L-NAME (Ferreira et al., 1998,
2004), quer utilizando eosindfilos isolados de sangue de individuos saudaveis
(Conran et al., 2001; Ferreira et al., 2002; Thomazzi et al., 2001; 2004, 2005; veja
Ferreira et al., 2006). No momento em que o presente projeto foi pensado, decidimos,
inicialmente, transpor o modelo de tratamento cronico com L-NAME em ratos para
camundongos. O camundongo, sabidamente, apresenta vantagens quanto a exploragdo na
pesquisa experimental pela disponibilidade comercial de anticorpos (kits ELISA, por
exemplo) para a grande maioria das moléculas (mediadores inflamatorios, moléculas de
adesdo, receptores, imunonoglobinas). Assim, nosso plano inicial era apenas caracterizar a
inibi¢do do infiltrado eosinofilico pelo L-NAME cronico em camundongos, tal qual
obtinhamos no rato, para podermos continuar nossos estudos com novas abordagens

farmacoldgicas. Nos primeiros protocolos experimentais, fomos surpreendidos pelo efeito
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“oposto” do L-NAME cronico em camundongos (potencializacdo em vez de reducao do
infiltrado eosinofilico no LBA). O protocolo foi repetido e confirmado varias vezes. Por
conta deste resultado “inesperado”, redirecionamos totalmente a idéia original do projeto,
passando a nos preocupar com o entendimento da potencializagdo do influxo eosinofilico
para o LBA em camundongos desafiados com OVA e tratados cronicamente com
L-NAME, comparado aos tratamentos agudo com este inibidor e cronico com a

aminoguanidina (inibidor seletivo para a iNOS).

1.5- Objetivos

O objetivo geral deste projeto foi esclarecer o efeito de inibidores ndo-seletivos
e seletivos da NOS (L-NAME e aminoguanidina), administrados aguda e cronicamente,
sobre a migracdo de eosinofilos para as vias aéreas de camundongos previamente

sensibilizados e desafiados com OVA.

1.5.1- Objetivos especificos

Em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA, tratados com

L-NAME ou aminoguanidina (e seus respectivos controles), foram objetivos:

1) Quantificar o numero de leucocitos totais (com énfase para os eosinofilos)

no LBA, medula 6ssea e sangue periférico;
i1) Quantificar as atividades da NOS cerebral e pulmonar;

iii)Quantificar os niveis dos metabdlitos de NOy (NO,/NOy’), eotaxina, IL-5 e

IgE no LBA e/ou soro;
iv) Avaliar a histopatologia pulmonar;

v) Avaliar a farmacocinética do L-NAME, quantificando-se a concentragdo de
L-NAME e de seu metabdlito, N®-nitro-L-arginina (LNA), no soro dos

animais.
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2.1- Animais

Utilizaram-se camundongos BALB/c machos de 20 a 25 g. Os animais foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB-UNICAMP)
e transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia onde permaneceram a

24°C e iluminacgao periodica didria de 12 horas, com agua e alimentacdo ad libitum.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de FEtica na

Experimentacdo Animal (CEEA — IB — UNICAMP) sob n° 971-1.

2.2- Tratamentos com L-NAME e aminoguanidina

Os tratamentos cronicos com L-NAME, nas doses de 50 e 150 mg/kg/dia, e
aminoguanidina, na dose de 20 mg/kg/dia, foram feitos por 3 semanas, através de ingesta
hidrica (adicionados na “dgua de beber”). As drogas foram pesadas e transferidas para um
frasco onde se verteu 150 mL de 4gua sob branda agitacdo. Os animais eram pesados a cada
dois dias, no caso dos tratamentos cronicos, com o objetivo de se administrar acuradamente

as doses propostas.

O tratamento agudo com L-NAME foi efetuado com a dose de 50 mg/kg,

através de gavagem, ministrada 30 minutos antes do primeiro desafio intranasal.

2.3- Sensibilizacao e desafio intranasal com OVA

Cada camundongo recebeu inje¢do subcutdnea dorsal de OVA (100 pg de
OVA, dissolvida em 0,4 ml de soro fisiologico contendo 1,6 mg de hidroxido de aluminio)
no dia zero ¢ um reforco no dia 7. No dia 14, os animais foram desafiados por via intranasal
com OVA (10 pg de OVA em 50 ul de soro fisioldgico) 2 vezes, com intervalo de 6 horas
entre os desafios. No dia seguinte, os animais foram novamente desafiados por mais 2
vezes, € mortos 48 horas apos o primeiro desafio. O grupo controle (ndo-sensibilizado)

recebeu insitilagdo intranasal com OVA da mesma forma como descrito acima.
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O tratamento cronico dos animais com L-NAME ou aminoguanidina (veja
acima o esquema de tratamento) iniciou 1 semana antes da primeira sensibilizagdo com
OVA, e continuou durante todo o periodo de sensibilizacdo e desafio, totalizando 3
semanas de tratamento. Os animais tratados agudamente com L-NAME receberam a droga

30 min antes do primeiro desafio com OVA.

2.4- Coleta e contagem de células do sangue periférico, do lavado broncoalveolar e da

medula ossea
2.4.1- Sangue periférico

Os animais foram anestesiados com FORANE® (isoflurano) e o sangue foi
coletado da veia cava abdominal com seringa de 1 ml na auséncia de anticoagulante.
Imediatamente ap6s a coleta, um volume minimo do sangue (10 pl) foi destinado a
contagem total de células em cdmara de Neubauer (com liquido de Turk) e a confeccao de
lamina (esfregaco) para posterior contagem diferencial dos leucdcitos (Pandtico Répido). A
quantidade de sangue restante foi centrifugada (1000 x g por 10 minutos); o soro foi

coletado e estocado a -80°C.

2.4.2- Lavado broncoalveolar (LBA)

Os camundongos tiveram a traquéia exposta com o auxilio de material cirargico
(pinca e tesoura pequenas); em seguida, a traquéia foi delicadamente canulada com um
cateter (24G x %”). Em seguida, amarrou-se delicadamente uma linha em volta da traquéia
para que o cateter ndo se movesse € nem saisse do interior da traquéia. Posteriormente,
através da canula ja fixada a traquéia, foram feitas 5 lavagens broncoalveolares com 300 pl
de PBS gelado. Ao término do método, recuperava-se um volume aproximado de 1,5 ml de
LBA por camundongo. Apods a coleta, o LBA foi centrifugado a 4°C (500 x g por
10 minutos), o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C. O pellet foi ressuspenso em
200 pl de PBS e utilizado para contagem total de células em cadmara de Neubauer
(com liquido de Turk), para confec¢do de lamina em citocentrifuga e para posterior

contagem diferencial dos leucocitos (Pandtico Répido).
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2.4.3- Medula 6ssea

Os dois fémures de cada animal foram retirados com o auxilio de material
cirtrgico (pingas e tesouras) e transferidos para uma placa de Petri pequena contendo 5 ml
de PBS. O canal medular de cada osso foi lavado com o PBS contido na placa,
utilizando-se uma seringa de 5 ml e uma agulha (25 x 0,70 mm ou 22G1). Apds esse
procedimento, a suspensdo celular foi transferida para um tubo conico de 15 ml e
homogeneizado com uma pipeta paster. As células da medula dssea foram utilizadas para
contagem total de células em cdmara de Neubauer (com liquido de Turk), para a confeccao
de lamina (citocentrifuga) e para posterior contagem diferencial dos leucécitos (Panotico
Rapido). Através de critérios morfologicos e da coloracdo diferenciaram-se eosinofilos
imaturos de eosinofilos maduros. Consideraram-se mieloblastos, promielocitos e mielocitos
como eosindfilos imaturos; e metamieldcitos, bastonetes e segmentados como sendo

eosinofilos maduros.

