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A esclerose miltipla (EM) € uma doenga inflamatoéria cronica do sistema nervoso central
(SNC), caracterizada pela infiltragdo de células do sistema imune neste compartimento,
com destruicio de mielina e perda de oligodendrécitos. O emprego do modelo
experimental, a encefalomielite autoimune (alérgica) experimental (EAE), tem trazido
grandes contribui¢des para a compreensao dos mecanismos envolvidos e o esclarecimento
da patogénese de doengas autoimunes, tais como a EM. Apesar do modelo EAE ter sido
estabelecido em 1940, os unicos (e ultimos) trabalhos nos quais foi estudada a resposta
cardiovascular destes animais foram publicados entre 1966 e 1972 (quando ainda ndo se
tinha conhecimento da ocorréncia do NO em sistemas bioldgicos). Atualmente sabemos
que ha alteragdes na produgao de NO na EAE e da importancia deste mediador no controle

do tobnus vascular.

Os objetivos deste estudo foram investigar a reatividade vascular in vitro de aorta e artéria
pulmonar provenientes de ratos portadores de EAE; bem como verificar a importancia da
producdo enddégena de NO, assim como a participagdo de produtos derivados da
ciclooxigenase sobre a resposta vascular nos animais portadores da EAE e avaliar a
evolucdo temporal de parametros hemodindmicos (pressdo arterial média e freqii€ncia

cardiaca), ao longo do desenvolvimento da doenca EAE.

O tratamento de ratos com o inibidor de iNOS aminoguanidina (AG) ou com o inibidor de
COX-2 etoricoxibe (ETO) resultou em retardo do aparecimento dos sinais clinicos da EAE,
sem modificar o perfil de perda ponderal que se segue a imunizacdo com o antigeno de
mielina. N@o hé diferencas significativas nos parametros hemodinamicos, mesmo quando
tratados com AG ou ETO. Tanto anéis de aorta como de artéria pulmonar de animais com
EAE mostraram uma resposta diminuida a agonistas adrenérgicos vasoconstritores, 0s quais
de alguma forma foram revertidas quando tratados com AG. Anéis de aorta de animais com
EAE mostraram uma resposta aumentada a acetilcolina (ACh), a qual pode ser revertida
pelo tratamento com AG ou ETO. Por outro lado as respostas dos tecidos de animais
controle ou com EAE ao nitroprussiato de sédio (SNP) ndo foram diferentes. As acdes
vasorelaxantes do isoproterenol (ISO) ndo foram diferentes nos anéis de aorta provenientes
dos diversos grupos experimentais, apesar da aparente maior poténcia do agonista nos

tecidos dos animais com EAE, e a reversao pelo tratamento com AG. Contrariamente ao
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observado nos anéis de aorta, a resposta a ACh mostrou-se muito deprimida nos anéis de
artéria pulmonar de ratos com EAE em relagdo aos animais controle. Neste tecido, a

resposta maxima parece normalizar-se nos animais com EAE tratados com AG ou ETO.

Com base nestes resultados, nds propomos que: o NO (derivado da iNOS) e/ou
prostandides (derivados da COX-2) podem estar envolvidos nos primeiros sinais clinicos da
EAE, porém, a participacdo destes mediadores parece ndo ser relevante no equilibrio
hemodinamico geral; hé alteracdo na regulacido simpdtica nos animais portadores da EAE e
o NO derivado de iNOS parece mediar esta resposta contritil deficiente; a resposta
vasodilatadora simpdtica mediada por receptores [-adrenérgicos parece ndo estar
substancialmente alterada; hd ocorréncia de resposta relaxante dependente de endotélio
alterada na EAE; aorta e artéria pulmonar mostraram altera¢des em sentidos opostos que
podem ser normalizados através da inibi¢do de iNOS ou COX-2; os efeitos do NO derivado
de iNOS ou dos prostandides sintetizados pela COX-2 sdo dependentes da funcdo,

fisiologia e/ou tipo particular de leito vascular.
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Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS), characterized by the infiltration of immune system cells in this compartment, with
destruction of myelin and loss of oligodendrocites. Experimental autoimmune (or allergic)
encephalomyelitis (EAE) is a useful animal model for the study of human multiple sclerosis

that shows characteristics similar to those shown by patients with MS.

Last works in which was studied the cardiovascular reply of EAE animals was published
between 1966 and 1972 (when it was unknown the occurrence of Nitric Oxide (NO) in the
biological systems). Currently we know that exist alterations in the production of NO in the

EAE and your importance in the control of tonus vascular.

The purpose of the present study is to investigation of vascular reactivity in vitro of aorta
and pulmonary artery from rats with EAE; as well as verifying the importance of the
endogenous production, the participation of derived products from cyclooxygenase on the
vascular response in the animals with EAE and evaluating hemodynamic parameters
(average arterial pressure and cardiac frequency), to the long one of the development of

disease EAE.

The treatment of rats with aminoguanidine (AG) inhibitor of iNOS or with etoricoxibe
(ETO) inhibitor of Cox-2, resulted in retarding showing of the clinical signals of the EAE,
without modifying the profile that follows to the immunization with the myelin antigen.
There is not significant differences in the hemodynamic parameters, when treated with AG
or ETO. The rings of aorta, pulmonary artery from animals with EAE has a diminished
response for adrenergic vasoconstrictor agonists, the response to revert when treated with
AG. Rings of aorta from animals with EAE had shown a increase response to acetilcolina
(ACh), which can to be revert by the treatment with AG or ETO. On the other hand the
responses of blood vessel of animal control or with EAE to the nitroprussiato of sodium
(SNP) had not differences. The vasodilation actions of isoproterenol (ISO) had not
differences significant in rings of aorta from the diverse experimental groups, despite

apparent potency and to revert the response of vasodilation when treated with AG.
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In contrast to the observed one in rings of aorta, the response for ACh it was decreased in
rings of pulmonary artery of rats with EAE, when compared to the control animals. In this
blood vessel, the maximum reply it seems to be normalized in the animals with EAE when

treated with AG or ETO.

These results suggest that: the nitric oxide (derived from iNOS) and/or prostanoids (derived
from the Cox-2) can be involved in the first clinical signals of the EAE, however, the
participation of these mediators seems not to be important in the general hemodynamic
equilibrium; there is alteration in the sympathetic regulation in the animals with EAE, NO
derivative of iNOS seems to mediate this deficient contrétil response; the vasodilator
response mediated by f-adrenergic receptor it seems not to be substantially modified; the
response of dependent relaxation of endothelium it was altered in the animals with EAE;
aorta and pulmonary artery showed alterations in opposed directions that can be
normalized through the inhibition of iNOS or Cox-2; the effects of NO derivative of iNOS
or prostanoids synthesis for the Cox-2 are dependents of the function, physiology and/or

particular type of blood vessel.
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1- Esclerose Muiltipla

O neurologista franc€s, Jean Martin Charcot, descreveu pela primeira vez a
Esclerose Miiltipla (EM) em 1868, notando um actimulo de células inflamatérias na regido
perivascular, dentro da substancia branca do cérebro e da medula espinhal de pacientes com
episddios intermitentes de disfuncdo neuroldgica (Charcot, 1868a, 1868b, 1887). Isto

conduziu ao termo esclerose em placas disseminadas ou esclerose multipla.

O nome “esclerose” deriva do termo grego que significa cicatrizado ou
endurecimento, no caso da doenca nas dreas onde foi destruida a mielina no sistema
nervoso central; enquanto que “multipla” refere-se a condi¢do do nimero de vezes que se

repete a esclerose (NINDS, 2003).

A esclerose multipla € uma doenca complexa de natureza inflamatdria em édreas
da substdncia branca no sistema nervoso central (SNC) (Kabat er al, 1948, 1950;
NINDS, 2003), seguida por um processo de destruicdo imunoldgica da mielina, e redugdo

de oligodendrdcitos.

Atualmente a EM ndo tem tratamento inteiramente eficaz e a sua patogenése ¢é
em grande parte desconhecida (Weinshenker, 1996; Ewing & Bernard, 1998). Na metade
do século passado, diversos estudos sugeriram uma base genética para a EM
(Mackay & Myrianthopoulos, 1966; Williams er al, 1980; Ebers et al, 1986; Heltberg &
Holm, 1982; Kinnunen et al, 1987; Utz et al, 1993; Mumford et al, 1992; French Research
Group on Multiple Sclerosis, 1992).

A maioria das pessoas que tem EM comecam a sentir os sintomas entre os 20 e

40 anos de idade, raramente se tem relatos de casos desta doenca em criancas e idosos.

A doenga € mais comum nas mulheres, freqiientemente em adultos jovens e é
tido como uma das causas principais de inabilidade do sistema nervoso entre as idades de
20 a 40 anos (Weinshenker, 1996). O diagndstico € clinico devido a falta de um exame

diagnéstico especifico (NINDS, 2003).

Introdugdo
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E geralmente uma doenca esporddica e é caraterizada por periodos de
exacerbagdes e remissdes caracteristicos. Os sintomas sdo diversos, variando do tremor,
vertigem, espasticidade aumentada, depressdo, ataxia, oscilacdo de humor, disartria, perda
de coordenagdo das extremidades superiores, anormalidades cognitivas, disfung¢do sexual,
fadiga, euforia, incontinéncia urindria, paralisia, distirbios no discurso e na visdo. Sendo
que 55 % dos pacientes com EM terdo um ataque de neurite dptica em algum momento de
sua vida, este serd o primeiro sintoma de EM em 15 %, aproximadamente dos casos. Isto
tem levado ao reconhecimento geral da neurite dptica como um sintoma inicial da EM,
especialmente quando se tem exames que mostram anormalidades no liquido

cefaloraquidiano do paciente (Weinshenker, 1996; NINDS, 2003).

A EM pode ser categorizada clinicamente como EM benigna, de surtos e
remissdes, como progressiva primdria, progressiva secunddria e EM maligna. A forma
benigna da EM ocorre aproximadamente em 20 % da populagdo com EM, freqiientemente
em mulheres jovens e os sintomas sdo ligeiros e apresentam pouca ou nenhuma progressao
apos o primeiro surto. A forma mais freqiiente da doenca € a EM caraterizada por surtos e
remissoes que € observada em 70-80% dos pacientes. As manifestacdes sintomatoldgicas
consistem de disfuncdo neuroldgica (exacerbagdo, relapso ou ataque) com periodos de

estabilizacao ou melhora (remissao).

As reincidéncias ou o0s '"ataques" apresentam-se tipicamente com O
desenvolvimento dos sintomas que excedem de horas a diversos dias, persistindo até por

semanas, dissipando-se gradualmente.

Os ataques sdo causados pelo trafego de células T ativadas, mielina-reativas no

SNC, causando uma inflamacdo aguda com edema associado (Khoury et al, 1992).

A freqiiéncia aumentada do ataque e a baixa recuperacdo dos ataques nos

primeiros anos da doenga clinica predizem uma deterioracdo mais rapida.

Na EM progressiva primdria, a principal caracteristica é que a doenca tem uma
progressdo de anormalidades neuroldgicas lenta. Os sintomas mais comuns que se

apresentam sdo: ataxia cerebelar e incontinéncia urindria.

Introdugdo
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Aproximadamente 40% de pacientes com EM caraterizada por surtos e
remissoes param de ter os ataques e desenvolvem o que pode ser uma desordem secundério
neurodegenerativo progressivo relacionado a inflamacao cronica do SNC, conhecida como
EM progressiva secunddria (Confavreux et al, 2000). A evolugdo desta forma da doenca
progressiva secunddria € associada a diminuicdo no volume parenquimal do cérebro

(Khoury et al, 1994; Filippi et al, 1995).

