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RESUMO

Nossos resultados demonstram que, utilizando anticorpo monocional de
camundongo através de imunohistoquimica, eosindfilos peritoneais de rato
expressam a NOS Il (30.2 + 11.6%) e [l (247 + 7.41%). A migragdo de
eosindfilos in vitro foi avaliada usando-se uma microcamara de quimiotaxia de
48 pocos, e 0s agentes quimiotéxicos empregados foram N-formil-metionil-
leucil-feniialanina (fMLP, 5 x 10®° M) e leucotrienc B, (LTB,, 10“5_NI). O L-NAME
{(mas ndo o D-NAME) inibiu significativamente a migracdc de eosindfilos
induzida pelo fMLP (54% de reducdo para a concentragéo de 1.0 mM; P<0.05) e
LTB, (61% de reducdo para a concentracéo de 1.0 mM; P<0.05). Os inibidores
da NOS I, AMT e TRIM, tambémh‘ atenuaram marcadamente (P<0.05) a
migra¢do induzida pelo fMLP (52% e 38% de redugéo para a concentrag&o de
1.0 mM, respectivamente) e LTB, (.52% e 51% de reducéo para a concentracdo
de 1.0 mM, respectivamente). O ODQ (inibidor da guanilato ciclase soltvel), nas
concentragdes de 0.01 e 0.1 mM, também inibiu significativamente a migragéo
de eosindfilos induzida peio fMLP. A inibigdo da migracéao de eosindfilos pelo L- -
NAME foi revertida pelo nitroprussiato de sodio (0.1 mM) ou pelo dibutirit GMP
ciclico {1 mM). Concluimos que os eosindfilos peritoneais de rato expressam
NO sintase(s), e que este mediador desenvolve um papel essencial na
locomocgéo destas células, agindo através de um mecanismo de transdugéo de

GMP ciclico.



1. INTRODUGAO

1.1 INFLAMACAO E QUIMIOTAXIA

Inflamac&o € a reagao do organismo a invasdo por agentes infecciosos,
danos fisicos, quimicos ou traumaticos. As principais caracteristicas da resposta
inflamatdria incluem: (1) vasodilatagdo, com aumente do calibre dos vasos
sanguineos e consequente aumento do fluxo sanguineo no foco da inflamagéo;
(2) aumento de permeabilidade vascular, permitindoc assim, que as proteinas
plasmaticas atinjam o sitio inflamatério e (3) infiltragdo celular por quimiotaxia
ou movimento direcionado das células inflamatérias através das paredes dos
vasos sanguineos até o local do dano tecidual. O grau pelo qual estes eventos
se desenvolvem, & normalmente proporcional a gravidade da lesdo ou a
extenséo da infeccéo (revisto por FERENCIK & STVRTINOVA, 1996).

Quimiotaxia é a reagdo na qual substancias quimicas determinam a
direcdo e a locomogéo das células (revisto por WILKINSON, 1994). A resposta
morfoldgica inicial dos leucécitos expostos a fatores quimiotéxicos resulta na
polimerizagdo da célula, com o desenvolvimento do lamelipddio na porgéo
anterior, enquanto gue a porcdo posterior se alonga formando o uropédio
(SNYDERMAN & GOETZL, 1981). A motilidade celular representa a integracéo
de muitos processos incluindo adesdo (dependente de integrina), protusdo
lamelar (dependente de actina), desadesdo (dependente de integrina) e sua -
contracio (dependente de actina e, possivelmente, miosina; DOWNEY, 1994).