2.5- Analise histolégica

Apoés anestesia dos animais com cloral hidratado (1 g/kg, i.p.), os pulmdes
foram retirados, fixados em uma solucdo de formalina (10% em PBS) por 24 horas, e
conservados em etanol (70%); desidratados em gradagdo alcéolica e posteriormente
embebidos em xilol até a inclusdo em parafina. Cortes histologicos de 5 pm foram corados
com hematoxilina/eosina (corante H/E) para contagem dos eosinéfilos no tecido. A
quantidade de eosinofilos no parénquima pulmonar foi determinada ao microscopio, em
uma 4rea de 28 pm?’ circunjacente aos bronquios. Os valores representam a média de 10

bronquios examinados de forma aleatoria sob um aumento de 250 x.

2.6- Dosagem de NO, (NO,/NO3)

A detecg¢do dos metabolitos do NO, nitrato e nitrito (NOy), no soro foi feita
através da conversao de nitrato em nitrito através da enzima nitrato redutase, na presenca de
co-fatores e subseqiiente dosagem do nitrito com o reagente de Griess. Para tal, utilizamos
o kit comercial da Cayman Chemical (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, catalog

n° 780001).
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2.7- Dosagem sérica de IgE

A determinacdo de anticorpos da classe IgE no soro realizou-se através do
método de ELISA com o kit comercial (Mouse IgE ELISA Quantitation Kit, catalog
n° E90-115) da Bethyl Laboratories (Montgomery, TX, USA).

2.8- Dosagem de IL-5

A deteccdo e quantificagdo da citocina IL-5 tanto no soro quanto no LBA foi
realizada pelo método de ELISA com o kit comercial (Quantikine reconbinant mouse IL-5

Kit, catalog n° M5000) da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

2.9- Dosagem de eotaxina

A determinacdo e quantificagdo da eotaxina no LBA fez-se pelo método de
ELISA utilizando o kit comercial (Quantikine Mouse Eotaxin Immunoassay Kit, catalog

n° MMEO00) da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

2.10- Dosagem da atividade das 6xido nitrico sintases (NOS)

O método utilizado € o descrito por Forstermann e col.(1990) e esta baseado na
conversao da [3H]L-arginina para [*H]-L-citrulina. As amostras de cérebros e pulmdes
mantiveram congeladas a -70°C at¢ o momento do ensaio. Foram pesadas e
homogeneizadas em 5 volumes do tampdo de incubagdo (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4)
contendo 1 mM de PMSF e 1 mM de L-citrulina. Cinqilienta microlitros do homogenato
foram incubados na presenca de 1 mM de NADPH, 2 mM de CaCl, e 10 uM de L-arginina
contendo 100.000 cpm de [***°?H]J-L-arginina mono hidrocloreto (Amersham Life
Science, Inglaterra) num volume final de 100 pl a temperatura ambiente (25-27°C) durante

30 minutos, em duplicata. Todos os reagentes foram preparados em tampao de incubacao
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(exceto o PMSF e a L-citrulina). Apds este periodo, a reagdo foi interrompida pela adigao
de 1 ml de tampao HEPES 20 mM, pH 5,4, contendo 1 mM de EGTA ¢ 1 mM de
EDTA. Os tubos foram centrifugados (5 min a 10,000 rpm; centrifuga Eppendorf Mod.
5412 - Alemanha) e os sobrenadantes aplicados em colunas contendo 0,6 ml de resina de
troca i0nica (tipo anionica forte; Dowex AG 50X-8, Sigma Chem. Co., EUA). Os eluatos
foram recolhidos em tubos de cintilacao. As colunas foram lavadas com 1 ml adicional de
tampao HEPES e os eluatos foram combinados com os anteriores. Apos a adi¢ao de 10 ml
de liquido de cintilacdo, a radioatividade foi medida durante 1 min em espectrometro de

cintilagdo (BECKMAN - EUA).

Em cada ensaio foram realizados, em paralelo, controles farmacologicos da
atividade enzimatica que consistiram na omissdo do CaCl, e na adi¢do de 1| mM de EGTA
no meio de incubacdo (afim de caracterizar o tipo da NOS quanto a dependéncia da
presenca de Ca®" no meio de incubagdo), ou na adicado de 1 mM de L-NAME (inibicao

inespecifica da NOS).

As contagens foram corrigidas por subtracdo do “branco” (onde o homogenato
do tecido foi adicionado apds o tampdao HEPES) e da contagem obtida pelos tubos que
obtinham a presenga de L-NAME correspondente de cada amostra. Para o calculo das
atividades enzimaticas, as contagens (cpm) foram relacionadas a contagem total
(os conteudos destes tubos receberam [******H]L-arginina mono hidrocloreto diretamente

nos tubos de cintilagdo) pela formula:
pmol L-cit/min = 1000 x ((cpMamostra = CPMpranco) - CPM L-NaME)/cpm totais/30

onde 1000 ¢ a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de incubag¢do (em pmols) e 30

¢ o tempo de incubacdo (em min).

O conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976; kit
comercial Bio Rad™, EUA) e a atividade da NOS foi expressa como pmols de L-citrulina
produzidos por minuto e por mg de proteina. A atividade da NOS na presenga de CaCl,
refere-se a atividade da NOS total, na auséncia de CaCl, a atividade da iNOS (que possuia
EGTA no meio de incubagao) ¢ da diferenga entre as atividades da NOS total e da iNOS
obtem-se a atividade da cNOS.
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2.11- Metodologia analitica para a quantificagio de L-NAME e N”-nitro-L-arginina

no soro

Preparacdo da amostra: todas as amostras de soro de camundongo,
previamente congeladas, foram descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas a
2.550 g durante 5 minutos a 4°C. Numero suficiente de colunas novas (Waters HLB Oasis®
SPE) foi utilizado para o ensaio. Essas colunas foram ativadas com 1 mL de metanol,
lavadas com 2 mL de 4dgua e pré-condicionadas com 3 mL de solu¢do tampao de
bicarbonato de Na" (pH 9,0). Cada solucio de lavagem foi passada através das colunas sob
baixa pressdo. Cada amostra de soro (0,1 puL) e 0,5 uL da solugdo tampao de bicarbonato
de Na" (pH 9,0) foram agitadas e aplicadas nas colunas ja equilibradas (Waters HLB
Oasis® SPE). Sob baixa pressio, as amostras foram retiradas lentamente das colunas. As
colunas foram lavadas por 2 vezes com 1 mL de agua. A lavagem foi realizada através das
colunas sob baixa pressio. As colunas (Waters HLB Oasis” SPE) foram colocados em
tubos de vidro, 12 x 120 milimetros, devidamente numerados. As colunas foram eluidas em
seguida com 0,8 ml de metanol, que passaram através das colunas lentamente e foram
coletados em tubos de vidro com a aplicacdo de uma leve pressdo positiva através de um
fluxo de nitrogénio (37°C). Este processo foi conduzido sob um exaustor. Os residuos secos
foram reconstituidos com 0,1 mL de metanol e agitados em vortex por 15s. As solugdes

foram entdo transferidas para os microtubos do injector automatico.

Analise das drogas: O método analitico baseou-se em cromatografia liquida de
alta performance acoplada a espectrometria de massas (LC-MS-MS; Quattro LC,
Micromass / UK). A metodologia foi desenvolvida para a determinagdo de L-NAME e
N®-nitro-L-arginina no soro de camundongos. Os analitos foram extraidos das amostras
séricas pela extracdo de fase solida utilizando as colunas (Waters HLB Oasis” SPE). A
cromatografia foi realizada numa coluna analitica de fase reversa (Sodex D-4) onde a fase
movel se consistituia de Metanol / 4gua (40:60 v / v) + 0,1% de 4cido férmico. O método

teve um tempo total de execucao cromatografica de 4,0 min.
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O método mais simples de regressao para as curvas de calibragcdo foi y = a + bx
de 10 a 500 ng / mL [curva y = a + bx; 39,0211 * x + 60,1582 para N®-nitro-L-Arg (r*>
0.996971); 47,5498 * x + 69,3503 para o L-NAME (> 0,995758)]. O método foi validado

para os parametros de recuperacdo, linearidade , exatiddo e precisao.