Sdo poucos os pacientes que sofrem de EM maligna, definida como uma
deterioracdo rdpida e continua que resulta na incapacidade notdvel ou inclusive na morte

pouco depois de ter comecado a doenca.

A patologia da esclerose multipla é caraterizada por ser uma doenca complexa
de natureza inflamatoria em areas da substincia branca no sistema nervoso central

(NINDS,2003; Kabat et al, 1948, 1950).

A examinag¢do bruta do tecido cerebral dos individuos com EM revelou
multiplas placas agudamente demarcadas na substiancia branca do SNC com uma
preferéncia aos nervos 6ticos, a substancia branca das regides periventricular do cérebro e

da medula espinhal.

Dependendo do estdgio da lesdo e da destrui¢do dos oligodendrdcitos, as lesodes
podem ser caraterizadas como ativa inicial, ativa tardia ou cronica. E importante mencionar

que em todas as lesdes hd uma presenca dominante de linfécitos e macréfagos.

Embora os antigenos especificos responsaveis pela resposta autoimune ndo
estejam caracterizados ainda, acredita-se que o inicio da resposta autoimune comeca
quando macréfagos apresentam peptideos antigénicos préprios modificados aos receptores
de linfocitos T (TCR) nas células T helper (Thl). O perfil das células inflamatérias nas
lesdes ativas € caracterizado pela infiltracdo perivascular de células T oligoclonais
(Wucherpfennig et al, 1992) consistindo de células T CD4+/CD8 o/f (Traugott et al, 1983;
Hauser et al., 1986) e 7/ (Wucherpfennig et al, 1992), mondcitos, células B e infreqiientes

células do plasma (Prineas & Wright 1978).
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Os macréfagos sdo 0s mais proeminentes no centro das placas e sdo vistos por
conter restos de mielina, enquanto as contagens do oligodendrdcitos sdo reduzidas. Assim a
destruicao da mielina seria mediada por macréfagos que a fagocitam e liberam fator de
necrose tumoral-a. (TNF-a), além de radicais livres derivados do oxigénio, 6xido nitrico

(NO), proteases e por c€lulas T que secretariam o TNF-a, toxico para oligodendrdcitos.

Os linfécitos podem ser encontrados na substincia branca normal-aparecendo
além da margem da desmielinizacdo ativa (Prineas, 1975). A presenca dos linfécitos B na
destruicao da mielina também € marcante, estes se diferenciam em plasmdcitos, secretando
anticorpos que ativam o sistema complemento, promovendo o ataque a bainha de mielina

(Andersson & Goodkin, 1998).

Em lesdes cronicas ativas, a infiltracdo de células inflamatérias € bem menos
proeminente e pode ser restrita na maior parte a borda da placa, sugerindo a presenga de

atividade inflamatoria ao longo da borda da lesao (Lucchinetti et al, 1996).

2- Encefalomielite Autoimune (Alérgica) Experimental (EAE)

Apbs a descoberta da vacina contra a raiva por Louis Pasteur, em 1875,

observou-se que alguns pacientes vacinados desenvolviam doenca neuroldgica severa.

Iniciaram-se, entdo, as pesquisas sobre os efeitos da injecao de tecido cerebral

em animais de laboratério (Macedo, 1996).

Em 1933, no Instituto de Rockefeller, Thomas Rivers, descreveu pela primeira
vez a encefalomielite autoimune (ou alérgica) experimental (EAE), com repetidas injecoes
de extrato de cérebro de coelho em primatas (macacos) (Rivers et al, 1933; para revisio ver

Hafler, 2004).

A partir de 1933, vérios protocolos comecaram a ser utilizados para estudar a
EAE em diferentes espécies de animais como camundongos, ratos, cobaias, coelhos,

carneiros, etc. Estes animais apresentam diferentes graus de susceptibilidade a doenca,
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devido a diferencas genéticas, tipo e concentragdo do antigeno empregado, via de
inoculacdo e tipo de adjuvante utilizado. Essas diferencas sdo também observadas entre

linhagens e sublinhagens da mesma espécie (Macedo, 1996).
Diversos protocolos usam tanto imunizagdo ativa quanto passiva.

Na inducao ativa da EAE, dois tipos de adjuvantes sao comumente utilizados:
O adjuvante incompleto de Freund (IFA), uma emulsdao aquosa contendo o antigeno em
Oleo mineral e o adjuvante completo de Freund (CFA), contendo micobactérias mortas

além dos mesmos componentes do IFA (Freund et al, 1947).

Os adjuvantes interferem com o0s mecanismos de tolerancia imunoldgica,
retardam a destrui¢do do antigeno, aumentando sua dispersdo e proporcionam sua liberagao
gradativa e constante nos linfonodos de drenagem. O componente micobacteriano presente

no CFA parece ser de importancia fundamental na indu¢do da EAE ativa.

Na indugdo passiva utiliza-se a injecdo de clones de linfocitos T (CD.)
encefalitogénicos ativados, oriundos de animais susceptiveis estimulados in vivo com
proteina bésica de mielina e IFA (MBP-IFA) e ativada in vitro com MBP (Paterson, 1960;
Killen & Swanborg, 1982).

O uso do modelo da EAE para estudo da esclerose miltipla deve-se
principalmente pela sua semelhanca nas caracteristicas imunoldgicas, histopatoldogicas e
manifestagdes sintomatoldgicas. Tanto na EM como no modelo EAE a doenca pode ser
varidvel, apresentando-se sob duas formas: (1) forma monofésica aguda, (2) forma crdnica

com ataques e remissoes.

A manifestacdo das formas da doenca dependerd do tipo de indugdo que se

adote no protocolo experimental.

Ap6s alguns dias da imunizacdo na forma aguda, a doenca em ratos €
caracterizada primeiramente por uma perda de peso progressiva de acordo com a piora da
doenca e alteracdes neuroldgicas que se manifestam nos membros inferiores de forma

paralisante e ascendente; primeiramente € afetada a cauda mostrando-se uma cauda sem
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forca e arrastada. A seguir os membros inferiores (posteriores) perdem o movimento e a
doenca progride para os membros superiores (anteriores), 0 que na maioria das vezes, €

acompanhado por incontinéncia urindria e fecal, levando eventualmente a morte

(D"amelio et al, 1990).

Da mesma forma que na patogenése da EM, a quebra da barreira
hematoencefdlica (BHE) e o incremento na permeabilidade levando ao surgimento de
edema € um evento crucial na indugdo da doenca em ratos com EAE (Miller et al, 1988;
Claudio et al, 1995). A ativacdo de macréfagos e dos linfécitos T € um evento que parece
ser essencial para o desenvolvimento da doenca e para a quebra da BHE
(Lutton et al, 2004). Os macréfagos e a micréglia sdo responsdveis pelos processos
desmielinizantes caracteristicos da EAE e da EM, devido a atividade fagocitica destas

células (Bauer et al, 1994).

E de grande importincia a participacdo das citocinas nos mecanismos de
ferimento do SNC, agindo na propagacdo e na regulacdo do ferimento autoimune da
mielina. Estd estabelecido que sob estimulo antigénico, linfocitos T CD4" podem
diferenciar-se nos sub-tipos Thl, Th2 ou Th3, dependendo do tipo de citocinas secretada
(Olsson, 1995; Das, 1997). Os linfécitos Thl produzem: IL2, linfotoxina, TNF-a e IFN-y,
os Th2 produzem: IL-4, IL-5, IL-6, IL10 e IL-13, os Th3 secretam: o fator de crescimento
tumoral (TGF)-p (Hafler et al, 1997).

As citocinas do tipo Thl estdo presentes nas lesdes inflamatérias no SNC,
entretanto as de tipo Th2/Th3 estdo associados com a fase da recuperacdo de EAE. As
citocinas pro-inflamatérias tipo Thl, IL-12, IFN-y, linfotoxina (LT)-a e TNF-a estao
envolvidas com a doencga através da lesdo direta dos oligodendrdcitos, assim como na
ativacdo de macréfagos (envolvida no processo do desmielinizacdo; Kuchroo &

Weiner, 1998).

Durante a fase da recuperacao de EAE, ocorre o aumento da expressdo das
citocinas derivadas da Th2 (incluindo IL-4, IL-10 e IL-13) mediando o processo de
desativacdo do macréfago, além do aumento da expressdo do TGF-f pelas células Th2/Th3

(Olsson, 1995; Navikas & Link, 1996).
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O ataque do sistema imune € direcionado para os oligodendrécitos que sdo
responsaveis pela formacgdo e, juntamente com astrdcitos, pela manutencdo da mielina e

assim atuando na manuten¢io do axonio (Ludwin, 1997).

Funcao Cardiovascular na EAE

Apesar do modelo da EAE ter sido estabelecido em 1940, os unicos (e ultimos)
trabalhos nos quais foi estudada a resposta cardiovascular destes animais foram publicados

pelo grupo de Marvin Rosenthale (Wyeth Laboratories, Inc.) entre 1966 e 1972.

No trabalho publicado em 1966, Baum e Rosenthale mostraram que animais
com EAE apresentam valores de pressdo arterial e freqii€ncia cardiaca menores aos dos
animais Controle, e que tanto o aumento de pressdo arterial secunddrio a estimulagcdo
elétrica do nervo cidtico como a diminuicao da pressdo arterial devida a inje¢cdo intravenosa

de metacolina estavam atenuados nos animais com EAE.

3- Controle Adrenérgico Vascular

O sistema vascular é regulado pelo sistema nervoso simpatico, que influencia
principalmente a vasculatura através de mudancas na liberagc@o das principais catecolaminas
enddgenas: Noradrenalina e Adrenalina, dos terminais dos nervos simpdticos e da medula
adrenal. Os efeitos bioldgicos da Noradrenalina e Adrenalina sdo mediados através de
receptores (adrenoceptores) os quais estdo localizados na membrana celular através da qual

agem como neurotransmissores.

A descoberta dos adrenoceptores foi feita primeiramente através do sistema
cardiovascular a partir da observagdo de Dale (1905), onde o efeito pressor da adrenalina
foi invertido pela ergotoxina em um efeito depressor. A explicacdo para este fendmeno
somente foi dada 43 anos mais tarde em 1948 por Ahlquist que propds a divisdo dos

adrenoceptores em dois tipos, a e 3 (para revisao veja Guimaraes & Moura, 2001).

Atualmente através da técnica de clonagem molecular sdo conhecidos nove
subtipos deferentes de adrenoceptores, todos eles pertencem a super familia de receptores

acoplados a proteina GPCR (Pierce et. al., 2002; para revisdo veja Phipipp & Hein, 2004).
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Estes receptores adrenérgicos podem ser divididos em trés grupos de receptores: o, o, € 3.
Cada um destes grupos € composto de 3 subtipos de receptores, sendo: aja, 0B, OLip, O2A,
0B, Oac, Pi, B2, € B3 (Bylund er al, 1998; Alexander & Peters, 1999). O adrenoceptor
dominante nos grandes vasos de condutancia como aorta de rato € o do tipo o

(Han et al, 1990; Aboud et al, 1993).

Através de estudos com ratos “knockout”, viu-se a relevancia fisiolégica dos
receptores, indicando que os receptores aja, Ojp, € Op contribuem ao regulamento do
tonus vascular no rato (Cavalli ef al, 1997; Rokosh & Simpson, 2002; Tanoue et al, 2000a,
2002b, 2002c). Apesar das respostas similares, evidéncias apontam para uma distribuicao e

uma funcgdo distintas dos 3 receptores nas diferentes camadas vasculares (Fig. 1).