A maioria dos agentes quimiotaxicos age através de receptores
expressos nas membranas plasmaticas. Esta interag&o conduz & uma série de
sinais intracelulares e eventos bioquimicos como, por exemplo, alteragbes no
metabolismo do acido araquiddnico e fosfoinositideos, elevagbes transitbrias
nas concentragdes intracelulares de calcio e nucleotideos ciclicos
(DEVREOTES & ZIGMOND, 1988). 0Os nucleotideos ciclicos agem como

segundo mensageiros levando a mudangas no citoesqueleto requeridas para o



movimento celular. A adenina monofosfato ciclico (AMPc) e a guanosina
monofosfato ciclico (GMPc¢) possuem um papel modulatorio na migracéo de
neutrofilos, e agem na transducdo de sinal como agentes estimulatorios ou
inibitérios, dependendoc da concentragdo destes nucleotideos nas céluias
(ELFERINK & VANUFFELEN, 1996).

1.2 EOSINOFILOS

Os eosindfilos originam-se das células precursoras da medula dssea e
diferenciam-se sob o controle de varios fatores de crescimento e fatores
estimulantes de coldnias derivados dos linfocitos T e das células mesenquimais
(KROEGEL et al, 1994). Trés citocinas sao responsaveis em promover a
eosinofilopoese: o fator estimulador de coldénia de mondécitos e granuldcitos
(GM-CSF), a interleucina-3 (IL-3) e a interleucina-5 (IL-5) (CLUTTERBUCK et
al., 1989). Ap6s um periodo de maturagio e diferenciagdo de aproximadamente
5 dias, os eosindfilos deixam a medula éssea e passam a circular no sangue
periférico. No sangue, apresentam uma meia-vida de 13-18 horas antes de
migrarem para os tecidos. Os eosinéfilos estdo distribuidos em vérios orgéos,
mas possuem maior afinidade por tecidos que apresentem uma interface com o
meio externo como o frato respiratdrio, gastrointestinal e geniturinario, onde
persistem por aproximadamente 6 dias (KROEGEL. et al.,, 1994). No entanto, a
vida dos eosindéfilos teciduais pode aumentar pelo efeito de citocinas liberadas
local ou sistemicamente, tais como a IL.-3 e GM-CSF (OWEN et al.,, 1987;
ROTHENBERG et al., 1988).

Os eosinéfilos possuem ndcleo bilobulado e seu aspecto mais
caracteristico sdo 0s granulos citoplasmaticos especificos ou secundarios, os
quais se coram em alaranjado na presenca de corantes acidos como a eosina
(MILLER et al., 1966). Os granulos secundarios contém proteinas basicas, como
a proteina basica principal (MBP), protéina catidnica do eosindfilo (ECP),

neurotoxina derivada do eosindfilo (EDN) ou proteina X do eosindfilo (EPX) e a



peroxidase do eosindfilo (EPQ; revisto por WARDLAW et al., 1924). Alem
destes granulos, os eosindfilos apresentam granulos priméarios que aparecem
no estagio promieldcito e os pequenos granulos que contém fosfatase acida e
arilsulfatase (revisto por GLEICH et al., 1992). Outra estrutura citoplamatica dos
eosindfilos sdo os corpos lipidicos, os quais servem como sitios intracelulares
de estocagem e armazenamento do acido araquiddnico (WELLER, 1991).

Hé mais de cem anos, o eosindfilo vem sendo associado a doencas
alérgicas. £ reconhecido como célula pré-inflamatéria envolvida na protegéo do
organismo contra infecgbes parasitérias, reagbes alérgicas e doengas
inflamatdrias cronicas (revisto por MARTIN et al., 1996). Coho célula pro-
inflamatéria, o eosindfilo pode elaborar mediadores lipidicos, tais como varios
derivados do &cido araquidébnico incluindo o leucotrieno C4 (LTC,4, BRUYNZEEL
et al., 1987), as prostaglandinas PGD,, PGE, PGF,, PGF, (GIEMBYCZ, 1990;
KROEGEL et al., 1994), o tromboxano A; (TXAy; GIEMBYCZ, 1990) e grandes
quantidades de fator ativador de plaquetas (PAF; BURKE et al., 1980). O
eosindfilo também pode modular a resposta imunoldgica e a inflamagéo alérgica
através da liberagdo de fatores de crescimento, citocinas e fatores
quimiotaxicos. Entre as citocinas sintetizadas pelos eosinofilos podemos citar a
IL-1a (WELLER et al., 1993), IL-6 (HAMID et al., 1992; MELANI et al., 1993), IL-
8 (BRAUN et al., 1993), GM-CSF, IL-3, IL-5 (KITA et al., 1991; MOQBEL et al,,
1991; DESREUMAUZ et al., 1992), TNF-o« (COSTA et al., 1993), IFN-y e iL-10
(LAMKHIOQUED et al, 1995, 1996). Recentemente, foi demonstrado que .
eosindfilos provenientes de individuos sadios possuem informacgic genética
para o fator quimiotaxico de linfécitos (LCF) e para o RANTES (LIM et al.,
1995), enquanto que pacientes portadores da sindrome hipereosinofiiica
possuem RNA mensageiro para a proteina inflamatéria de macréfagos 1o (MIP-
1a; COSTA et al., 1993).