Apo6s determinada a metodologia analitica para o ensaio do L-NAME e de seu
metabolito, N”-nitro-L-arginina, no soro de camundongos, obteveram-se os espectros

representativos dos picos de cada droga que sdo mostrados, logo abaixo.
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Espectros do N”-nitro-L-arginina
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Espectros do L-NAME
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2.12- Analise dos Resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (EPM) de
n experimentos. Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) para multiplas comparagdes seguido pelo teste de Tukey.
Utilizou-se o teste ¢ de student nao pareado quando apropriado. Valores de P<0,05 foram

considerados significativos.

Materiais e Métodos

45



3- RESULTADOS

46



3.1- Efeito dos tratamentos cronicos e agudo com L-NAME e/ou aminoguanidina

sobre o nimero de eosinofilos
3.1.1- LBA

As contagens de eosinofilos no LBA, realizadas 48 h ap6s o desafio com OVA,
mostraram-se significativamente elevadas (0,13 + 0,02 x 10° células / LBA; P<0,0001)
comparadas aquelas dos animais ndo-sensibilizados instilados com OVA onde ndo se

observaram eosinofilos.

O tratamento cronico dos animais com L-NAME por trés semanas, nas doses de
50 e 150 mg/kg/dia (n = 7 e 12, respectivamente), provocou um aumento dose-dependente
(P<0,001) do numero de eosinofilos no LBA nos camundongos desafiados com OVA

quando comparados aos animais ndo tratados (Figura 1).

Em contraste ao tratamento cronico, o tratamento agudo com L-NAME
(50 mg/kg; n=5), administrado por gavagem 30 mim antes do primeiro desafio com OVA,
reduziu significativamente a infiltracdo de eosinofilos quando comparado ao grupo nao

tratado (Figura 1).

O tratamento cronico com aminoguanidina (20 mg/kg/dia; por 3 semanas; n=5)
praticamente aboliu a infiltragdo de eosindfilos no LBA dos animais desafiados com OVA

(Figura 1).

Os tratamentos cronicos com L-NAME e aminoguanidina, bem como o
tratamento agudo com L-NAME, nas doses mencionados acima, afetaram os nimeros de
leucdcitos totais, de neutréfilos e de mononucleares nos camundongos sensibilizados e
nao-sensibilizados. O tratamento crénico com aminoguanidina aumentou o numero de
mononucleares e reduziu o de neutrofilos, o tratamento cronico com L-NAME
(50 mg/kg/dia) reduziu o nimero de mononucleares enquanto o L-NAME (150 mg/kg/dia)
aumentou o numero de leucdcitos totais, o tratamento agudo com L-NAME aumentou o

numero de mononucleares (n=5-14; Tabela 1).
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Figura 1- Efeito dos tratamentos cronicos com L-NAME e aminoguanidina e do

tratamento agudo com L-NAME sobre o numero de eosinofilos no lavado
broncoalveolar (LBA) 48 h apés o desafio intranasal com ovalbumina
(OVA). Os dados foram obtidos de camundongos ndo tratados ou tratados com
L-NAME (ou aminoguanidina), sensibilizados e desafiados com OVA (48 h). A
barra branca representa os animais sensibilizados/ndo tratados) e as barras
pretas representam os animais sensibilizados/tratados. Cada coluna representa a
média + EPM (n=5-14). "P<0,05 quando comparado com o grupo nio tratado e
YP<0,05 quando comparado com o grupo tratado (L-NAME cronico
50 mg/kg/dia). AG, aminoguanidina.
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Tabela 1- Efeito dos tratamentos cronicos com L-NAME e aminoguanidina e do
tratamento agudo com L-NAME sobre o numero de leucdcitos totais,
células mononucleares e neutrofilos no lavado broncoalveolar (LBA) 48 h
apos o desafio intranasal com ovalbumina (OVA). Os dados foram obtidos
de camundongos controles (C) ou tratados com L-NAME ou aminoguanidina
(T), ndo-sensibilizados (NS) ou sensibilizados (S) e desafiados com OVA
(48 h). Os dados representam a média + EPM (n=5-14).

Contagens total e diferencial de células no LBA

Tratamento Grupo n Leucécitos totais Mononucleares Neutréfilos

NS-OVA-C 7 0,41+ 0,02 0,35+ 0,02 0,06 + 0,01

L-NAME NS-OVA-T 7 0,47 + 0,04 0,40 = 0,03 0,07 + 0,02

(502\9{’%9/&0) OVA-OVA-C 7 0,46 + 0,02 0,35+ 0,02 0,05+ 0,01

ronico OVA-OVA-T | 7 052+ 0,03 026+ 002* 0,07+ 001

NS-OVA-C 14 0,54 + 0,04 0,47 + 0,04 0,07 + 0,01

5 é-N?lfA/Ed. NS-OVA-T 13 0,50 + 0,03 0,42+ 003 0,08+ 0,01

(150mg/ka/dia) | Gva-ovac | 14 0,65+ 0,05 045+ 0,03 010+ 0,01

OVA-OVA-T | 12 0,81+ 0,04 ** 0,38+ 0,02 0,08 + 0,01

) NS-OVA-C 6 0,87 + 0,04 0,79+ 0,05 0,07 + 0,03

Aminoguanidina

(20mg/kg/dia) | NS-OVAT 8 0,81+ 0,03 0,76 = 0,03 0,04 + 0,01

Crénico OVA-OVA-C | 7 0,99 + 0,03 0,44+ 0,04 * 0,11+0,03
OVA-OVA-T | 5 0,93+ 0,06 0,85+ 0,06 # 0,03+ 001#

NS-OVA-C 7 091+ 0,04 0,70+ 0,05 0,20+ 0,05

L-NAME NS-OVA-T 7 1,01+ 0,05 0,83+ 0,05 017 + 0,02

(50";\9/ kg/ dia) | ova-ova-c | 5 0,85+ 0,07 0,55+ 0,01 013+ 0,04

udo
J OVA-OVA-T | 5 0,95 + 0,06 0,75+ 0,04 * 0,16+ 0,04

Ndo foi observado eosinéfilos no LBA dos animais NS-OVA-C e NS-OVA-T.
*P<0.05 em relagdo aos grupos NS-OVA-C e NS-OVA-T; #P<0.05 em relagdo ao grupo OVA-OVA-C. n=5-14
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3.1.2- Histologia pulmonar

O numero aumentado de eosinéfilos no LBA dos camundongos tratados

cronicamente com L-NAME foi confirmado pela histologia pulmonar (Figuras 2 e 3). O

numero de eosindfilos no parénquima peribronquiolar 48 horas apés o desafio com OVA

mostrou-se aumentado no grupo L-NAME (27,0 + 5,1 eosinéfilos/bronquio) quando

comparado ao dos animais ndo tratados (18,2 £ 1,6 eosindfilos/bronquio; n=4-5).

Praticamente, ndo houve eosinéfilos nos pulmoes de camundongos nao sensibilizados (nem

nos controles, nem nos tratados com L-NAME).