Estudos in vitro, mostram que as artérias de condutdncia isoladas (aorta e
cardtida) sdao contraidas principalmente pela ativacdo do receptor ajp; em artérias
distribuidoras (mesentérica, caudal, e renal), o subtipo a4 prevalece (Rokosh & Simpson,
2002; Tanoue et al, 2000a, 2002b, 2002¢). Uma contribui¢do menor do receptor de o foi
identificada em todas as artérias.
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Figura 1- Distribuicdo e func¢do dos adrenoceptores o no sistema cardiovascular do Rato

(Philipp & Hein, 2004).

Introdugdo

28



Desta forma, os subtipos o; vascular podem afetar o diferencial de
complacéncia das grandes artérias (ojp) € da redistribui¢cdo do fluxo sangiiineo entre os

diferentes sistemas organicos o (Daly et al, 2002).

No sistema cardiovascular, os trés subtipos de adrenoreceptores [3 estdo

funcionalmente presentes nos vasos sangiiineos (Chruscinski et al, 2001).

Ainda, através de estudos in vitro usando agonistas seletivos e antagonistas
mostraram que o relaxamento de células do musculo liso vascular resultou da ativagao dos
subtipos [; ou 3, adrenoceptores, e que a participacao de cada subtipo dependeu da camada
vascular e da espécie (O'Donnell & Wanstall, 1984; Guimaraes et al, 1993; Shen et al,
1994, 1996; Begonha et al, 1995 para revisdes, veja Rohrer & Kobilka, 1998;
Rohrer, 2000).

O endotélio vascular possui também ao menos cinco subtipos diferentes de
adrenoceptores (02a, O2c, B1, B2, € B3), que participam ativamente na regulagdo do tonus
vascular (Cohen et al, 1984; Molenaar et al, 1988; Rohrer et al, 1999; para revisao veja

Guimaraes & Moura, 2001).

Em 1987, Ignarro et al. e Palmer et al. demonstraram que a ativacdo dos
adrenoceptores o, em células endoteliais estimula a liberagdao do NO, uma a¢do que tende a

atenuar a vasoconstricdo produzida pela ativacdo de adrenoceptores vasculares o

(Angus et al, 1986; Vanhoutte & Miller, 1989; Richard et al, 1990).

Também tem se relatado outras funcdes adicionais para os subtipos de
adrenoceptores o, (Ldhdesmiéki er. al, 2003 a, 2003 b; para revisdo ver

Holmeberg et. al, 2003).

3.1- Agentes vasoativos adrenérgicos

z

Noradrenalina (NA): a noradrenalina € o mediador quimico liberado pelos
nervos adrenérgicos pds-ganglionares dos mamiferos. S6 difere da adrenalina pela auséncia

da substituicdo metilica no grupo amino.

Introdugdo

29



A noradrenalina é um potente agonista dos receptores o, com pouco valor
terapéutico. Orgdos como o coragio e alguns vasos sangiifneos sio particularmente ricos
em noradrenalina (5-50 nmol/g de tecido) e tem sido amplamente utilizados para estudos da
transmissao noradrenérgica. A noradrenalina € rapidamente inativada no organismo pelas
mesmas enzimas que metilam e desaminam oxidativamente a adrenalina (Rang et al, 2004;

Hardman et al, 1996).

Fenilefrina (PE): a fenilefrina é um vasoconstritor de acdo direta e ativador
seletivo dos receptores a;. Do ponto de vista quimico, s6 difere da adrenalina pela auséncia
de um grupo hidroxila na posi¢ao 4 do anel benzeno. O efeito vasoconstritor da fenilefrina
€ causando através de segundos mensageiros, ativacdo da fosfolipace C, aumento de
inositol trifosfato e diacilglicerol, com conseqiiente aumento de [Ca2+]i )

Usado como farmaco a fenilefrina (cloridrato de fenilefrina) produz
vasoconstri¢do arterial pronunciada durante a sua infusao intravenosa, também € utilizada
como descongestionante nasal e como midridtico em vérias formulagdes nasais e

oftalmicas.

Apesar da utilidade clinica desses agentes ser limitada, eles podem ser uteis no
tratamento de alguns pacientes com hipotensdo ou choque (Rang et al, 2004;

Hardman et al, 1996).

Isoproterenol (ISO): o isoproterenol é um potente agonista B-adrenérgico
nao-seletivo com afinidade muito baixa pelos receptores a-adrenérgicos, que causa

vasodilatacdo através do aumento do segundo mensageiro cAMP.

Alem disso, a ativacdo dos receptores -adrenérgicos aumentam a extrusido do
2 ~ 2 . - .
Ca™ e a recaptacdo de Ca™" para o reticulo sarcoplasmatico, e ambos os efeitos atuam no

. . ~ . 2+ 1:
sentido de reduzir as concentragdes intracelulares de Ca™ livre.

O isoproterenol relaxa quase todas as variedades de musculo liso; todavia esta
acdo € mais pronunciada na musculatura lisa brOnquica e gastrintestinal. A acdo do

isoproterenol pode ser mais prolongada do que a da adrenalina, embora seja também breve.
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O isoproterenol (cloridrato de isoproterenol) pode ser utilizado em
emergéncias para estimular a freqiiéncia cardiaca em pacientes com bradicardia ou

bloqueio cardiaco (Rang et al, 2004; Hardman et al, 1996).

3.2- Agentes vasoativos colinérgicos

Acetilcolina (ACh): a acetilcolina é o neurotransmissor endégeno das sinapses
e juncdes neuroefetoras colinérgicas dos sistemas nervosos central e periférico. As acoes
deste transmissor sdo efetivadas pelos receptores colinérgicos nicotinicos € muscarinicos,
que transmitem os sinais por mecanismos diferentes. Os receptores muscarinicos (M) estio
presentes no cérebro, nos ganglios nervosos e em algumas células, como as dos vasos
sangiiineos que recebem pouca ou nenhuma inervagdo colinérgica. Os agonistas

colinérgicos simulam os efeitos da acetilcolina nesses locais.

A acetilcolina praticamente nio tem aplicagdes terapéuticas por causa da sua
acdo difusa e hidrdlise rdpida pela acetilcolinerterase (AChE) e butiricolinesterase
plasmética. Portanto tem sido sintetizados vdarios derivados na tentativa de se obterem

medicamentos com ac¢des mais seletivas e prolongadas.

Dentre as vérias centenas de derivados sintéticos da colina investigados, apenas

a metacolina, o carbacol e o betanecol tiveram aplicacao clinica.

A acetilcolina produz quatro efeitos principais no sistema cardiovascular:
vasodilatacdo, reducao da freqiiéncia cardiaca, diminui¢do da taxa de conducdo nos tecidos
especializados dos nodos sonatrial e atrioventricular e redu¢do da forca das contracdes

cardiacas (Rang et al, 2004; Hardman et al, 1996).

A acetilcolina apresenta acdo vasodilatadora, apesar de a maioria dos vasos
sangiiineos ndo ter inervacdo parassimpdtica. Trata-se de um efeito indireto: a acetilcolina
(como muitos outros mediadores) atua sobre as células endoteliais vasculares para liberar
oxido nitrico (NO) (Moncada et al, 1991), que relaxa a musculatura lisa (Furchgott, 1980).
A funcdo desse evento permanece incerta, visto que a acetilcolina normalmente ndo é

encontrada no sangue circulante.
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Os receptores M3 sdo acoplados a proteinas G que provocam: ativagdo da
fosfolipase C (PLC) (com conseqiiente formacdo de trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DG) como segundos mensageiros) atuam como mediadores do relaxamento
(principalmente vascular) da musculatura lisa, que resulta na liberacdo do NO das células
endoteliais adjacentes. Este receptor atua através da via do IP; estimulando um aumento na
concentracdo de [Ca®™]; levando a vasodilatagcdo, sendo a ACh um agonista ndo seletivo

para este receptor .

As moléculas de acetilcolina permanecem ligadas aos receptores durante um
periodo de cerca de 2ms, em média, e sofrem ripida hidrélise apds a sua dissociacdo, de
modo que elas nao podem associar-se a um segundo receptor. Outros mediadores, como a

noradrenalina, também inibem a liberagdo de acetilcolina.

A acetilcolina e os ésteres relacionados da colina sdo agonistas tanto nos
receptores muscarinicos quanto nicotinicos, porém atuam com maior poténcia sobre os
muscarinicos. A vasodilatacdo também pode ser produzida secundariamente pela ACh, que
inibe a liberagdo da noradrenalina pelas terminagdes adrenérgicas. Se o endotélio estiver
lesado, a ACh pode estimular receptores das células musculares lisas dos vasos sangiiineos

e causar vasoconstricao (Rang et al, 2004; Hardman et al, 1996).

Carbacol (CCh): o carbacol (éster carbamilico da colina) é um agonista nao
seletivo para receptores muscarinicos (M3), que causa vasodilatacdo, foi sintetizado e

pesquisado na década de 30 (Bruning et al, 1994).

O carbacol, que é um éster carbamilico ndo substituido, € totalmente resistente a
hidrélise pela AChE ou colinestarases inespecificas; assim, sua meia-vida € tdo longa que
pode ser distribuido para as dreas com pouca circulacio sangiiinea. O carbacol € utilizado
como instrumento experimental, ndo tem nenhum uso clinico (Rang et al, 2004;

Hardman et al, 1996).
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3.3- Outros agentes vasoativos

Nitroprussiato de sédio: o nitroprussiato de sédio é um vasodilatador ndo
seletivo (independente de endotélio). E metabolizado pelas células musculares lisas em seu
metabolito ativo, o NO, este ativa guanilato ciclase levando a formagao de GMP ciclico e a

vasodilatacao (Murad, 1986).

A ativagdo metabodlica do SNP € catalisada por um sistema gerador de NO
diferente do da nitroglicerina, provavelmente responsdvel pela diferenca na poténcia desses
agentes nos diferentes locais vasculares e pelo desenvolvimento de tolerancia a

nitroglicerina, mas ndo ao nitroprussiato (Kowaluk et al, 1992).

O SNP é uma molécula instdvel que sofre decomposicio em condig¢des

fortemente alcalinas e quando exposta a luz.

O metabolismo do SNP pelo misculo liso € iniciado por sua reducdo, que é

seguida pela liberacdo de cianeto e de NO (Bates ef al, 1991).

Embora o nitroprussiato de sédio seja conhecido desde 1850 e seu efeito
hipotensivo nos seres humanos tenha sido descrito em 1929, sua seguranga e utilidade no
controle a curto prazo da hipertensdao grave s6 foram demostrados em meados dos anos de
1950. Posteriormente, varios pesquisadores mostraram que o SPN também € eficaz para
melhorar a fungdo cardiaca nos pacientes com insuficiéncia ventricular esquerda

(Rang et al, 2004; Hardman et al, 1996).

3.4- Oxido Nitrico

Furchgott & Zawadzki descobriram em 1980, que o endotélio liberava um fator
que relaxava a musculatura lisa vascular, a qual chamaram de “fator relaxante derivado do
endotélio”, este fator posteriormente foi identificado como NO (Ignarro et al, 1987;

Palmer et al, 1987; Furchgott et al, 1988; Myers et al, 1989).
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O o6xido nitrico constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (Morris & Billiar, 1994), consiste basicamente em um Unico dtomo de
nitrogénio que possui sete elétrons ligados a um atomo de oxigé€nio, que possui oOito

elétrons, tendo um elétron desemparelhado (Beckman & Koppenol, 1996).

Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas membro de uma

familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos potenciais (James, 1995).

O NO € um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, com meia vida de menos
de 5 segundos. O cardter de radical livre confere-lhe propriedades quimicas especificas de
reatividade. Sendo um gds altamente difusivel e lipofilico, o NO pode-se dispersar
rapidamente da sua fonte e atravessar as multiplas membranas celulares caminho a interagir

e realizar atividades bioldgicas (Moncada et al, 1991).