O eosindfilo responde a certos fatores quimiotaxicos, e isto representa
um importante mecanismo fisiopatoldgico o qual conduz ao acumulo especifico

destas células em doencas atdpicas como a asma (BARNES, 1396). A asma &



caracterizada por inflamacéo das vias aéreas e hiperreatividade bronquica
(BUSSE & SEDGWICK, 1992), na qual diferentes células inflamatérias estéo
envoividas como os mastocitos, macrofagos, linfécitos e eosindfilos. Entretanto,
é a infiltragdo eosinofilica que a diferencia de outras condi¢des inflamatérias
das vias acreas (BARNES, 1996).

Um grande numero de agentes quimiotaxicos vem sendo descritos na
literatura, mas poucos sdo efetivos ou seletivos para eosindfilos (MOQBEL,
1994). Nesse sentido, entre os efetivos podemos citar o PAF (TAMURA et al.,
1987), e os fragmentos produzidos pelo sistema complemento C3a (DAFFERN
et al., 1995) e C5a (MORITA et al., 1989). Recentemente, ERGER & CASALE
(1996) demonstraram que trés espécies moleculares de PAF (C16:0, C18:0 e
C18:1) sdo quimiotdxicas equipotentes para eosindfilos in vitro. Alguns
eicosandides como o acido b-ox0-6,8,11,14-eicosatetraendico (POWELL et al.,
1995), LTD4 e LTB, sdo quimiotaxicos para os eosindfilos, embora o uitimo seja
mais eficaz para neutréfilos (SPADA et al., 1994). As citocinas GM-CSF e IL-3,
quando incubadas com eosindfilos (provenientes de individuos sadios) antes do
ensaio de quimiotaxia in vifro, potencializam a migracéo induzida pelo LTB,,
fator ativador de neutréfilos (NAF}'IL—B) e fMLP, ac passo que a quimiotaxia
induzida peio PAF é potencializada apenas pela IL-3 (WARRINGA et al., 1991).
Por outro lado, a IL-8 per se é capaz de induzir migracéo de eosindfilos através
de células endoteliais e epiteliais pulmonares in vitro bem como através de
filtros de quimiotaxia (ERGER & CASALE, 1993). Qutra citocina que apresenta
efeito quimiotaxico para eosindfilos é a IL-5 (WANG et al, 1989).
Recentemente, foi demonstrado que o RANTES é quimiotaxico para eosindfilos
(ALAM et al., 1993) e sua agéo ¢ altamente potente (SCHRODER et al., 1994).
Outro agente quimiotaxico potente e seletivo recentemente identificado é a
eotaxina (GRIFFTHS-JOHNSON et al., 1993; JOSE et al., 1994).