Eosinofilos/bronquio
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Figura 2- Efeito do tratamento cronico com L-NAME sobre o niimero de eosinéfilos

no parénquima pulmonar apés a instilacdo intranasal com ovalbumina
(OVA). Os dados representam o numero de eosindfilos/bronquio de
camundongos ndo tratados ou tratados com L-NAME (150 mg/kg/dia,
3 semanas), 48 h apos a instilagdo com OVA. Os grupos experimentais foram:
NS-OVA-C (ndo-sensibilizado/ndo tratado), NS-OVA-T
(no sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C (sensibilizado/nao tratado) ¢ OVA-
OVA-T (sensibilizado/tratado). Cada coluna representa a média £ EPM
(n=4-5). ***P<0,001, quando comparados aos grupos NS-OVA-C e NS-OVA-
T; e YP<0,05 quando comparado com o grupo OVA-OVA-C.
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Figura 3- Fotomicrografia representativa do parénquima pulmonar de camundongos
Balb/c, 48 h apos o desafio com ovalbumina (OVA) em animais controles e
tratados cronicamente com L-NAME (150 mg/kg/dia, 3 semanas). Os
grupos experimentais foram: NS-OVA-C (ndo-sensibilizado/ndo tratado),
NS-OVA-T (ndo-sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C (sensibilizado/nao
tratado) e OVA-OVA-T (sensibilizado/tratado). Aumento de 250x.

3.1.3- Sangue periférico e medula dssea

As contagens de eosinofilos em ambos, sangue periférico e medula 6ssea, em
48 horas apos o desafio com OVA mostraram-se significativamente maiores (P<0,05)

quando comparadas aos animais nao-sensibilizados instilados com OVA (Figura 4).
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O tratamento cronico com L-NAME (50 mg/kg/dia; n=7) nao modificou
significativamente o nimero de eosindfilos no sangue periférico nos camundongos
desafiados com OVA, em comparacdo aos animais nao tratados (n=7-17; Figura 4A).
Entretanto, o tratamento cronico com a dose maior de L-NAME (150 mg/kg/dia; n=15)
acarretou um aumento de cerca de 50% (P<0,05) no niimero de eosinofilos no sangue

periférico nos camundongos desafiados com OVA.

Os tratamentos agudo com L-NAME (50 mg/kg; n=5) ou cronico com
aminoguanidina (20 mg/kg/dia; n=8) reduziram significativamente as contagens de
eosinofilos no sangue periférico (Figura 4A). O numero de eosinodfilos no sangue periférico
de camundongos ndo sensibilizados ndo alterou em nenhum dos grupos estudados

(Figura 4A).

O tratamento cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia) aumentou as contagens
dos leucocitos totais, dos neutrofilos e das células mononucleares, enquanto o tratamento
crénico com aminoguanidina aumentou as contagens apenas dos leucécitos totais e dos
neutréfilos, contrariamente os tratamentos cronico (50 mg/kg/dia) agudo com L-NAME
ndo alteraram os numeros de leucdcitos totais, de neutrofilos e de células mononucleares no
sangue periférico (n=5-14) dos camundongos sensibilizados e ndo-sensibilizados (n= 5-14;

Tabela 2).

Com relacdao a medula dssea (Figura 4B), o tratamento cronico dos animais com
L-NAME (50 e 150 mg/kg/dia; n=7 e 15, respectivamente) ndo modificou a contagem de
eosinofilos, enquanto os tratamentos agudo com L-NAME (50 mg/kg; n =5) e cronico com
aminoguanidina (20 mg/kg/dia; n=8) reduziram significativamente o numero de eosinofilos,
em cerca de 24% e 38% respectivamente, comparando-se aos animais ndo tratados e
desafiados com OVA. O numero de eosinéfilos na medula 6ssea dos animais ndo

sensibilizados nao sofreu alteracao em nenhum dos grupos (Figura 4B).

Os tratamentos cronico (150 mg/kg/dia) e agudo com L-NAME aumentaram
somente os numeros de neutrofilos, ao passo que os tratamentos cronicos com
aminoguanidina e L-NAME (50 mg/kg/dia) ndo interferam com nenhuma das contagens
realizadas na medula 6ssea dos camundongos sensibilizados e ndo-sensibilizados (n= 5-14;

Tabela 3).
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Figura 4- Efeito dos tratamentos com L-NAME (agudo e crénico) ou aminoguanidina
sobre o numero de eosinofilos no sangue periférico (painel A) e medula
ossea (painel B). Os dados foram obtidos de camundongos controles ou
tratados com L-NAME ou aminoguanidina, sensibilizados ou ndo com OVA,
48 h apés o desafio. Os grupos experimentais foram: NS-OVA-C
(ndo-sensibilizado/ndo tratado), NS-OVA-T (n3o sensibilizado/tratado),
OVA-OVA-C (sensibilizado/nao tratado) e OVA-OVA-T
(sensibilizado/tratado). Cada coluna representa a média + EPM (n=5-17).
*P<0,05 quando comparados aos grupo NS-OVA-C ¢ NS-OVA-T e “P<0,05
quando comparado com o grupo OVA-OVA-C.
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Tabela 2- Efeito dos tratamentos com L-NAME (agudo e cronico) ou aminoguanidina
sobre o numero de eosinofilos no sangue periférico. Os dados (n=5-17)
foram obtidos de camundongos controles ou tratados com L-NAME (ou
aminoguanidina), sensibilizados ou ndo com OVA, 48 h apds o desafio. Os
grupos experimentais foram: NS-OVA-C (ndo-sensibilizado/ndao tratado),
NS-OVA-T (nd3o sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C (sensibilizado/ndo
tratado) e OVA-OVA-T (sensibilizado/tratado).

Contagens total e diferencial de células no Sangue

Tratamento Grupo n Leucécitos Mononucleares Neutréfilos Eosinéfilos
totais
L-NAME NS-OVA-C | 7 5,75 + 0,49 436+ 0,35 129+ 014 | 0,100,002
(50mg/kg/dia) | NS-OVA-T | 7 7,56 + 0,58 6,39+ 0,48 102+ 010 | 0,17+0,05
Crénico OVA-OVA-C | 7 812+ 0,74 6,13+ 0,60 164+ 0,16
OVA-OVA-T | 7 6,64 + 0,30 512+ 027 1,17+ 0,08
NS-OVA-C | 14 593+ 0,31 450+ 0,20 1,33+ 013 | 0,10+0,02
15(')—-'\';":\’\% NS-OVA-T | 13 6,63+ 058 517 + 0,52 131+ 018 | 016+0,04
(150mg/ka/dia) | ova-ova-c | 17| 665+ 040 519+ 033 | 148+ 008
OVA-OVA-T | 15 9,78 + 0,60 *# 732+ 051** | 200=0,15*#
) NS-OVA-C | 6 6,73 + 0,41 521+ 0,34 137+ 018 | 0,14+0,02
Aminoguanidina
(20mg/kg/dia) | NSOVAT | 8 6,62+ 0,42 512+ 0,35 136+ 011 | 014+005
Crénico OVA-OVA-C | 7 8,28+ 0,52 5,67 + 0,41 214+0,18
OVA-OVA-T | 8 951+ 0,38 * 6,25+ 0,22 3,05+0,.26 **
L-NAME NS-OVA-C | 6 9,36+ 0,84 691+ 059 230+ 029 | 014004
(50mg/kg) NS-OVA-T | 7 7,64+ 0,64 5,26 + 0,48 215+ 020 | 019+0,06
Agudo OVA-OVA-C | 7 10,99 + 0,66 811+ 052 2,40+ 0,29
OVA-OVA-T | 5 9,34+1,08 6,90+ 0,73 2,20+ 052

*P<0,05 em relag@o ao grupo NS-OVA-T; #P<0,05 em relagdo ao grupo OVA-OVA-C
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Tabela 3- Efeito dos tratamentos com L-NAME (agudo e cronico) ou aminoguanidina
sobre o numero de eosindfilos na medula 6ssea. Os dados (n=5-17) foram
obtidos de camundongos controles ou tratados com L-NAME ou
aminoguanidina, sensibilizados ou ndo com OVA, 48 h apds o desafio. Os
grupos experimentais foram: NS-OVA-C (ndo-sensibilizado/ndao tratado),
NS-OVA-T (nd3o sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C (sensibilizado/ndao
tratado) e OVA-OVA-T (sensibilizado/tratado).