Ao contrario de muitas outras moléculas sinalizadoras, os alvos do NO estido
freqiientemente a alguma distancia dos locais de sintese do NO. Os receptores moleculares
para o NO incluem uma variedade de proteinas intracelulares e extracelulares, e o préprio
NO pode servir como um segundo mensageiro como resultado direto de sua caracteristica

difusivel e lipofilico.

O NO tem um papel chave na biologia celular a qual é reflexo das suas

propriedades quimicas especiais (para revisao ver Dudzinski et al, 2005).

Sintese do Oxido Nitrico

O o6xido nitrico é um radical livre produzido endogenamente a partir da
oxida¢ao de um dos nitrogénios do grupo guanidino terminal do aminoédcido L-arginina por

oxigénio molecular.

A biosintese do NO € catalisada por uma familia de enzimas denominadas
oxido nitrico sintases (NOS), estas enzimas se apresentam na forma dimérica que contém

um grupamento heme e requer de flavinas FAD e FMN, bem como o cofator pteridina
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(6R)-5,6,7,8-te-trahydro- L-biopterina (H4 biopterina) para catalisar a oxidag¢do da L-

arginina (Huang et al, 1995; Steuhr, 1997), como mostrado na Figura 2.

N—OH H;N 0

Y

Y Y
S

H;N* O H;N* - H;N*
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Ox.Nitrico

Figura 2- Biosintese do 6xido nitrico.

Uma variedade de isoformas de NOS tem sido purificadas. Estudos
bioquimicos e andlise seqiiencial de aminodcidos revelaram que estas isoformas
representam uma familia de proteinas, produtos de trés genes distintos mas tém

aproximadamente de 50%-60% de similaridade na seqii€ncia.

Assim, as isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, a NOS
constitutiva (cNOS), dependente de Ca®* e de calmodulina, que estd envolvida na
sinalizacdo celular, e a NOS induzivel (iNOS, tipo II), produzida por macréfagos e outras
células ativadas por citocinas (Moncada et al, 1991; Cho et al, 1992; Abu-Soud et al, 1994;
Marletta, 1994).

A cNOS e a iNOS diferem quanto ao peso molecular, a forma de ativacio e a
capacidade de sintese de NO (Marletta, 1994) e ja foram caracterizadas, purificadas e

tiveram os genes clonados (Bredt & Snyder, 1990; Lyons et al., 1992; Nishida et al. 1992).

A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (nNOS, tipo I), que é
expressada extensamente nos neurdnios dos sistema nervoso central e periférico, mas
encontrada também no musculo esquelético, na camada adventicia de alguns vasos

sangiiineos, no epitélio pulmonar, no sistema gastrointestinal, e sistema genitourindrio
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(Bredt & Snyder, 1989; Knowles et al, 1989; Wang, 2004, Boissel, 2004) e a NOS
endotelial (eNOS, tipo III), presente normalmente nas células endoteliais vasculares
(Moncada et al, 1991), nas plaquetas e nos cardiomidcitos (Radomski et al, 1990;

Dekker, 2002; SenBanerjee, 2004).

A NOS induzivel (iNOS, tipo II) foi primeiramente reconhecida em macréfagos
ativados, mas t€m sido identificada também em diferentes e numerosos tipos de células,
incluindo mondcitos, neutréfilos, eosindfilos, hepatdcitos, musculo liso vascular, midcitos,

osteoblastos, fibroblastos, epitélio (para revisdo ver Dudzinski et al, 2005).

Relaxamento Vascular e o Oxido Nitrico

O NO tem um papel importante na regulacdo do tOnus vascular e da

homeostasia, o que pode ser comprovado através de varias observagoes:

- Quando hé inibicdio da NO sintase (NOS) diminui drasticamente a
vasodilatacdo dependente de endotélio, principalmente nos vasos de

condutancia;

- A administracdo aguda de inibidores da NOS pode produzir vasoconstri¢ao,
em tratamento cronico de ratos com esses compostos induz hipertensao

arterial;

- Camundongos que ndo possuem o gene da NOS endotelial (eNOS)
apresentam pressdo arterial mais elevada que seus Controles (Cowan &

Cohen, 1991; Moncada et al, 1991).

Em condicdes fisioldgicas, o relaxamento vascular ocorre quando receptores da
membrana das células endoteliais s@o ativados por estimulos soluveis (incluindo-se
acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substincia P, serotonina e outros) ou quando
hd um aumento do atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada endotelial
(shear-stress), levando a ativagdo da eNOS presente nestas células e a conseqiiente

producdo de NO (Busconi & Michel, 1993).
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A eNOS estd estrategicamente ancorada & membrana da célula endotelial, o que
favorece a presenca de grandes quantidades de NO proximo a camada muscular do vaso e

as células sangiiineas circulantes.

A regulacdo das eNOS € dinamica e envolve numerosas vias de fosforilacio e

de defosforilagdo. Todas as isoformas de NOS estdo sujeitos a regulacio pela fosforilagao.

As eNOS sao conhecidos por ser fosforilados em multiplos sitios, incluindo Ser
1177 e Ser 635, que sdo sitios estimuladores, e Thr 495 e Ser 116, os quais sdo sitios
inibidores (este sistema de numeracdo faz referéncia aos sitios de fosforilacdo da isoforma
eNOS em humanos a Ser 1177 e Thr 495, que correspondem a Ser 1179 e Thr 497 em
eNOS de Bovinos).

A proteina quinase Akt (também conhecido como proteina quinase B) parece
ser a chave determinante na fosforilagdo da eNOS em Ser 1177 e a conseqiiente ativacdo da

eNOS em niveis basais e em resposta aos agonistas (Bauer et al, 2003).

A proteina quinase Akt estd sob o Controle direto da fosfoinosetide-3-quinase
(PI3K), a qual € controlada por agonistas das eNOS, esta via PI3K/Akt € de grande
significancia na regulacdo coordenada do estado de fosforilagdo das eNOS e da atividade

enzimatica (Vanhaesebroeck et al, 1997).

No contraste a fosforilacdo em Ser 1177, a fosforilagio em Thr 495 parece
atenuar a atividade da enzima das eNOS impedindo a ligacio a calmodulina

(Flemming, et al, 2001).

A Ser 635 pode representar um segundo estimulo de fosforilacdo em resposta
ao estimulo basal, tal como shear-stress, e agonistas da proteina quinase A

(Boo et al, 2002).

A Ser 617 pode ser um outro sitio de fosforilacdo da Akt e pode servir para
sensibilizar a eNOS para a ligagdo com calmodulina e modular a fosforilacio em outros

locais das eNOS (Bauer et al, 2003; Michell et al, 2002).
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Além desta via regulatéria de fosforilacdo existem vias regulatérias que
envolvem a acilacdo e o calcio/calmodulina, e o recentemente reconhecido regulagdo por
S-nitrolizacdo da eNOS. (Erwin er al, 2005; Ravi et al, 2004; para revisdo ver
Dudzinski et al, 2005)

O NO ¢ conhecido por reagir com numerosas hemoproteinas como a guanilato
ciclase. No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da
enzima guanilato ciclase soluvel (sGC), acarretando uma alteracdo da conformacio desta

enzima, tornando-a ativa (aGC).

A sGC ¢é uma proteina heterodimérica que contém dois sub-unidades de: 73kDa
a; e 70kDa B, ambos sdo requeridos para a atividade catalitica. No geral, o dominio
N-terminal da sGC (especialmente monomeros ) ligam-se ao grupamento heme, entretanto

as funcdes cataliticas residem no dominio C- terminal da sGC.

A Exposi¢ao da sGC a 10-100 nM de NO resulta na ligacdo ao grupamento
heme deslocando o ligante axial histidina, deixando um ferro do pentacoordenado, e

deslocando o 4tomo do ferro fora do plano de seu anel do porfirina.

Esta mudanca conformacional conduz a ativacdo alostérica do dimero sGC e de

aumento de 500 vezes na sua atividade.

A aGC catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina
trifosfato (GTP), resultando na formagdo de guanosina monofosfato ciclica (cGMP)

(Fleming & Busse, 1999; Lopez-Ongil et al, 2001; Rivero-Vilches et al, 2003).

Na parede dos vasos, o NO deriva das eNOS difunde-se do endotélio através

das membranas das células para o musculo liso vascular.

O alvo do cGMP no musculo liso vascular é a PKG, esta mesma PKG ativa a

MLCP (Etter et al, 2001).

O cGMP média a defosforilacdo da miosina do musculo liso revogando a

contragdo tonica do aparelho contrictil resultando em relaxamento e vasodilatacdo

(Surks et al, 1999).
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As propriedades relaxantes do cGMP sdo real¢adas pela habilidade da MLCP

de dessensibilizar os elementos contracteis do muisculo liso ao calcio (Bolz et al, 2003).

O cGMP diretamente e indiretamente modula também outros alvos, como:
GPCRs, canais do ions, PLC, fosfodiesterases (o qual pode modular os niveis celulares de

cGMP ou de cAMP), tirosina quinases, e fosfatases de tirosina (Gewaltig & Kojda, 2002).

. e 2
O mecanismo de relaxamento envolve a diminuicio da entrada de Ca”" para a
célula, a inibicdo da liberacio de Ca®* do reticulo sarcoplasmdtico e o aumento do

seqiiestro de Ca®* para o reticulo sarcoplasmitico (Gewaltig & Kojda, 2002).

A protefna quinase dependente de GMP ciclico (PKG) ativa canais de K*

induzindo hiperpolariza¢do ou estimula a saida Ca**do citoplasma da célula.

Varias sub classes de canais de K' sdo relacionadas dos quais os mais
importantes identificados sdo como: de grande condutincia, canal de K* Ca**-ativado
(MaxiK, BK), canal de K" sensivel a ATP (Katp), canal de K" voltagem-dependente (Kv)
(Beech, 1997; Nelson & Quayle, 1995; Standen & Quayle, 1998; Waldron & Cole, 1999), e

canais internos retificadores de K (Kir) (Edwards et al, 1998; Savage et al, 2003).

A ativagio de canais de K" diretamente pelo NO sem envolver a participagio

do GMP ciclico também ja foi descrita (Lincoln et al, 1994).

Citotoxicidade do Oxido Nitrico

Ficou demonstrado que o NO € o principal mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula reguladora do sistema
imune (Hibbs et al, 1988; Marletta et al, 1988), capaz de modular a permeabilidade da
BHE, difundindo-se de células para o SNC, e a resposta local no sitio inflamatério (Pender

& Sears 1984).

. . . z s 2 ~
A NOS induzivel (iNOS), é independente de Ca”", sem expressio sob
condi¢des normais, foi primeiramente reconhecida em macréfagos ativados, € expressa em
situagdes patoldgicas induzida em resposta a estimulos inflamatdrios por algumas citocinas

e/ou endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se macréfagos, mondcitos,
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neutrdfilos, eosindfilos, hepatdcitos, musculo liso vascular, midcitos, osteoblastos,
fibroblastos, epitélio, linfocitos T, células endoteliais, condridcitos e plaquetas

(Moncada et al, 1991; Marin & Rodriguez-Martinez, 1997; Cho et el, 1992).

A iNOS para sua expressao demanda algumas horas, mas, uma vez sintetizada,
libera quantidades maiores de NO que a cNOS e a producao deste continua indefinidamente
até que a L-arginina ou os co-fatores necessarios para sua sintese sejam depletados ou

ocorra a morte celular (Dusting & MacDonald, 1995).