Alguns neuropeptideos como a substancia P, neurocinina A, CGRP e a
colecistocinina per se ndo induzem quimiotaxia de eosindfilos provenientes de

individuos sadios, mas quando estes neuropeptideos sio incubados com



eosindfitos obtidos de individuos alérgicos, nota-se aumento significativo da
resposta quimiotaxica frente a diferentes agentes quimiotaxicos, tais como PAF
e LTB4 (NUMAO & AGRAVAL, 1992). Em contraste, WINDERMAN et al. (1993)
demonstraram que a substancia P per se é quimiotaxica para eosindfilos.

Diante do exposto, fica claro que o fendmeno da migracdo celular é
consequente a interacdo de varios eventos onde, a quimiotaxia constitui

relevante componente (TEIXEIRA et al., 1995).

1.3 OXIDO NITRICO E REACAO INFLAMATORIA

O oxido nitrico (NO) é uma das menores moléculas mensageiras
biologicamente ativas que exerce uma variedade de acdes fisioldgicas e
patoldgicas (SZABO & THIEMERMANN, 1995).

O NO e sintetizado a partir de um dos atomos de nitrogénio do grupoc
guanidino terminal da L-arginina (PALMER,1988), reacic catalisada pela
enzima éxide nitrico sintase (NOS; MONCADA, 1991).

As NOS s&o uma familia de enzimas que possuem grande homologia
com o citocromo P-450 redutase (BREDT et al., 1991) e apresentam-se em trés
isoformas: neuronal (nNOS ou NOS {; BREDT et al., 1991; NAKANE et al.,
1993), induzivel (INOS ou NOS II; XIE et al., 1992; LYONS et al., 1892
LOWENSTEIN et al., 1992, WOOD et al., 1993, GELLER et al., 1993) e
endotelial (eNOS ou NOS lll; LAMAS et al., 1992, MARSDEN et al.,, 1992; .
SESSA et al., 1992, JANSSENS et al., 1992). Suas massas moleculares
aparentes sdo 160, 130 e 135 kDa, respectivamente (WANG & MARSDEN,
1995). A NOS | e a NOS Il sdc constitutivas e dependentes de
célcio/calmodulina para sua ativagéo, enquanto que a NOS Il é induzivel e
independente de calcio;, ambas as isoformas requerem como cofatores flavina
adenina nuclectideo {(FAD), flavina mononucleotideo (FMN), dinucleotideo de

nicotinamida e fosfato de adenina (NADPH) e tetrahidrobiopterina (MARLETTA,
1993).



A isoforma | estd presente no sistema nervoso central e periférico
(BREDT & SNYDER, 1990; 1991), participando de fungbes como membria
(BOHME et al, 1991), aprendizado (CHAPMAN et al, 1992) e visdo
(VENTURINI et al., 1991), sendo também encontrada abundantemente em
musculo esqueiético humano (NAKANE, 1993). A NOS Il é amplamente
distribuida, sendo encontrada em macréfagos, hepatocitos, células musculares
lisas, fibrobiastos, neutrdfilos, células endoteliais, condrocitos, figado, pulméo,
musculo esquelético e diafragma (XIE et al, 1992, MONCADA, 1992,
THOMPSON et al.,, 1996), enquanto a NOS Illl € encontrada em células
endoteliais adrticas bovinas e humanas (LAMAS et al., 1992; JANSSENS et al.,
1992). O NO produzido pela NOS 1l esta envolvido no controle da pressdo
sanguinea, distribuicdo do fluxo sanguineo aos érgéos e inibicdo da adesio e
ativacao das plaquetas e granulocitos polimorfonucieares (VANE, 1994).