Contagens total e diferencial de células na Medula

Tratamento Grupo n Leucécitos Mononucleares Neutréfilos Eosinéfilos
totais
L-NAME NS-OVA-C | 7 10,59 + 0,94 2,64+ 0,21 353+ 0,35 0,22 + 0,04
(50mg/kg/dia) | NS-OVA-T | 7 11,01+ 0,28 257+ 0,18 412+ 0,18 0,16 + 0,03
Crénico OVA-OVA-C | 7 1150+ 0,76 251+ 0,29 352+ 024
OVA-OVA-T | 7 12,71+ 1,30 2,50+ 0,26 3,40+ 0,36
NS-OVA-C | 14 11,11+ 0,62 3,06+ 0,19 424+ 0,30 0,20 + 0,02
5 (!)—-N?IQA/Ed' NS-OVA-T | 13 10,94 + 0,44 2,86+ 0,19 394+ 0,18 0,26 + 0,03
(150mg/k/dia) | ova-ova-c | 14 | 1285+ 084 | 271+ 024 545+ 0,38
OVA-OVA-T | 15 | 13,02+ 053 2,64+ 0,29 5,30+ 0,31*
NS-OVA-C | 6 12,28 + 2,52 3,24+ 064 4,47 +0,98 0,13+0,03
Aminoguaniding | NS-OVA-T | 8 11,84 + 0,40 3,67+ 021 438019 0,13+ 0,04
(20mg/kg/dia) | OVA-OVA-C | 6 13,22+ 0,74 357+ 0,28 471+0,25
Cranico OVA-OVA-T | 7 13,05+ 1,13 3,38+ 0,62 5,88 +0,62
NS-OVA-C | 6 13,25 + 0,96 376+ 0,70 196+ 0,15 0,22 + 0,05
L-NAME NS-OVA-T | 7 11,81+ 0,72 3,28+ 0,33 2,40+ 0,28 0,21+ 0,04
(5gm9£ kg) OVA-OVA-C | 6 | 1203+ 046 3,23+ 0,20 182+ 0,21
u
Jude OVA-OVA-T | 5 12,04+ 0,85 3,0+ 0,37 335+ 0,44 %

*P<0,05 em relagdo ao grupo NS-OVA-T; “P<0,05 em relagdo ao grupo OVA-OVA-C
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3.2- Medida da atividade da NOS nos animais tratados com L-NAME (agudo e

cronico) ou aminoguanidina
3.2.1- Atividade da NOS cerebral

A atividade da nNOS dependente de Ca®" em cérebros de camundongos nio
tratados (n=5) ndo diferiu significativamente entre os animais nao-sensibilizados e

sensibilizados com OVA (n=5; Figura 5).

O tratamento cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia; n=5) praticamente aboliu
a atividade da nNOS dependente de Ca®" em ambos os grupos, camundongos ndo
sensibilizados e sensibilizados com OVA. Por outro lado, o tratamento crénico com
aminoguanidina (20 mg/kg/dia; n=5) ndo modificou a atividade desta enzima em nenhum

dos grupos estudados (Figura 5).

A atividade da nNOS foi também avaliada em camundongos submetidos ao
tratamento agudo com L-NAME (50 mg/kg; n=5). Este tratamento reduziu
significativamente a atividade da nNOS cerebral dos camundongos desafiados com OVA
(5.8 £ 0,4 e 3,6 + 0,2 pmol/min/mg de proteina para o grupo controle e tratado,

respectivamente; P<0,05).

A atividade da NOS independente de Ca*" (iNOS) nos cérebros mostrou-se

ausente em todos os grupos estudados.
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Figura 5- Efeito dos tratamentos com L-NAME (150 mg/kg/dia) e aminoguanidina (20
mg/kg/dia) sobre a atividade da éxido nitrico sintase neuronal (nNOS) em
homogenato cerebral. Os dados representam a atividade da nNOS no
homogenato cerebral de camundongos controles e tratados cronicamente com
aminoguanidina ou L-NAME, sensibilizados ou ndao com OVA, 48 h apos o
desafio. Os grupos experimentais foram: NS-OVA-C (ndo-sensibilizado/nao
tratado), NS-OVA-T (ndo sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C
(sensibilizado/ndo tratado) e OVA-OVA-T (sensibilizado/tratado). Cada coluna
representa a média £ EPM (n=5). ***P<(0,001 quando comparado ao grupo

NS-OVA-C ¢ "P<0,05 quando comparado com o grupo OVA-OVA-C.
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3.2.2- Medida da atividade das 6xido nitrico sintases no pulmao

A atividade da NOS independente de Ca*" (iNOS) no homogenato pulmonar
aumentou em cerca de 35 vezes (P<0,001) nos animais sensibilizados com OVA (n=5) em

relacdo aquela dos camundongos ndo sensibilizados (n=5; Figura 6).

O tratamento cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia; n=5) ndo modificou
significativamente a atividade da iNOS pulmonar; entretanto, o tratamento com a
aminoguanidina (20 mg/kg/dia; n=5) praticamente aboliu o aumento da atividade da iNOS

nos pulmoes de camundongos sensibilizados com OVA (Figura 6).

A atividade da iNOS pulmonar foi avaliada em pulmdes de camundongos
submetidos ao tratamento agudo com L-NAME (50 mg/kg; n=5). Este tratamento reduziu
significativamente a atividade da iNOS nos pulmdes dos animais desafiados com OVA
(1,2 £ 0,2 e 0,7 £ 0,05 pmol/min/mg de proteina para os grupos controle e tratado,

respectivamente; P<0,05).

Os tratamentos cronico e agudo com L-NAME, bem como o tratamento cronico
com aminoguanidina ndo modificaram a atividade basal da iNOS nos pulmdes dos

camundongos ndo sensibilizados (Figura 6).

A atividade da NOS dependente de Ca®" (cNOS) nos pulmdes dos
camundongos nao-sensibilizados e sensibilizados com OVA foram também avaliados em
todos os grupos. A atividade da ¢ctNOS pulmonar foi detectada nos pulmdes dos animais
ndo-sensibilizados (0,67 £ 0,26 pmol/min/mg de proteina; n=5). Contudo, nos pulmdes de

animais desafiados com OV A nao se detectou tal atividade (n=5).

Nos pulmdes de camundongos nado-sensibilizados, a atividade da ¢cNOS foi
praticamente abolida pelos tratamentos cronico e agudo com L-NAME, mas permaneceu
inalterada pelo tratamento cronico com aminoguanidina (0,09 + 0,05 pmol/min/mg de

proteina).
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Figura 6- Efeito dos tratamentos cronicos com L-NAME (150 mg/kg/dia) e com
aminoguanidina (20 mg/kg/dia) sobre a atividade da iNOS no homogenato
pulmonar. Os dados representam a atividade da iNOS no homogenato
pulmonar de camundongos controles (ndo-tratados) ou tratados cronicamente
aminoguanidina (AG) ou L-NAME, sensibilizados ou ndo com OVA, 48 h ap6s
o desafio. Os grupos experimentais foram: NS-OVA-C (nao-sensibilizado/nao
tratado), NS-OVA-T (ndo sensibilizado/tratado), OVA-OVA-C
(sensibilizado/ndo tratado) e OVA-OVA-T (sensibilizado/tratado). Cada coluna
representa a média + EPM (n=5). "P<0,05 quando comparado com o grupo

OVA-OVA-C.