O NO resultante da ativacdo da iNOS possui acdo citotoxica e citostatica,

promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais.

A citotoxidade do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reagdo com outros

compostos liberados durante o processo inflamatoério.

A base bioquimica para a acao direta do NO consiste na sua rea¢cdo com metais

(especialmente o ferro) presentes nas enzimas do seu alvo (James, 1995;

Moncada et al, 1991).

Desta forma, sdo inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para a
cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para o mecanismo de proliferacdo

celular.

Em processos infecciosos, células ativadas como macréfagos, neutréfilos e
células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermedidrios reativos do oxigénio, € a
acdo citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacdo com esses

intermedidrios do oxigénio.

Uma acdo toxica cooperativa de NO e anion superdxido (O’) resulta na

formacdo de peroxinitrito (ONOO’), um poderoso oxidante de proteinas.

O ONOO'" pode, posteriormente, protonar-se na presenca de fon hidrogénio
(H"), originando um radical altamente reativo e t6xico, o hidroxil (HO"), aumentando

efetivamente a acdo toxica do NO e do O, (Beckman & Koppenol, 1996).
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A célula produtora de NO e sua vizinhanga ndo estdo a salvo da toxicidade

dessa molécula, podendo ser destruidas.

A toxicidade se faz presente, particularmente, em situacOes de estresse

oxidativo, geracdo de intermedidrios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante.

Interacdes entre o Oxido Nitrico e a Ciclooxigenase
Existem diferentes interagdes entre NOS e a Ciclooxigenase (COX).

Sob circunstancias basais, na modulacdo de muitas funcdes celulares, as
prostaglandinas (PGs) e o Oxido Nitrico (NO) representam alguns dos mediadores locais

mais relevantes.

Isto, ocorre em conseqiiéncia da biosintese e da liberacao constitutiva de ambos
mediadores através dos complexos bioenzimdticos identificados como [ciclooxigenases
(COX-1) para a sintese de PGs e de Oxido Nitrico Sintases (cNOS) para sintese do NOJ,
estas forma constitutivas, sdo encontrados virtualmente em todos os érgaos. Por outro lado,
no processo inflamatorio, as isoformas induziveis destas enzimas (iINOS e COX-2) sdo
detectadas em uma variedade de células, tendo por resultado a producdo de grandes

quantidades de NO e PGs (Mitchell et al, 1995).

A liberagdo do NO e a PGs em grandes quantidades pelas isoformas induziveis
podem ser prejudiciais para a sobrevivéncia da célula, por isso associa-se patologicamente
estes mediadores com diferentes doencas que acompanham processos inflamatdrios tais
como: doencgas reumaticas, desordens degenerativas cronicas, doencas neuro-inflamatorias:
Esclerose Multipla, desmielinizacdo, doenca de Alzheimer, etc. (Genis et al, 1992;
Salvemini et al, 1994, 1993 a,b; Mitchell er al, 1995; Cao et al, 1996; Salvemini &
Masferrer, 1996; Schwab et al, 2000a,b; Pereira et al, 2000; Almer et al, 2001;
Araki et al, 2001).
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O mecanismo pelo qual o NO exerce algum efeito benéfico ou maléfico, inclui
a ativacdo da guanilato ciclase, formag¢do de peroxinitrito, apoptose e regulacio da

ciclooxigenase (Bagetta et al, 1998).

O NO nao somente estimula a sintese da PG, mas também regula a expressao

da proteina COX-2 (Hughes et al, 1999).

A possivel interacio entre as vias biossintéticas do NO e da PG foi estudada
para verificar uma aproximac¢do combinada possivel no tratamento de muitas doencas
(Abramson et al, 2001; Mebazaa er al, 2001; Beierwaltes, 2002; Davel et al, 2002; Gallo
et al, 2002; Naoki et al, 2002; Sanchez et al, 2002; Shinmura et al, 2002; Takeuchi et al,
2002;  Vayssettes-Courchay et al, 2002; Kawabe er al, 2003; Slomiany &
Slomiany, 2003).

Evidéncias sugerem que hd "uma comunicacdo cruzada considerdvel”" entre as
vias biossintéticas do NO e da PG que envolvem uma modulagdo ativa operada por reagao
e produtos, incluindo o NO, e as PGs, e nucleotideos ciclicos. Entretanto, o efeito final
destas interacOes ndo estdo claros, e o efeito do NO na biossintese e na liberacdo da PG
falta ser melhor elucidado. A interacdo entre a maquinaria do NO e geracdo de PG ocorre

em varios niveis.

Uma ligagcao importante entre as vias das NOS e de COX foi feita em 1993 por
Salvemini et al, quando demonstraram que a liberagdo aumentada de PGs, nos mecanismos
inflamatérios, foram dirigidos quase inteiramente pelo NO. Este estudo levantou a
possibilidade que as enzimas COX representam alvos "receptores” endégenos importantes

para modulagdo pelo papel multifacético do NO.

A exposicao de fibroblastos estimulados pela IL-13 ao gds NO ou outro doador
de NO (doador SNP e GTN) aumentou a atividade da COX-2 pelo menos em 4 vezes; isto

resultou na produ¢do aumentada de PGs (Fig. 3). (Salvemini et al, 1993a).
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Figura 3- Formacdo do NO e promocao da atividade de COX-2 (Mollace et al, 2005)

Também foi apresentado que o NO aumenta a liberacdo de PGI, nas células

endoteliais (Salvemini et al, 1996).

Neste sentido, células macréfagos de rato da linha Raw-264.7 foram
estimuladas com endotoxina para induzir as enzimas iNOS e COX-2. Isto resultou na
producdo de grandes quantidades de NO e de PGs. A Inibicdo da atividade de iNOS por
inibidores de NOS ndo seletivos tais como o L-NMMA ou inibidores mais seletivos de
iNOS tal como Aminoguanidina (Corbett et al, 1992; Misko et al, 1993; Moore et al,

1994; Connor et al, 1995) atenuou, como esperado, a liberacdo do NO destas células.

O achado notdvel foi que quando a liberacio de NO foi inibida, havia uma
inibicdo simultanea da liberacdo de PG. Estes resultados sugeriram que a liberagao de NO
endégeno dos macréfagos exercem uma acdo estimulatéria na atividade da COX-2 que
eleva a producdo de PGs. (Salvemini et al, 1993a), isto foi confirmado também em células
do SNC (Mollace et al, 1995, 1997, 1998), o NO nao somente estimula a sintese da PG,

mas também regula a expressao da proteina COX-2 (Hughes et al, 1999).

Por outro lado, a ativagdo de COX, por sua vez, modula a via L-arginina-NO e
mostrou-se que a inibi¢do de COX diminui a atividade dos NOS em plaquetas humanos
(Chen et al, 1997). Ambas vias COX e NOS regulam a funcdo plaquetaria; o tromboxane

A, induz a agregacdo plaquetdria, entretanto o NO a inibe.
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A razdo para as discrepancias encontradas por diversos observadores na
avaliacdo da comunicagdo cruzada entre a biossintese do NO e da PG ¢ ainda pouco clara.
Assim, 0os mecanismos moleculares envolvidos em ambas, ativagdo de NOS e COX podem

ter um papel crucial na compreensao das interagdes reciprocas entre o NO e o COX.

Nas primeiras observacdes, NO foi sugerido como ativador direto das enzimas
de COX. Entretanto, € improvavel que o NO ative o COX ligando-se diretamente a seu

grupo prostético heme (Tsai et al, 1994), outros mecanismos foram sugeridos ao respeito:

A primeira possibilidade € que o NO atua como um antioxidante. A atividade
de COX fornece também uma fonte do anion superéxido, e postulou-se que o superéxido
poderia estar envolvido na autoinativacdo de enzimas COX (Egan et al, 1976). O NO
interage com o anidn superdxido e limita as quantidades do radical necessdrio para a
autoinativagdo (Gryglewski et al, 1986). Consequentemente, uma possibilidade poderia ser
que NO aumente a atividade de COX removendo o superdxido e agir como um antioxidante

que impede a autoinativa¢do de COX.

A segunda possibilidade € a formacdo dos nitrosotidis. Residuos de cisteina
nitrosilatos de NO no dominio catalitico das enzimas COX conduzem a formacdo de
nitrosotidis; estes podem produzir mudangas na estrutura da enzima que resulta na

eficiéncia catalitica aumentada (Hajjar et al, 1995).

A terceira possibilidade € a geracdo do peroxinitrito (ONOO"), o produto do
acoplamento do anidn superdxido e do NO. O Peroxinitrito estimulou a atividade COX-1
em células do musculo liso adrtico (Upmacis et al, 1999). O papel relativo do NO e do
peroxinitrito na ativagdo de COX faltam ser definidos, embora nao haja divida que ambas

as espécies estdo envolvidas ao menos in vitro.

Ultimamente, evidéncias crescentes sugerem que as concentracoes
intracelulares do NO e do PGs podem ser relevantes em células inflamatérias como um

interruptor de liga/desliga modulando sua prépria biossintese e das enzimas NOS/COX.

Sugerindo que a liberacdo constitutiva da PG através de COX-1 modula, em
uma maneira oposta, as enzimas induziveis NOS e COX (para revisdo ver Minghetti &
Levi, 1998). Assim, os niveis basais de NO e PGs modulam sua prépria liberagdo afetando

0 NOS e COX constitutivo.
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O NO modula assim a producdo de eicosandides agindo em diversos niveis.
Assim, nas condi¢des inflamatérias onde ambos os sistemas iINOS e COX-2 sdo induzidos,
ha uma inducdo mediada pelo NO que conduz a COX-2 a forma¢do aumentada das PGs

proinflamatorias tendo por resultado uma resposta inflamatdria exacerbada.

Novos dados sugerem que o peroxinitrito, o produto da reacdo entre o NO e o
anion superoxido, joga um papel importante na regulacdo das enzimas COX. Certamente o
NO contribui a ativacdo de iNOS e COX-2. Assim, as enzimas de COX sdo claramente
alvos "receptor" importantes para a agdo do NO e outras espécies reativas de oxigénio tal

como o peroxinitrito (para revisdo ver Mollace et al, 2005)

Para resumir certamente, o NO pode interferir diretamente na expressao de
COX e na biossintese das PGs. Por outro lado, o AA e seus metabodlitos gerados por
isoformas de COX podem também interferir na biossintese do NO. Além disso, a expressao
dos NOS parece correlacionar-se com os receptores da PG e os mensageiros intracelulares,
tais como o cAMP (Fig.4). Além disso, ambos NO e PGs interagem com sua propria via
biossintética respectiva modulando os eventos molecular e expressao subjacente dos NOS e

COX (para revisao ver Mollace et al, 2005)
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Figura 4- Possivel Mecanismo pelo qual o NO modula a COX (Mollace et al, 2005)

Participaciio do Oxido Nitrico na EAE
Evidéncias acumuladas sugerem o envolvimento do NO na patogénese da EAE.

O estudo mostrando o aumento da producdo de intermedidrios reativos do
nitrogénio bem como do oxigénio por células mononucleares e leucdcitos

polimorfonucleares periféricos, provenientes do SNC, e sistémico de ratos com EAE, foi a
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primeira demonstracdo da participagdo do NO na encefalomielite alérgica experimental

(MacMicking et al, 1992).

A detec¢do de aumento na expressao de iNOS foi observada no sistema nervoso
central de ratos Lewis com EAE (Koprowski et al, 1993; Okuda et al, 1995; Calza et al,
1997; Cross et al, 1996), assim como resultados obtidos no nosso laboratério mostraram

que ratos com EAE apresentam aumento da expressdo de iNOS e da produgdo sistémica de

NO (Teixeira et al, 2002).