A NOS constitutiva (cNOS) libera ¢ NO por curtos periodos em resposta
a estimulacdo do receptor, 0 qual age-como um mecanismo de transdugédo em
muitos eventos fisiolégicos (MONCADA, 1991). A sintese do NO pela iINOS é
induzida por IL-1, TNF, IFN-y e lipopolissacaride (LPS; DOMINICZAK & BOHR,
1995), e uma vez expressa produz NO por longos periodos (MONCADA, 1991).
A modulacio da sintese de NO pode ser obtida com o uso de seus inibidores.
Nesse sentido, os glicocorticéides inibem a inducdo da iINOS mas nédo a
atividade da mesma na maioria dos tipos celulares (MONCADA, 1991; 1992).
Qutro grupo importante de moduladores da sintese de NO, é composta pelos .
andlogos da L-arginina. Os compostos estruturalmente analogos a L-arginina
sdo inibidores competitivos das isoformas constitutiva e induzivel da NOS.
Muitos destes compostos ja foram sintetizados e dentre eles podemos citar a
NE-monometil-L-arginina (L-NMMA), N®-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) e
N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO; MONCADA et al., 1991). Sabe-se portanto, que os
isébmeros L s&o inibidores efetivos das NOS e que os correspondentes isdmeros

D séo ineficazes na maioria dos fendmenos bioldgicos estudados.



Uma variedade de compostos que ndo sdo derivados de aminoacidos
também inibem a atividade da NOS, como, por exemplo imidazois, 7-
nitroindazois, guanidinas, iminobiotina, acido o-guanidinoglutarico, 3-amino-
1,2,4-triazol, fenciclidina e azul de metileno. Entretanto, apenas poucos
compostos apresentam  seletividade quanto & isoforma como as
aminoguanidinas, isotiouréias, certos imidazbis e indazodis (SOUTHAN &
SZABO, 1996) e a guanidinoetildissulfito (SZABO et al., 1996).

Nos uitimos anos tém havido grande interesse na sintese de inibidores
da NOS, principalmente aqueles que apresentem seletividade para cada
isoforma.

NAKANE et al. (1995) identificaram dois inibidores seletivos reversiveis
da NOS induzivel: S-etilisotiouréia (EIT) e 2-amino-5,6-dihidro-6-metii-4H-1,3-
tiazina (AMT) e ambos mostraram ser mais potentes que © L-NMMA, L-NNA L-
NIO e L-aminoguanidina em inibir a atividade da NOS em macrdéfagos J774 de
camundongos.

HANDY et al. (1995) foram os primeiros a caracterizar um inibidor da
NOS derivado de imidazol: 1-(2-trifluorometilfenil) imidazol (TRIM). Este
composto mostrou ser inibidor da NOS neuronal e induzivel em homogenatos
de cerebelo de camundongo e pulmdc de ratos, respectivamente.
Posteriormente, foi demonstrado que o TRIM exibe uma atividade
antinociceptiva potente em camundongos, evidenciado pela inibicdo das
constricdes abdominais induzidas por acido acético (HANDY et al., 1996).

Muitas das acdes bioldgicas do NO s&o mediadas atraves do GMPc
(SZABO & THIEMERMANN, 1995). Sabe-se que o NO ativa a guanilato ciclase
soltvel promovendo o aumento dos niveis de GMPc (ARNOLD et al., 1977) nas
células-aivo, e que o GMPc age como um mensageiro intracelular no sentido de
gerar a resposta caracteristica (IGNARRO, 19381} O acumulo de GMPc é
responsavel por alguns dos efeitos do NO, incluindo o relaxamento do musculo

liso vascular e ndo-vascular, inibicdo da ades&o e agregagéo plaquetaria bem



como as vias de transducdo de sinal no sistema nervoso central e periférico
(8ZABO & THIEMERMANN, 1995),

Por outro lado, o NO também promove acdes independentes do GMPc,
como o efeito citotdxico sobre células tumorais (STUEHR & NATHAN, 1989;
NATHAN, 1992) e a ativagdo direta de canais de potassio dependentes de
caicio (BOLOTINA, 1994).