3.3- Niveis de metabolitos do NO no LBA

Os niveis de NOx no LBA dos camundongos desafiados com OVA (animais
ndo tratados; n= 23) mostraram-se significativamente maiores (8,8 + 0,8 uM; P<0,05) em

comparagao aos dos animais nao-sensibilizados (5,4 + 0,6 uM; n=17; Figura 7).

Resultados

59



Os niveis elevados de NOy foram reduzidos em 37,5 + 6,1 %, 68,4 + 7.3 % ¢
74,9 £ 6,1 % para os tratamentos cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia), agudo com
L-NAME (50 mg/kg) e cronico com aminoguanidina (20 mg/kg/dia), respectivamente
(n=5-9; Figura 7). As reducdes dos niveis de NOy pelos tratamentos cronico com
aminoguanidina ¢ agudo com L-NAME foram maiores (P<0,05) se comparada aquela
provocada pelo tratamento cronico com L-NAME. Estes tratamentos ndo afetaram os niveis

de NOy nos lavados broncoalveolares dos animais ndo-sensibilizados.
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Figura 7- Efeito dos tratamentos crénicos com L-NAME (150 mg/kg/dia) e com
aminoguanidina (20 mg/kg/dia) e do tratamento agudo com L-NAME
(50 mg/kg) sobre os niveis dos NOx no lavado broncoalveolar. Os dados
foram obtidos de camundongos nao-sensibilizados ou sensibilizados, 48 h apos
a instilagdo com OVA. Os grupos experimentais foram: NS-OVA-C
(ndo-sensibilizado/ndo tratado), NS-OVA-T (ndo sensibilizado/tratado),
OVA-OVA-C (sensibilizado/ndo tratado) e OVA-OVA-T
(sensibilizado/tratado). Cada coluna representa a média + EPM (n=5-23).
*P<0,05 quando comparado aos grupo NS-OVA-C, NS-OVA-T, e “P<0,05
comparado ao grupo OVA-OVA-C.
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3.4- Niveis séricos de IgE e eotaxina no lavado broncoalveolar

Os niveis séricos de IgE mostraram-se significativamente aumentados no soro
de camundongos sensibilizados com OVA quando comparados aos dos animais
nao-sensibilizados, como esperado (P<0,001). Todavia, os tratamentos cronicos com
L-NAME (150 mg/kg/dia; n=5) ou aminoguanidina (20 mg/kg/dia; n=6) nao afetaram os
niveis de IgE nos animais ndo sensibilizados (n= 10) e sensibilizados com OVA (n= 5-8;

Figura 8A).

Os niveis de eotaxina aumentaram significativamente no LBA dos
camundongos desafiados com OVA (n=5) em comparagdo aos dos animais
nao-sensibilizados (n=5). O tratamento cronico com L-NAME (150 mg/kg/dia, durante 3
semanas; n=5) ndo modificou significativamente os niveis elevados de eotaxina no LBA
dos animais desafiados com OVA. Em contraste, o tratamento com aminoguanidina
(20 mg/kg/dia; n=5) praticamente aboliu os niveis elevados de eotaxina no LBA dos
animais desafiados com OVA, trazendo-os proximos aos niveis basais, observados nos

animais nao-sensibilizados (Fig. 8B).

Os niveis de IL-5 mostraram-se abaixo do limite de detec¢ao no soro e no LBA

de todos os grupos (< 7 pg/mL).
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Figura 8- Efeito dos tratamentos cronicos com L-NAME (150 mg/kg/dia) e

aminoguanidina (20 mg/kg/dia) sobre os niveis de IgE no soro e de
eotaxina no lavado broncoalveolar. Os dados representam os niveis de IgE
(painel A) e de eotaxina (painel B) de camundongos controles (ndo-tratados)
ou tratados cronicamente com aminoguanidina ¢ L-NAME, 48 h apos a
instilacilo com OVA. Os grupos experimentais foram: NS-OVA-C
(ndo-sensibilizado/ndo tratado), NS-OVA-T (ndo sensibilizado/tratado),
OVA-OVA-C (sensibilizado/nao tratado) e OVA-OVA-T
(sensibilizado/tratado). Cada coluna representa a média = EPM (n=5-10).
*P<0,05 quando comparado aos grupos NS-OVA-C ¢ NS-OVA-T, e “P<0,05
quando comparado ao grupo OVA-OVA-C.
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3.5- Estudo farmacocinético: Determinacio do L-NAME e N“-nitro-L-arginina no
soro

Inicialmente, o L-NAME (30-300 ng/ml) e o N“-nitro-L-arginina (30-300
ng/ml) foram incubados com o soro de camundongos in vitro, ao fim do qual analisou-se as
concentragdes destas substancias.

A tabela 4 mostra que 0 L-NAME e o N”-nitro-L-arginina mantém-se intactos
no soro, pois quantidades semelhantes destas substancias foram encontradas no eluato em
relagdo ao analito, indicando que a simples incubagdo no soro ndo leva a hidrodlise das
mesmas.

Tabela 4- Resultado das andlises em cromatografia liquida de alta performance acoplada a

espectrometria de massa

Valor nominal

Analito 30 ng/mL 150 ng/mL 300 ng/mL
N®-nitro-L-arginina 31,42 +0,24 150,07 + 3,20 291,96 + 1,81
L-NAME 31,98 £ 0,90 141,54 £9,21 293,74 + 5,65

Em seguida, passamos a analisar a concentragdo de L-NAME ¢ de N”-nitro-L-
arginina no soro dos animais tratados com L-NAME, aguda e cronicamente (50 mg/kg e
150 mg/kg/dia por 3 semanas, respectivamente). Para este estudo, que requer quantidades

relativamente grandes de soro, fizemos um pool do soro de 5 camundongos de cada grupo.

Nossos resultados mostraram inexisténcia de L-NAME no soro dos animais

tratados aguda ou cronicamente com L-NAME.

No grupo que recebeu o tratamento agudo com L-NAME, os niveis séricos do
metabolito N”-nitro-L-arginina foram avaliados em 0,5, 1, 2, 3 € 24 h ap0s a ingestdo da
droga. Notamos uma diminui¢ao tempo-dependente dos niveis deste metabdlito (72,0; 53,9;

31,8; 38,6 ¢ 32,1 ng/mL para 0,5, 1, 2, 3 e 24 horas, respectivamente).

No grupo que recebeu o tratamento cronico com L-NAME, os niveis séricos do
metabolito N®-nitro-L-arginina mostraram-se muito baixos (16,2 ng/mL), pouco acima do

limite de detec¢ao (10 ng/ml).
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4- DISCUSSAO
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O presente estudo, realizado em camundongos BALB/c, mostrou que o
L-NAME, inibidor nao seletivo da NOS, pode tanto inibir quanto potencializar o influxo de
eosinofilos para o LBA de animais desafiados com OVA, dependendo se este inibidor foi
administrado aguda ou cronicamente aos animais. Nossos dados também mostraram que o
tratamento agudo com L-NAME inibiu significativamente as atividades de ambas
isoformas, cNOS e iNOS em cérebro e pulmdo, ao passo que o tratamento cronico com
L-NAME praticamente aboliu a atividade da cNOS, sem interferir com a atividade da iNOS
pulmonar. A aminoguanidina, como esperado, inibiu significativamente a atividade da
iNOS nos pulmdes, sem modificar a atividade da cNOS cerebral. Os dados de
farmacocinética mostraram que as concentragdes séricas de N®-nitro-L-arginina dos
camundongos que receberam ingestdo aguda de L-NAME foram maiores do que aquelas
oriundas dos animais que receberam ingestao cronica de L-NAME. Portanto, considerando
que o NO possui efeitos protetores ou patoldgicos (Folkerts and Nijkamp, 2006; Mathrani
et al., 2007), nossos dados sugerem fortemente que a potenciacdo do influxo de eosinodfilos
pelo tratamento cronico com L-NAME em camundongos desafiados com OVA reflete
essencialmente a remocao do NO protetor derivado da cNOS pulmonar, ndo interferindo no

agravamento da inflamag¢ao pulmonar causado pelo NO derivado da iNOS.