Recentemente nosso grupo tem visto que animais recuperados dos sinais
clinicos de EAE ndo s@o diferentes dos Controles em termos da atividade de NOS no
cérebro, da atividade inibitéria endégena (EIA) de NOS, ou a expressdao de 3-nitrotirosina
(NT). Estes resultados sugerem que paralelo a reversdo dos sintomas da doencga, ocorre a
normalizacdo da producdo do oOxido nitrico e de espécies relacionadas

(Teixeira et al, 2005).

Outra evidéncia que sugere a participagdo do NO no desenvolvimento da EAE
foi indicada apds o estudo que mostra que oligodendrdcitos sdo mortos apds exposicdo ao
NO, sugerindo uma fungdo citotdxica para o NO (Merrill et al, 1993; Xiao et al, 1996) ao
mesmo tempo que participa da degeneracdo neuronal e a desmielinizacdo

(Skaper et al, 1995; Smith et al, 2001).

Da mesma forma que na EAE ha evidencias que envolvem a presenga de NO e
a expressao da iNOS em estudos com a condi¢do patolégica da esclerose multipla

(Bagasra et al, 1995).

Johnson et al, 1995, comparou niveis de nitrato e nitrito, tendo como resultado

altos niveis destes em pacientes com EM quando comparados com individuos normais.

Uma demonstra¢ido importante da participacdo da iNOS nos pacientes com EM
foi através do estudo onde o mRNA para iNOS foi detectado em cem porcento dos cérebros

de pacientes com EM e nao nos individuos normais examinados.

Esses resultados demostraram que iNOS, uma das enzimas responsaveis pela
producdo de NO, é expressado significativamente no cérebro de pacientes com EM e pode

contribuir para a patologia associada com a doenga (Bagastra et al, 1995).
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Em vista dos estudos mencionados, o uso de inibidores da produgdo de NO tem
sido realizado mostrando efeitos em varias patologias (Moilanen & Vappatalo, 1995;

Kroncke, 1997; Szabo, 1995 ).

Os resultados dos tratamentos da EAE com inibidores de NOS mostram-se
divergentes (Cross et al, 1994; Zhao et al, 1996; Zielasek et al, 1995; Ruuls et al, 1996;
Gold et al, 1997; Cowden et al, 1998), devido em grande parte a algumas varidveis, como:
periodo e via de administracdo dos inibidores, especificidade e dosagem das mesmas, forma

de inducdo do modelo da doenca, espécie e sexo do animal, etc.

A maioria dos estudos tem investigado o envolvimento do NO derivado de
células inflamatérias em EAE tanto in-vivo ou ex-vivo (Willenborg et al, 1999). Entretanto,
estudos in-vitro sdo geralmente carentes e tem sido pouco realizados. Nosso grupo tem
examinado a reatividade do musculo liso em Aorta e Artéria Pulmonar de animais com

EAE in-vitro.
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Considerando a importancia do NO e seus derivados na homeostasia

cardiovascular e os relatos limitados sobre este aspecto fisiolégico no modelo da EAE, os

objetivos deste trabalho foram:

1. Avaliar a evolucdo temporal de parametros hemodinamicos (pressdo arterial

e freqiiéncia cardiaca) ao longo do desenvolvimento da doenca;

2. Verificar a importincia da producao enddgena de NO e a participagdo de

produtos derivados de ciclooxigenase na resposta vascular dos animais com

EAE;

3. Estudar a reatividade vascular in vitro de anéis de aorta e artéria pulmonar

provenientes de ratos com EAE.
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Animais

Ratos Lewis (provenientes do Biotério Central - CEMIB, UNICAMP), de
ambos o0s sexos, com peso corporal compreendido entre 200 — 250g, foram utilizados para a

inducdo da EAE.

Todos os procedimentos envolvendo manipula¢do dos animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA)-IB-UNICAMP, pelo processo n°
483-1.

Parte dos animais utilizados, os destinados ao estudo de reatividade, foi mantida
no biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, em sala com ciclos luz/escuro de 12 horas a 22 + 2 °C. Os animais foram

alimentados com ragdo padrao e dgua ad libitum.

A outra parte dos animais, destinados ao estudo de telemetria, foi mantida no
proprio Biotério Central - CEMIB, UNICAMP também em sala com ciclos luz/escuro de
12 horas a 22 + 2 °C, mas separados individualmente em gaiolas. Os animais foram

alimentados com racdo padrado e dgua ad libitum.

Inducido da EAE

A EAE foi induzida em ratos Lewis sob anestesia por inalacdo de halotano,
através da inoculacdo de 100 pl de emulsdo contendo proteina basica de mielina de cobaia
(GP-MBP, 250 pg/ml) e adjuvante completo de Freund suplementado com Mycobacterium

tuberculosis (Mt, 1.5 mg/ml) em cada pata posterior, no coxim plantar (sub-cutineo).

Os animais foram pesados e examinados diariamente. Os sintomas da doenca
foram determinados por estdgios conforme segue: sem sinais clinicos (estdgio 0), perda do
tonus da cauda (estdgio 1), paralisia leve dos membros posteriores (estdgio 2), paralisia
severa dos membros posteriores (estagio 3), tetraplegia (estdgio 4) e moribundos ou morte
(estagio 5). Ao final do estdgio 3, um grupo de 3 a 5 animais foi anestesiado com halotano.
As artérias aorta e pulmonar dos animais foram retiradas, imediatamente dissecadas e

submetidas aos estudos de reatividade vascular.
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Tratamentos Farmacolégicos

Os animais foram separados em quatro grupos: Controle, EAE, EAE+AG,
EAE+ETO, tanto para o estudo de reatividade e de telemetria. O grupo EAE+AG
corresponde ao grupo que recebeu aminoguanidina (AG), um inibidor seletivo para iNOS,
(250 mg/Kg/dia preparada em dgua de bebida e administrada por gavage) durante todo o
periodo de inducdo da EAE até atingir o estdgio 3. O grupo EAE+ETO corresponde ao
tratamento com etoricoxibe (ETO), um inibidor seletivo para COX-2 (10 mg/kg/dia
preparado em solugdo de carboximetil celulose 1% e administrado por gavage) durante todo
o periodo de inducdo da EAE até alcancar o estidgio 3. Os outros dois grupos Controle e

EAE ndo tiveram nenhum tipo de tratamento.

Medida da pressao arterial e freqii€éncia cardiaca

Os valores de pressao arterial (sistdlica, diastdlica e média) e de freqii€éncia
cardiaca foram medidos através de técnica de telemetria (sistema DataScience

International, EUA).

Antes da inducao da EAE e da separagcdo dos animais em grupos de tratamento,
os animais foram submetidos a uma cirurgia para o implante dos sensores responsaveis pela

deteccao dos valores hemodinamicos.

ApOs anestesia com pentobarbital (50 mg/kg. 1.p., como manda o protocolo
usado no laboratério para este tipo de procedimentos), sensores especificos para medida
simultdnea de pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca e atividade motora foram implantados
nos animais anestesiados (através de canulacdo da aorta abdominal descendente). Estes
sensores, apds ativacdo por magneto, enviam os dados das varidveis mencionadas acima
através de ondas de radiofreqiiéncia para o receptor acoplado a computador (Figura 5). Este
sistema tem a principal vantagem de permitir mensurar de forma muito precisa as varidveis
hemodinamicas em animais conscientes evitando qualquer possivel alteracdo devida a

estresse por manipulagcdo ou contato com o investigador.
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Uma semana apds o implante dos sensores, 0os animais tiveram seus valores
basais de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca determinados. Neste momento, 0os animais
foram separados em 4 grupos, conforme mencionado anteriormente, e realizada a induc¢do
da EAE. Os grupos EAE+AG e EAE+ETO iniciaram no mesmo dia da indugdo da EAE a
adminstragdo do respectivo tratamento: aminoguanidina (250 mg/Kg/dia) ou eterocoxibe
(10 mg/Kg/dia). As varidveis hemodindmicas foram registradas diariamente até que o

estagio 3 da doenga foi alcancada, quando os animais foram sacrificados.
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Figura 5- Aquisicdo dos dados por telemetria

Estudo da reatividade in vitro de tecido vascular isolado

ApOs anestesia dos animais com halotano, as cavidades tordxica e abdominal
foram abertas para retirada das artérias aorta e artéria pulmonar. Os vasos foram

dissecados para remocdo de tecido adiposo e o endotélio em alguns casos foi removido pela
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insercdo de uma canula de polietileno. A remocdo do endotélio foi avaliada pela auséncia
de relaxamento vascular apds adi¢do de acetilcolina (1 uM) em tecidos pré-contraidos por

fenilefrina (1 uM).

As preparagOes vasculares das artérias aorta tordcica e pulmonar foram cortadas
na forma de anéis (3-4 mm) e montadas em banhos de 10 ml contendo solug¢dao de Krebs-
Henseleit (em mM: NaCl, 118.4; KCl, 4.7; MgSO47H,0, 1.2; KH,PO4, 1.2; CaCl,2H,0,
2.5; NaHCOs, 25.0 e glicose, 11.1), mantida a 37°C e borbulhada com uma mistura de 95%
0, e 5% CO,.

Os anéis foram entdo suspensos entre duas pontas de metal em “L” e uma das
pontas foi conectada a um transdutor de for¢a, enquanto a outra foi fixada a uma unidade
movel, permitindo, assim, o ajuste preciso da tensdo. A tensdo aplicada aos tecidos (10 mN)
foi periodicamente ajustada até estabilizacdo e a solugdo nutritiva trocada a cada
15 minutos durante este periodo. As alteragdes de tensdo foram medidas usando-se
transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese, Itdlia) e registradas em sistema PowerLab

400™ de aquisi¢ao de dados (software versao 4.0, AD Instruments, MA, EUA).

Apos 60 minutos de estabilizagdo, os tecidos foram pré-contraidos com
fenilefrina (1 uM) para obtencdo de curvas concentragdo-resposta (1 nM - 10 uM) para
acetilcolina (relaxamento dependente do endotélio), carbacol e nitroprussiato de sddio
(relaxamento independente do endotélio). Em outra série de experimentos, foram avaliados
os efeitos de agentes contriteis, como noradrenalina (10 nM - 100 uM), fenilefrina
(100 pM - 30 nM), adicionados cumulativamente ao banho. Os resultados obtidos com
agentes contrateis foram expressos como valores absolutos (em mN), enquanto os
resultados advindos de experimentos com agentes relaxantes foram expressos como
percentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (1 uM). Os valores de pD, (valor do
logaritmo negativo da concentracdo do agonista que causa 50% da resposta mixima), e

Enax (resposta mdxima) foram calculados para cada agente vasoativo estudado.
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Figura 6- Representacdo esquematica dos banhos organicos.

Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Diferengas
entre os grupos experimentais foram analisadas por anélise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida do teste de Student-Neuman-Keuls para comparagdes multiplas. Valores de

p<0,05 foram considerados como de significancia estatistica.
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Evolucao Clinica

A figura 7, mostra a evolucdo dos sinais clinicos em func¢do do tempo
aproximado que dura a doenga EAE. Observamos que no décimo dia apds a inducdo da
doenca, os animais portadores da EAE sem tratamento comeg¢am a apresentar os sinais
clinicos com uma progressdo rapida da doenca, enquanto que os submetidos aos
tratamentos tanto com aminoguanidino ou com etoricoxibe tiveram um retardo na

manifestacdo e na severidade dos sinais clinicos.
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Figura 7- Avaliacdo temporal dos sinais clinicos (como média + dos valores de score,

conforme detalhado em Material e Métodos) de animais com EAE tratados

(ou ndo) com aminoguanidina (EAE+AG) ou etoricoxibe (EAE+ETO).
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Evolucao da variacao do peso corporal

Na avaliacdo da variacido do peso corporal (Figura 8), observamos que animais
com EAE perdem peso de acordo com a progressdo da doenga quando comparados com os
animais controle (que mostram ganho de peso). Observamos ainda, que os animais com
EAE e tratados com aminoguanidina (AG; 250 mg/kg/dia, p.o) ou etoricoxibe (ETO, 10
mg/kg/dia, p.o) também apresentam uma significante perda de peso mostrando que o

tratamento ndo promove qualquer tipo de influéncia sobre esse fator.
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Figura 8- Avaliacdo temporal da variacdo de peso corporal (como percentual do valor
pré-imunizacdo) de animais com EAE tratados (ou nido) com aminoguanidina
(EAE+AG) ou etoricoxibe (EAE+ETO). Os animais do grupo Controle nao

receberam qualquer tipo de tratamento.
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Variaveis Hemodinamicas
Pressdo Arterial Média

Com relacdo as varidveis hemodindmicas e conforme mostrado na figura 9, os
animais com EAE apresentam variagdes na pressdo arterial média que estatisticamente nao
diferem quando comparadas com os animais controle. Também observamos que tanto o
tratamento com aminoguanidina ou com etoricoxibe ndo promoveu alteracdes que sejam
estatisticamente diferentes das obtidas no grupo controle € no grupo com EAE nos

diferentes estdgios da doencga.
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Figura 9- Medida da pressdo arterial média dos diversos grupos experimentais ao longo da
duracdo da doenca EAE até alcancar o estdgio 3. Os animais do grupo Controle
ndo receberam qualquer tipo de tratamento. Nenhuma alteragdo significativa foi

observada entre 0s grupos experimentais.
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Pressdo Arterial Sistolica

A figura 10, mostra a resposta da pressdo arterial sistolica dos 4 grupos
experimentais: a) Controle, b)EAE, c¢)EAE+AG, d)EAE+ETO, ao longo do
desenvolvimento da doenca que demora aproximadamente em média 17 dias. Nao foi

observada diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 10- Medida da pressdo arterial sistdlica nos diferentes grupos experimentais ao
longo do desevolvimento da EAE, até alcancar o estdgio 3. Os animais do

grupo Controle n3o receberam qualquer tipo de tratamento. Nenhuma

alteracdo significativa foi observada entre os grupos.
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Pressdo Arterial Diastolica

Na figura 11, mostramos valores da pressdo arterial diastdlica dos diferentes
grupos experimentais: a)Controle, b)EAE, c)EAE+AG, d)EAE+ETO. Da mesma forma que

nas respostas anteriores, nenhuma alteracado significante foi obervada entre os grupos.
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Figura 11- Medidas da pressdo arterial diastdlica nos diferentes grupos experimentais ao
longo do desenvolvimento da EAE, até o estdgio 3. Os animais do grupo
Controle ndo receberam qualquer tipo de tratamento. Nenhuma alteracdo

significativa foi observada entre os grupos experimentais.
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Freqiiéncia Cardiaca

As medidas da freqiiéncia cardiaca conforme evidenciadas na figura 12, ndo

apresentaram alteragdes significativas quando comparados entre os diferentes grupos

experimentais.
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Figura 12- Medidas da freqiiéncia cardiaca nos diferentes grupos experimentais ao longo
da EAE, até alcancar o estdgio 3. Os animais do grupo Controle nio receberam
qualquer tipo de tratamento. Nenhuma alteracdo significativa foi observada

entre 0s grupos.
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Respostas da reatividade vascular
Resposta a Noradrenalina em aorta de rato

Na figura 13, podemos observar através da Curva concentracdo — resposta a
Noradrenalina (10 nM — 100 uM) em anéis de aorta de rato com EAE, que estes
tecidos apresentam uma menor resposta significativa (pD;), quando

comparados aos anéis de ratos controle.
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8- o EAE n=10
= ]
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D
log [NA] (M)
Controle EAE
pD» 7,37 £ 0,35 6,13 £ 0,09 ***
Emax 8.35+0.60 8.77 £0.51

***P<0.001, comparado ao controle.
Figura 13- Curva concentracio — resposta a Noradrenalina (10 nM — 100 uM) em anéis de

aorta de rato.
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Resposta a Fenilefrina em aorta de rato

Na figura 14, observamos a Curva concentracio — resposta a Fenilefrina
(10 nM — 100 uM) em anéis de aorta de rato. As alteracdes das respostas vasculares foram
significativas entre todos os grupos em func¢do da resposta maxima, quando comparados ao
controle, quando comparados os grupos EAE vs. EAE+ETO ndo houve diferencas
significativas. Observou-se que houve uma recuperacao na contracao no grupo tratado com
aminoguanidina (EAE+AG) em resposta a fenilefrina. Quando o valor de pD, foi avaliado,

observamos diferencas muito significativas entre todos os grupos quando comparados ao

controle .
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i e EAE n=13
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log [PE] (M)
Controle EAE EAE +AG EAE+ETO
pD2 9,24 +0,43 6,90 £ 0,10 *** | 6,84 +£(,15 *** 6,89 + (0,08 ***
Enmax 8.26 £ 0.20 4.80 +0.22 ##% 6,11 +0.23 *k + |52 + () 30kkk &

"“P<0.001, comparado ao controle; "*P<0.01, comparado ao EAE; “p<0.05, comparado ao
EAE + AG

Figura 14- Curva concentracido — resposta a Fenilefrina (10 nM — 100 uM) em anéis de

aorta de rato.
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Resposta a Acetilcolina em aorta de rato

Na figura 15, observamos a curva concentragdo — resposta a Acetilcolina
(10 nM — 30 uM) em anéis de aorta de rato. Observamos diferencas significativas na
resposta maxima em relacdo ao grupo Controle. Nenhuma alteracdo foi observada quando
comparamos EAE vs. EAE+ETO e EAE vs. EAE+AG. Em func¢do pD,, ndo observamos

nenhuma diferenca significativa entre os grupos.
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Controle EAE EAE +AG EAE+ETO
pD» 6,64 £ 0.06 6.76 £ 0.14 6.77+0.18 6.58 £ 0.24

Emax 52.81 £2.16 72.17 £3.70 *** 16450 £ 1.61 * 77.11 £3.26 *xx

***P<0.001, *P<0.05, comparado ao controle; "P<0.05, comparado ao EAE + AG

Figura 15- Curva concentracido — resposta a Acetilcolina (10 nM — 30 uM) em anéis de

aorta de rato.
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Resposta a Carbacol em aorta de rato

Na figura 16 observamos a Curva concentragdo — resposta ao Carbacol
(10 nM - 3 uM) em anéis de aorta de rato. Embora o perfil dessa resposta seja semelhante a
curva dose — resposta a acetilcolina, nenhuma diferenga significativa foi observada para

valores de Emax e de pD, em relacdo ao grupo Controle.
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log [CCh] (M)
Controle EAE EAE +AG EAE+ETO
pD2 6.42 £0.13 6.79 £0.12 6.96 £0.11 6.70 £0.19
Emax 73.98 £ 1.65 76.33 £3.93 69.39 £ 6.62 85.03 £4.95

Figura 16- Curva concentracao — resposta a Carbacol (10 nM — 100 uM) em anéis de aorta

de rato.
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Resposta a Nitroprussiato de sodio

Na figura 17, observamos a curva concentracao — resposta ao Nitroprussiato de

s6dio (10 nM - 100 puM) em anéis de aorta de rato. Também nenhuma alteragdo

significativa foi observada quando comparamos os valores de Emax e de pD; entre os EAE

e o grupo Controle.
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Controle EAE
pD» 6.73 £0.09 6.99 +0.14
Enax 107.94 £ 1.97 111.28 +£2.21

Figura 17- Curva concentragdo — resposta a nitroprussiato de sédio (10 nM — 100 uM) em

anéis de aorta de rato.
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Resposta a Isoproterenol em aorta de rato

A figura 18, mostra a Curva concentracio — resposta a Isoproterenol

(10 nM - 3 uM) em anéis de aorta de rato. Neste experimento foi adicionado um grupo que

nao manifestava o modelo EAE, mas tratado com aminoguanidina, foi chamado este grupo

de Cont+AG. Nesta figura obtivemos resultados sem diferencas significativas em funcdo da

Emax e de pD; entre todo os grupos, embora houve uma aparente maior poténcia do

agonista nos tecidos dos animais com EAE , e a reversio no grupo tratado com

aminoguanidina.
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Controle EAE EAE +AG EAE+ETO Controle +AG
pDz 6.06 £0.20 6.71 £0.27 7.38 £0.71 6.74 £0.16 6.75 £ 0.37
Enax 50.10 £ 5.57 63.80 £ 18.62 23.60 £5.02 48.02 £ 5.95 44.33 £ 4.04

Figura 18- Curva concentragdo — resposta a Isoproterenol (10 nM — 3 uM) em anéis de

aorta de rato.
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Resposta a Fenilefrina em artéria pulmonar de rato

Na figura 19, observamos a Curva concentragdo — resposta a Fenilefrina
(10 nM - 3 uM) em anéis de artéria pulmonar de rato. Neste experimento também
incluimos o grupo Cont+AG. Diferencas significativas foram obtidas na resposta mdxima
entre alguns grupos experimentais. Com relacdo aos valores de pD,, diferencas

significativas foram observadas entre os grupos: Cont vs. EAE+ETO e EAE vs. EAE+ETO.
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pD» 7.32+0.11 [6.98 +0.20 8.71 £ 0.69 9.18 £ 0.65%** [7.21+0.14 %"
Emax 8.07+0.59 [6.90+0.54** [9.63+0.50 " [7.29+1.16 6.68 + (.54 * &&&

#%P<0.01, *P<0.05, comparado ao controle; ***P<0.001, *P<0.001, comparado ao EAE; ***P<0.001,
comparado ao EAE + AG *P<0.05, comparado ao EAE + ETO.

Figura 19- Curva concentracdo — resposta a Fenilefrina (10 nM — 3 uM) em anéis de

artéria pulmonar de rato.
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Resposta a Acetilcolina em artéria pulmonar de rato

Na figura 20, observamos a curva concentracao — resposta a Acetilcolina (10

nM — 3 uM) em anéis de artéria pulmonar de rato. Nesta figura observamos diferencas

significativas para valores de resposta maxima. Nenhuma diferenca significativa foi

observada para valores de pD..
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Controle EAE EAE +AG EAE+ETO
pD» 6,77 £ 0,13 6,17 £ 0,28 6,72 + 0,04 6,80 + 0,23
Emax 36,36 & 4,08 18,36 + 2,73 * 28,06 £ 4,61 21,21 £4,40 *

*P<0.05, comparado ao controle.

Figura 20- Curva concentragdo — resposta a Acetilcolina (10 nM — 3 uM) em anéis de

artéria pulmonar de rato.
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RESUMO DOS RESULTADOS

1. O tratamento de ratos com o inibidor de iNOS aminoguanidina ou com o
inibidor de COX-2 etoricoxibe resulta em retardo do aparecimento dos sinais clinicos da
EAE, sem afetar o perfil de perda ponderal que segue a imunizacdo com o antigeno de

mielina.

2. Nao ha diferencas significativas nos pardmetros hemodinamicos pressao
arterial e freqiiéncia cardiaca entre os animais com EAE e controle. O tratamento com o
inibidor de iNOS aminoguanidina ou com o inibidor de COX-2 etoricoxibe dos animais

com EAE nio resulta em qualquer efeito sobre estas varidveis hemodinamicas.