Recentemente identificou-se um composto derivado da quinoxalina,
0ODQ, reconhecido como inibidor altamente seletivo e potente da guaniiato
ciclase solivel (GARTHWAITE et al., 1895). SCHRAMMEL et al. (1996)
investigaram o0 mecanismo de ag¢do do ODQ em guanilato ciclase solGvel
purificada de pulméo de bovinos. A incubacio da guanilato ciclase solivel de
puimac de bovinos com doadores de NO, na presenga do ODQ, resultou em
diminuigdo dos niveis de GMPc, E interessante notar que, a atividade desta
enzima medida na auséncia de NO ou doadocres de NO, também foi inibida pelo
0DQ. Portanto, os autores sugeriram que a inibicdo da guanilato ciclase soldvel
se faz de modo competitivo com o NO, resuitando na oxidacéo do grupamento
heme ferroso a forma férrica, que apresenta baixa afinidade ao NO, contribuindo
deste modo, para a inativa¢ao da e'nzima.

0O ODQ abole o aumento nos niveis de GMPc dependente de NO em
plaguetas e em tecido vascular (MORO et al, 1998), e também inibe o
relaxamento nitrérgico em musculo anococcigec de coelho induzido por
estimulagdo de campo elétrico e nitroprussiato de sddio (SNP; CELLEK et al., |
1996). BRUNNER et al. (1996) mostraram que o ODQ bloqueia o aumento de
GMPc em células endoteliais e tecido adrtico induzido por nitrovasodilatadores
e também inibe 0 relaxamento de artéria pulmonar bovina induzida por
agonistas tais como A23187 e bradicinina.

A sintese do NO em sitios inflamatdrios depende principaimente da
isoforma induzivel da NOS, a qual é sintetizada nos leucécitos, vasculatura e
possivelmente células parengquimais nos sitios da les&o, em resposta a citocinas

e produtos bacterianos.



Os muiltiplos efeitos do NO indicam que este autacoide exerce atividade
pré e anti-inflamatéria (CATTEL & JANSEN, 1995). Nesse sentido, dados da
literatura demonstram acdes contraditérias deste gas. Assim, a inibigdo da
sintese de NO aumenta a ades@o de neutrdfilos em vénulas mesentéricas
através de um mecanismo relacionado ao CD18 (KUBES et al.,1991). Dessa
forma o NO poderia estar exercendo sua ag&o anti-inflamatéria. Contrariamente,
a inibicdo da sua sintese atenua a quimiotaxia de neutrofilos (KAPLAN et al.,
1989; BELENKY et al., 1993). Esses resultados sugerem efeitos pro-
inflamatérios. Além do mencionado, recentes estudos tém de fato, sugerido
acdo inibitéria e / ou estimulante do extravasamento vascuiai‘ de proteinas
plasmaticas, sintese de mediadores e ainda na migracéo (EVANS, 1995).

Dados recentes da literatura demonstraram que, na pleurisia induzida por
bradicinina, LPS, PAF e carragenina, o bloqueio cronico da sintese de NO pelo
L-NAME inibe a migracdo de eosindfilos. Esses resultados foram confirmados
posteriormente, e indicaram que eosindfilos obtidos de ratos tratados
cronicamente com L-NAME, ndo apresentam atividade quimiotaxica in vitro,
guando estimulados com fMLP, PAF e soro ativado com zimosan (FERREIRA et
al., 1996). Esses dados sugerefn, portanto, importante efeito do NO na

modulagdo da migracéo de eosindfilos, seja in vitro ou in vivo.



OBJETIVOS

1} Caracterizar 0 envolvimento do éxido nitrico na atividade quimiotaxica de

eosinofilos.

2) Determinar a isoforma da oéxido nitrico sintase envolvida na regulagdo da

atividade quimiotaxica de eosindfilos.

3) Avaliar a participagdo da guanilato ciclase soluvel nesse processo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando 200-230 g, provenientes
do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em
numero maximo de 10 por unidade, no Biotéric do Departamento de
Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP), com 12 h de
periodo diurno (das 7:00 h as 19:00 h) e com 12 h de periodo noturno (das
19:00 h as 7:00 h), mantidos artificialmente. Os animais serviam-se ad fibfum de

agua e racgao.
2.2 Procedimento Experimental
2.2.1 Obtengdo de eosindfilos

Os ratos foram sacrificados sob anestesia com éter. A cavidade
peritoneal foi lavada com 20 ml de Hanks (HBSS; pH 7.2) contendo heparina
(20 Ulmb). Os lavados peritoneais de 10 a 15 ratos foram misturados e
centrifugados a 1000 g, por 18 minutos & 20°C.