E bem estabelecido que o desafio de animais com antigenos como a OVA induz
um aumento significante de eosindfilos no LBA e no tecido pulmonar, que ¢ usualmente
observado entre 24 e 48 horas ap6s o desafio, dependendo, principalmente, da via usada
para o desafio alergénico (intratraqueal, aerosol ou instilagdo nasal), e a espécie e/ou
linhagem animal (Sanjar et al., 1990; Matsumoto et al., 1994; Vianna and Garcia-Leme,
1995; Mathrani et al., 2007). O tratamento de camundongos, de ratos e de cobaias com
L-NAME reduz significativamente o nimero de eosinofilos no LBA e no tecido pulmonar,
que ¢ consistente com o conceito de que o NO desempenha um papel importante na
infiltracdo de eosinodfilos para as vias aéreas de animais sensibilizados e desafiados
(Feder et al., 1997; Ferreira et al., 1998; Iijima et al., 1998). Contudo, em relagdo ao isotipo
da NOS responsavel pela infiltracdo de eosinofilos, a literatura ¢ ainda bastante
controversa. Um estudo prévio mostrou que o nimero elevado de eosinéfilos pulmonares,
observado apds a exposicao de camundongos ao aerosol de OVA, estava marcantemente

reduzido em animais deficientes da iNOS (Xiong et al., 1999). Aumento na imunomarcagao

Discussio

65



e na atividade para iNOS também foram observados em camundongos desafiados com
OVA (Trifilieff et al., 2000). Similarmente, os inibidores seletivos para a iNOS, 1400W
(Iijima et al., 2001) e a aminoguanidina (Landgraf et al., 2005) reduziram o niimero de
eosindfilos no LBA de camundongos desafiados com OVA. O inibidor da iNOS, SC-51,
também reduziu a quantidade da proteina bésica principal (MBP), marcador de eosinoéfilos,
em ratos Brown-Norway desafiados com OVA (Eynott et al., 2003). Em contraste a todos
esses estudos, o desafio com OVA em camundongos sensibilizados ndo modificou nem a
expressao protéica de iNOS (ou RNAm para a iNOS) nos pulmdes, nem os niveis de nitrito
no LBA (Feder et al., 1997). Igualmente, o inibidor da iNOS, 1400W, nao modificou o
influxo de eosindfilos para as vias aéreas de animais sensibilizados com OVA (Feder et al.,
1997; Muijsers et al., 2001; Birrell et al., 2003). Além disso, o recrutamento de eosin6filos
para as vias aéreas induzido pela OVA ndo foi modificado em camundongos deficientes de
iNOS em comparagdo aos animais selvagens (Koarai et al., 2002; Landgraf et al., 2005).
No geral, estes estudos mostram claramente que o NO esta envolvido no desenvolvimento
da eosinofilia pulmonar em animais alérgicos; porém, a fonte de NO nas vias aéreas ainda ¢

questionavel.

Em nosso estudo, o L-NAME, administrado de forma aguda aos camundongos,
reduziu significativamente o nimero de eosin6filos no LBA dos animais desafiados com
OVA, que foi acompanhada por reducdes significativas nas atividades da iNOS pulmonar e
da cNOS cerebral, bem como por redugdo marcante nos niveis de NOyx no LBA.
Adicionalmente, o tratamento dos camundongos com aminoguanidina, inibidor seletivo da
iINOS, praticamente aboliu o influxo de eosinoéfilos para o LBA dos animais desafiados com
OVA. Este efeito foi acompanhado por redu¢do marcante dos niveis de NOx no LBA, bem
como reducdo expressiva da atividade da iNOS pulmonar (sem afetar a atividade da cNOS
cerebral). Nossos dados sdo, portanto, consistentes com estudos prévios mostrando que o
NO derivado da iNOS esta amplamente envolvido na modulagdo do influxo de eosinoéfilos
para as vias aéreas de animais desafiados com alérgenos. Intrigante, contudo, foi o fato de o
L-NAME, dado cronicamente por trés semanas, potencializar o influxo eosinofilico
pulmonar nos camundongos desafiados com OVA. Considerando-se que o tratamento
cronico nao afetou a atividade da iNOS no homogenato pulmonar (a despeito da redugao

marcante da atividade da cNOS tanto no cérebro quanto no pulmao) e causou reducdo bem
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menor dos niveis de NOx no LBA, ¢ muito provavel que a potenciagao do influxo de
eosinofilos pelo tratamento cronico com L-NAME seja conseqiiéncia da remocdo do NO
protetor derivado da cNOS, mantendo intacto o NO patoldgico oriundo da iNOS. Supde-se,
portanto, que o L-NAME, administrado cronicamente aos camundongos BALB/c, iniba

preferencialmente a isoforma cNOS.

Os eosinoéfilos sdo derivados de precursores mieldides na medula 6ssea, e em
resposta a ativagdo por determinadas citocinas sao liberados na circulagdo e recrutados para
os tecidos de individuos alérgicos (Denburg et al., 2000). O desafio antigénico em
individuos alérgicos pode também ativar uma resposta sistémica que aumenta a producao
celular na medula 6ssea (Wood et al., 1998). Em nosso estudo, detectamos um numero
elevado de eosinodfilos no sangue periférico de camundongos desafiados com OVA. O
nimero de eosinodfilos na medula dssea também mostrou-se significativamente elevado 48
horas apo6s o desafio antigénico, que, acreditamos, reflete uma diferenciacdo continua de
células inflamatodrias na medula 6ssea em resposta a OVA. Isto esta de acordo com estudos
prévios em camundongos sensibilizados com OVA (Chin et al.,, 1998) e individuos
asmaticos espostos a inalacdo antigénica (Wood et al., 1998). Em nosso estudo, a reducao
da contagem de eosinofilos na medula 6ssea e no sangue periférico foi observado em
camundongos que receberam tratamento agudo com L-NAME (ou cronico com
aminoguanidina), paralelo a atenuag¢do da infiltracio de eosindfilos nos pulmdes dos
animais desafiados com OVA. Contrariamente, um aumento na contagem de eosin6filos no
sangue periférico foi observado nos camundongos tratados cronicamente com L-NAME e
desafiados com OVA, que também ¢ consistente com o aumento do influxo de eosinofilos
para os pulmdes destes animais. A ineficicia do tratamento cronico com L-NAME em
alterar o nimero de eosindfilos na medula 6ssea ndo nos ¢ clara, mas talvez seja reflexo de
uma emigragao acelerada destas células da medula dssea para a circulagdo sanguinea a fim

de alcangar os pulmdes 48 horas apds o desafio com OVA.

Na asma alérgica, as imunoglobulinas do isotipo IgE especificas para antigeno
estdo envolvidas na reag¢do inflamatoria das vias aéreas. A sensibilizacdo de diferentes
espécies animais com OVA estimula uma inflamagdo alérgica mediada pela IgE

(Kung et al.,1994; Feder et al., 1997; Ferreira et al., 1998). Em nosso estudo, elevados
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niveis séricos de IgE foram detectados em camundongos desafiados com OV A comparados
aos animais nao-sensibilizados, como esperado. Contudo, os niveis elevados de IgE em
animais desafiados com OVA ndo mudaram pelo tratamento cronico com L-NAME,
excluindo a possibilidade de que a potencializa¢dao do influxo de eosinofilos no LBA reflita

mecanismos envolvendo acimulo de células via resposta anafilatica mediada por IgE.