3. Tanto anéis de aorta como de artéria pulmonar provenientes de animais com
EAE mostraram uma resposta diminuida a agonistas adrenérgicos vasoconstritores, a qual
pode ser parcial (no caso da aorta) ou totalmente revertida (no caso da artéria pulmonar)

pelo tratamento com aminoguanidina, mas nao pelo etoricoxibe.

4. Anéis de aorta provenientes de animais com EAE mostraram uma resposta
aumentada ao vasorelaxante dependente de endotélio ACh, a qual pode ser revertida pelo
tratamento com aminoguanidina ou etoricoxibe. Em contrapartida, as respostas dos tecidos
provenientes de animais controle ou com EAE ao vasorelaxante (independente de

endotélio) nitroprussiato de sédio nao foram diferentes.

5. As acdes vasorelaxantes do agonista B-adrenérgico isoproterenol ndo foram
diferentes nos anéis de aorta provenientes dos diversos grupos experimentais, apesar da
aparente maior poténcia do agonista nos tecidos provenientes dos animais com EAE, e a

reversdo pelo tratamento com aminoguanidina.

6. Contrariamente ao observado nos anéis de aorta, a acdo vasorelaxante
dependente de endotélio da ACh mostrou-se muito deprimida nos anéis de artéria pulmonar
de ratos com EAE em relacdo aos animais controle. Neste tecido, a resposta maxima parece

normalizar-se nos animais com EAE tratados com aminoguanidina ou etoricoxibe.
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De acordo com nossos resultados, o tratamento de ratos com aminoguanidina
(o inibidor de iNOS) ou com etoricoxibe (o inibidor de COX-2) resulta em retardo do
aparecimento dos sinais clinicos da EAE, sem afetar o perfil de perda ponderal que segue a

imuniza¢do com o antigeno de mielina.

Embora os trabalhos utilizando inibidores sintéticos da NOS em animais com
EAE sejam muito divergentes na literatura, nossos resultados obtidos com o tratamento
aminoguanidina leva-nos em concordancia com outros autores. Altos niveis de NO
liberados pela enzima iNOS possui atividade patogénica na EAE. Zielasek et al em 1995,
utilizaram  quatro  inibidores de NOS  (N-monometil-L-arginina, = L-MMA;
N-nitro-L-arginina, L-NA; aminoguanidina, AG; e N-nitro-L-arginina metil é&ster,
L-NAME) em ambas formas de inducdo de EAE em ratos Lewis (passiva, através da
transferéncia de células T MBP-especificas, ou ativa, pela administracio de MBP) e
verificaram que nenhum dos inibidores testados mostrou efeito benéfico no curso clinico da
doenca. Por outro lado, Zhao et al, (1996), verificaram que a AG usada no tratamento de
EAE passiva causava prote¢do a doenca e Ruuls et al, (1996) verificaram que tratamento
realizado com L-nitro arginina metil éster (L-NAME) ou L-nitro metil arginina (L-NMA)
agravava a doenca de forma ativa. Assim também foi observado por Gold et al, (1997)
utilizando o N-(1-iminoetil) L-lisina (NIL) e por Cowden et al, (1998) utilizando
AG e L-NMA.

Nossos resultados estdo em concordancia com Cross et al, (1994) que
verificaram que a administracdo de aminoguanidina era capaz de retardar os sinais clinicos
causados pela EAE em camundongos SJL. Resultados similares também foram obtidos por

Brenner et al, (1997), e por Zhao et al, (1996) em ratos.

No entanto, nosso grupo acredita que as diferentes respostas aos tratamentos da
EAE com inibidores de NOS mostram-se totalmente divergentes por diversos fatores:
forma de indug¢do da doenga, especificidade e doses dos inibidores, espécie e sexo do

animal, periodo de administragdo, entre outros.

Da mesma forma que ha um aumento da expressdao de iNOS, existe uma outra
enzima que é induzivel em situagdes patoldgicas, a COX-2 resultando na produgdo de

grandes quantidades de prostaglandinas (PGs; Mitchell et al, 1995). Além disso, o NO
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estimula a sintese de PG e também regula a expressdao da proteina COX-2 (Hughes et al,

1999), o que esta em concordancia com nossos resultados.

Tanto a liberagdo de NO quanto a de PGs em grandes quantidades pelas
isoformas induziveis podem ser prejudiciais para a sobrevivéncia da célula, por isso
associa-se patologicamente estes mediadores com diferentes doencas que acompanham
processos inflamatdrios como a esclerose multipla (Genis ef al, 1992; Salvemini et al,
1994, 1993 a,b; Mitchell et al, 1995; Cao et al, 1996; Salvemini & Masferrer, 1996;
Schwab et al, 2000a,b; Pereira et al, 2000; Almer et al, 2001; Araki et al, 2001).

Interessantemente, apesar do modelo da EAE ter sido estabelecido em 1940,
nds ndo temos visto na literatura estudos sobre o estado e a reatividade de leitos vasculares
provenientes destes animais. Os Unicos (e ultimos) trabalhos nos quais foi estudada a
resposta cardiovascular destes animais foram publicados pelo grupo de Marvin Rosenthale
(Wyeth Laboratories, Inc.) entre 1966 e 1972 (quando ainda ndo se tinha conhecimento da

ocorréncia do NO em sistemas biolégicos).

De acordo com Baum e Rosenthale (1966), animais com EAE tem valores de
pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca menores aos dos animais controle. Os autores
sugerem que isso se deve a uma menor liberacdo espontinea de norepinefrina dos terminais
adrenérgicos. Contudo, e considerando o fendmeno de supersensibilidade aos agonistas
adrenérgicos que ocorre apds redugdo cronica do nivel de estimulacdo destes receptores, a
hipétese proposta pelos autores Baum e Rosenthale (1966) ndo justifica a resposta

pressorica inalterada destes animais a norepinefrina exégena.

Quanto aos resultados sobre a diminuicdo da resposta ao agonista colinérgico
metacolina, estes mismos autores Baum e Rosenthale ndo explicam de forma satisfatéria os
achados, o qual é completamente justificdvel se considerarmos a falta de conhecimento, na

época, sobre a participacao do endotélio na mediacdo desta resposta.

Em funcdo destes trabalhos verificamos as varidveis hemodindmicas nos
animais portadores ou ndo da EAE, como também a influéncia dos tratamentos nos animais
com aminoguanidina (inibidor seletivo para iNOS) e etoricoxibe (inibidor de COX-2)

através da técnica de telemetria. Observamos resultados sem diferengas significativas.
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Tanto o tratamento com aminoguanidina como com etoricoxibe ndo resultou em qualquer
efeito sobre estas varidveis hemodinamicas, como pressdo arterial média, pressdo arterial

sistolica, pressdo arterial diastdlica e freqii€ncia cardiaca.

Dentre nossos estudos de reatividade, o objetivo foi estudar a reatividade
vascular in vitro de aorta e artéria pulmonar proveniente de animais com EAE e verificar a
importancia da producdo endégena de NO (e/ou outras espécies relacionadas) sobre a
resposta vascular destes animais portadores de EAE. Também, verificar a participacao de
prostandides, explicando assim, parte das divergéncias sobre a participagdo do NO e/ou

prostandides encontrados na literatura.

Observamos que existe uma relagdo dose dependente na curva, mostrando a
reatividade a agonistas oj-adrenérgicos, como a fenilefrina e a noradrenalina, em anéis de

aorta de ratos portadores e ndo portadores da EAE.

Também conforme descrito hd mais de 30 anos, observamos que h4 alteracao
na regulagdo simpdtica na EAE, o qual é confirmado pelos nossos resultados de resposta
contratil diminuida de aorta e artéria pulmonar de ratos com EAE a agonistas o-

adrenérgicos noradrenalina e fenilefrina.

Em resultados anteriores foi mostrado que ratos com EAE apresentam aumento
da expressdo da NOS induzivel (iNOS) e da producdo sist€émica de NO (Teixeira et al.,
2002). A iNOS, € independente de Ca2+, nao é expressa sob condi¢des normais, mas sim

em situagdes patoldgicas (Moncada, et al., 1991; Marin e Rodriguez-Martinez, 1997).

Acreditamos que a diferenca nas respostas vasculares entre os animais
Controles e os portadores da EAE exista em virtude principalmente do NO derivado de
iNOS que parece mediar esta resposta contratil deficiente nos animais portadores da EAE.
Inferimos isto devido a importancia do NO na manuten¢do e controle do tonus vascular

(vasorelaxante) e as alteracdes na producdo deste mediador nos ratos portadores da EAE.

As acdes vasorelaxantes do agonista -adrenérgico (isoproterenol) ndo foram
diferentes nos anéis de aorta provenientes dos diversos grupos experimentais, apesar da
aparente maior poténcia do agonista nos tecidos provenientes dos animais com EAE, e a

reversao pelo tratamento com aminoguanidina.
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Interessantemente, a resposta vasodilatadora simpatica mediada por receptores
B-adrenérgicos parece ndo estar substancialmente alterada; entretanto, experimentos

adicionais deveriam ser realizados a fim de confirmar estas observagoes.

A adicdo de concentracbes cumulativas de Acetilcolina (dependente de
endotélio) em anéis de aorta e artéria pulmonar de ratas portadores ou niao da EAE
pré contraidos com fenilefrina induziu relaxamento dependente da concentracao.
Destacando-se uma significativa diferenca na resposta vasodilatadora entre os animais
portadores da EAE e os animais Controle, sendo que os animais EAE tem uma maior

responsividade vasodilatadora no caso da aorta.

Contrariamente ao observado nos anéis de aorta, a agdo vasorelaxante
dependente de endotélio da ACh mostrou-se muito deprimida nos anéis de artéria pulmonar
de ratos com EAE em relacdo aos animais controle. Neste tecido, a resposta maxima parece

normalizar-se nos animais com EAE tratados com aminoguanidina ou etoricoxibe.

Em funcdo que aorta e artéria pulmonar mostraram alteragdes em sentidos
opostos que podem ser normalizados através da inibi¢do de iNOS ou COX-2, podemos
inferir que os efeitos do NO derivado de iINOS ou dos prostandides sintetizados pela

COX-2 sdo dependentes da fungdo, fisiologia e/ou tipo particular de leito vascular.
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6- CONCLUSOES
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1. NO (derivado da iNOS) e/ou prostandides (derivados da COX-2) podem
estar envolvidos no aparecimento dos primeiros sinais clinicos
(neurolégicos) da EAE contribuindo com o grau de severidade dos mesmos.
Porém, a participacdo destes mediadores parece ndo ser relevante no

equilibrio hemodinamico geral.

2. Conforme descrito hd mais de 30 anos, hd alteragdo na regulacdo simpética
nos animais portadores da EAE, o qual € confirmado pelos nossos resultados
de resposta contritil diminuida de aorta e artéria pulmonar de ratos com
EAE a agonistas oc adrenergicos. O NO derivado de iNOS parece mediar
esta resposta contritil deficiente. A resposta vasodilatadora simpadtica
mediada por receptores [-adrenérgicos parece nao estar substancialmente
alterada, experimentos adicionais deveriam ser realizados a fim de confirmar

estas observacoes.

3. Descrevemos ainda a ocorréncia de resposta relaxante dependente de
endotélioa alterada na EAE; todavia, os diferentes leitos vasculares
estudados mostraram alteragdes em sentidos opostos que podem ser
normalizados através da inibi¢do de iNOS ou COX-2, o qual demonstra que
os efeitos do NO derivado de iNOS ou dos prostandides sintetizados pela
COX-2 sdo dependentes da funcio, fisiologia e/ou tipo particular de leito

vascular.
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