Os eosindéfilos obtidos da cavidade abdominal foram purificados em -
gradiente descontinuo de metrizamide de acordo com VADAS et al. (1979), com
algumas modificagbes. O metrizamide foi dissolvido em meioc minimo essencial
de Eagle (MEM; pH 7.2) contendo 1 mg/ml de gelatina, de modo a produzir
concentragbes decrescentes de solucio de metrizamide (23.5, 20 e 18%). O
botdo celular, obtido apés centrifugagcdo das amostras, foi ressuspenso em
metrizamide 18%. Em tubo conico de polipropipteno, o metrizamide 20% foi

cuidadosamente colocado sobre o de 23.5% e, sobre este, o metrizamide de
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18% contendo as células. O tubo com gradiente foi entdo centrifugado a 90 g,
por 11 minutos, e a 1000 g por 14 minutos, a 20°C. Apds a centrifugagédo, os
eosindfilos foram coletados na interface do metrizamide 23.5% e 20%. Os
eosindfilos foram entadoc lavados duas vezes com MEM e ressuspendidos para

concentracao final de 5 x 10° células/ml.
2.2.2 Ensaio de quimiotaxia in vitro

Os ensaios de guimiotaxia foram realizados usando-se camara de
microquimiotaxia com 48 pogos (RICHARDS & MCCULLOUGH, 1984).
Aliquotas de 50 pl da suspenséo de eosindfilos (5 x 10° células/ml) foram
colocadas no compartimento superior da cAmara e 27 pl do agente quimiotaxico
colocados no compartimento inferior. Os dois compartimentos foram separados
com filtro de policarbonato com poro de 3 um {Nucleopore Pleasanton, CA). A
migracdo espontanea foi verificada substituindo-se o agente quimiotaxico por
27ul de MEM. Apds incubacao por 2 h em atmosfera de 5% de CO,, os filtros
foram fixados em metanol 70%, corados (Diff-Quik ®: Baxter Healthcare
Corporation, USA) e montados sob uma 1amina de microscopia. A migracéo dos
eosindfilos foi determinada quantificando-se ¢ numero de células que migraram
através do filtro em & campos aleatérios por pogo, usando-se microscopio optico
com objetiva de imersdo. Em cada experimento, os ensaios foram feitos em

duplicata ou triplicata.
Os agentes quimiotdxicos usados foram N-formit-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP 5 x 10° M, dissoivido em MEM) e LTB, (10® M, dissoivido em

MEM).
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2.3 Avaliagdo da participagdo do éxido nitrico na migracdo de eosindfilos

in vitro

0O envolvimento do Oxido nitrico na migrag@o de eosindfilos foi
investigado incubando-se a suspensao (5 x 10°® eosindfilos/iml) com L-NAME
(inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase), AMT (inibidor seletivo para a
isoforma 1} ou TRIM (inibidor seletivo para as isoformas | e Il), nas
concentracdes de 0.1, 0.5 e 1.0 mM, por 30 minutos, & 37°C, antes de iniciar o
ensaio de quimiotaxia . As células do grupo controle foram pré-incubadas
apenas com o MEM. Qutro grupo controle foi realizado incubando-se as células,
nas mesmas condicdes, com o enantiomero inativo D-NAME, nas concentragbes
de 0.1,0.5e 1.0 mM.

Em oufra série de experimentos, investigamos o envolvimento do GMPc
na migracdo dos eosindfilos. Para tanto, a suspensio de eosindfilos foi
tncubada com o inibidor seletivo da guanilato ciclase solavel, o ODQ (0.01 e 0.1
mM), nitroprussiato de sédio (SNP,doador de NO; 0.1 mM) ou com o dibutiril
GMPc (1.0 mM), 30 minutos a 3_7°C antes de desencadear o ensaio de
quimiotaxia.