A subfamilia das CC-quimiocinas, incluindo a eotaxina (CCL11), a eotaxina-2
(CCL24) e a eotaxina-3 (CCL26), desempenha importantes fungdes na atracdo de
eosinodfilos para os focos inflamatdrios (Shahabuddin et al., 2000; Teran, 2000; Kaplan,
2001), através de ativacdo do receptor CCR-3 (Tachimoto et al., 2002). Consistente com
isso, niveis elevados de eotaxina foram detectados no soro, plasma e/ou escarro de
pacientes asmaticos e de animais desafiados com antigeno (Jahnz-Rozyk et al., 2000;
Tateno et al., 2004; Yamamoto et al., 2003; Li et al., 2005). Além disso, a eotaxina ¢ a IL-5
(um mediador crucial envolvido nas funcdes eosinofilicas) parecem agir cooperativamente
para promoverem seletiva e sinergicamente o recrutamento de eosinofilos para os tecidos
(Mould et al., 1997; Palframan et al., 1998). O sinergismo entre estas duas citocinas
envolve a habilidade da eotaxina em recrutar seletivamente eosinofilos para os tecidos e da
IL-5 na ativacdo destas mesmas células, ampliando assim a resposa a eotaxina
(Lamkhioued et al., 1997). Em nossos estudos, elevados niveis de eotaxina foram
encontrados no LBA de camundongos desafiados com OVA comparados aqueles aos
animais ndo-sensibilizados; além disso, estes niveis elevados de eotaxina foram suprimidos
pelo tratamento cronico com aminoguanidina. Porém, o tratamento crénico com L-NAME
ndo modificou os niveis elevados de eotaxina nos animais desafiados com OV A, indicando
que a potenciacao do influxo de eosinofilos no LBA ndo reflete producdo exacerbada desta
citocina. Os niveis de IL-5 ndo foram detectados nem no LBA nem no soro dos animais de
nenhum de nossos grupos experimentais. De fato, parece haver uma grande dificuldade na
medida da IL-5 em animais e em humanos, que pode ser devido a sensibilidade do ELISA
para concentracdes diminutas, ndo esquecendo que a IL-5 sérica estad elevada,
principalmente, logo apds o desafio alergénico e durante as exacerbacdes da doenca
(Braunstahl et al., 2001). Todavia, uma baixa concentragdio de IL-5 no soro ¢

aparentemente suficiente para ativar os eosindfilos em pacientes alérgicos.
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Os avangos na compreensao do papel do NO na modulacdo das doencas
alérgicas pulmonares foram alcancados, em grande parte, gragas a utilizacdo dos inibidores
da NOS, particularmente o L-NAME. Nossos achados que a administragdo de L-NAME
aos camundongos BALB/c por trés semanas causa inibi¢do preferencial da atividade da
cNOS, ndo afetando significativamente a iNOS pulmonar, levou-nos a hipotetizar que essas
diferencas estariam relacionadas ao perfil farmacocinético de tal composto, quando
administrado aguda ou cronicamente. E surpreendente, contudo, a inexisténcia de estudos
procurando avaliar a biodisponibilidade do L-NAME apds sua administragdo aguda ou
cronica. Desta maneira, as concentracdes séricas do L-NAME ¢ de seu metabolito
N®-nitro-L-arginina foram medidas em ambos os grupos. Nossos dados mostraram que o
L-NAME per se nao foi detectado no soro de nenhum dos grupos estudados, indicando que
a porc¢ao metil éster deste composto ¢ removida eficientemente durante o metabolismo de
primeira passagem pelo figado, liberando a N®-nitro-L-arginina na circulagdo sistémica.
Isto indica que o L-NAME per se nao ¢ biodisponivel quando administrado por via oral, ao
menos em camundongos BALB/c. Por outro lado, detectou-se a N”-nitro-L-arginina no
soro dos camundongos apds a ingestdo de L-NAME, demonstrando que esse metabolito é
responsavel pela inibicdo da NOS in vivo, quando ministrado via oral aguda ou
cronicamente. Os niveis séricos do N“-nitro-L-arginina nos animais que receberam
L-NAME por gavagem (50 mg/kg) alcangaram a concentracdo de 72 ng/mL em 30 min,
decaindo para a metade apds 2 horas da administragdo, mantendo tais niveis elevados por
até 24 horas. Em contraste, os niveis séricos do N“-nitro-L-arginina nos animais que
receberam L-NAME cronicamente (150 mg/kg/dia, por 3 semanas) alcancaram
concentragdes muito baixas (16,2 ng/mL) que estavam proximas do limite de deteccdo do
método (10 ng/mL). E provével, portanto, que a manutencdo de baixas concentragdes do
N®-nitro-L-arginina na circulagio sistémica aja inibindo preferencialmente a atividade da
isoforma c¢cNOS, ao passo que concentracdes mais elevadas deste metabodlito sejam

necessarias para inibir a atividade da iNOS.

Um estudo prévio comparou o L-NAME e o N“-nitro-L-arginina quanto a
inibicdo in vitro da atividade da ¢cNOS no leito coronariano ¢ no cérebro de ratos, assim
como quantificou os niveis destas duas substancias em tampao biologico, plasma e sangue

(Pfeiffer et al., 1996). Os resultados destes autores mostraram que o L-NAME produziu
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aumento significativo da pressao de perfusdao do leito coronariano (vasoconstricdo) o qual
foi acompanhado do aparecimento de N®-nitro-L-arginina no efluente coronariano
(Pfeiffer et al., 1996). Em cérebro purificado de ratos, o L-NAME foi cerca de 50 vezes
menos potente do que o N”-nitro-L-arginina quanto a capacidade de inibigdo da cNOS.
Entretanto, na presenga de pH neutro ou alcalino, o L-NAME adquiria a mesma capacidade
inibitoria da ¢cNOS em relagdo ao N”-nitro-L-arginina. No geral, a inibi¢do da ¢cNOS foi
proporcional a formagdo de N”-nitro-L-arginina, sugerindo aos autores que o L-NAME ¢
uma pro-droga que, per se, ¢ destituida de atividade inibitoria sobre a cNOS, a menos que
seja hidrolisado para N®-nitro-L-arginina. Demonstrou-se ainda que essa hidrdlise ocorre
moderadamente em tampodes fisiologicos, mas ¢ grandemente acelerada no sangue e
endotélio vascular (Pfeiffer et al., 1996). Diferentemente deste estudo, em nossas maos, o
L-NAME nao sofreu hidrdlise in vitro em soro de camundongos. Isto nos sugere que o
L-NAME ¢ hidrolisado pelo sistema de primeira-passagem hepatico, mas ndo por enzimas

plasmaticas.

Em conclusdo, nosso estudo mostra que a administracao diaria de L-NAME por
trés semanas inibe preferencialmente a atividade da cNOS sem afetar significativamente a
atividade da iNOS pulmonar, causando, conseqiientemente, um aumento do influxo de
eosinofilos para os pulmdes de camundongos desafiados com OVA. Contrariamente, a
administracdo aguda de L-NAME inibe ambas as isoformas da NOS (cNOS e iNOS)
levando a inibi¢do do influxo eosinofilico pulmonar. Estas diferencas funcionais entre os
tratamentos agudo e cronico com L-NAME s3o, provavelmente, reflexos do perfil
farmacocinético de tal composto, quando administrado aguda ou cronicamente. Sabendo-se
que inibidores seletivos para ctNOS apresentam grandes limitagdes para serem testados in
vivo, o presente modelo de oferta de L-NAME na agua de beber por periodos prolongados
de tempo a camundongos BALB/c pode ser adequado quando o proposito ¢ produzir

inibicao preferencial da atividade da ¢cNOS.
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