Em alguns experimentos, visando a analise da reversdo da inibicdo da
quimiotaxia induzida pelo L-NAME (0.5 mM) e pelo ODQ (0.1 mM), os
eosindfilos foram incubados concomitantemente com SNP (0.1 mM) ou dibutiril
GMP ciclico (1.0 mM) por 30 minutos & 37°C, antes de desencadear o ensaio de .

quimiotaxia.
2.4 Imunohistoquimica
2.4.1 Fixacdo dos eosindfilos

Os eosindfilos (2 x 10° células/lamina) foram coletados em [aminas

gelatinizadas usando-se uma citocentrifuga. As células foram fixadas com
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paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sédic 0.1 M, pH 7.4 por 15 minutos.
A seguir, as células foram tavadas com tampdo Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4,
contendo 0.15 M de cloreto de sodio. Todas as operagdes foram realizadas em

temperatura ambiente.

2.4.2 Estudo da expressdo da 6xido nitrico sintase

A expressdo da NOS foi detectada usando-se anticorpo monoclonal
purificado de camundongo anti-NOS il (clone 3) e Il (clone 6), diluidos 1:10
(viv) e 1:100 (viv} em tampéo bloqueador [tampé&o fosfato de sédio 0.02 M, pH
7.4 contendo cloreto de sdédio 0.45 M, Triton X-100 0.2% (p/), 5% de leite
desidratado (p/v) e 15% de soro normal de cabra (viv)]. A NOS tipo | foi
detectada usando-se um anticorpo policlonal purificado de coeiho diluido 1:10

(viv) em tampé&o blogueador.
2.4.3 Ensaio imunohistoquimico

Os eosindfilos foram hidratados com tampéo ciirato de sédic 10 mM, pH
6.0 por 30 minutos. A imunoreatividade da NOS foi recuperada aguecendo-se
as células hidratadas em tamp&o citrato de soédio, pH 6.0 em forno de
microondas {Sharp, modelo RB4A33) por 15 minutos. A temperatura do forno de
microondas foi ajustada a fim de se obter poder maximo. As laminas foram -
resfriadas por 20 minutos a temperatura ambiente, e incubadas
sequencialmente por 30 minutos em Tris- Glicina 0.1 M, pH 7.4 e em tampéo
blogqueador.

Os eosindfilos foram incubados com os anticorpos anti-NOS diluidos
como descrito anteriormente (item 2.4.2). Nos grupos controle, os anticorpos
primarios foram substituidos por tampéo bloqueador. Apds a incubagéo, as
células foram |lavadas com tampé&o fosfato de sédio 0.02 M, pH 7.4 contendo
cloreto de sodio 0.45 M, Triton X-100 0.2% (tampéac A). A revelagdo do
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anticorpo anti-NOS | foi realizado usando-se uma IgG de cabra anti coeiho
conjugada a fosfatase alcalina diluida 1:500 (v/v), em tampéo bloqueador. A
revelagdo dos anticorpos anti-NOS |l e ill foi realizada usando-se uma IgG de
cabra anti camundongo bictinilada, seguida pela incubac&o com fosfatase
alcalina-estreptoavidina. Apos cada passo da incubacgéo imunohistoquimica, os
eosindfilos foram lavados com tampéao A.

A reacdo da fosfatase alcalina foi desenvolvida com azul de nitro
tetrazdlio e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato na presenca de 2 mM de
levamisole por 30 minutos (HARROW et al., 1988). A reacg&o foi interrompida
com Aagua destilada. As células foram coradas com eosina e 6r0motropo 2R
(KAY,1970), desidratadas, diafanizadas com xileno e cobertas com Permount.

Todas as operagdes foram realizadas a temperatura ambiente.

2.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como media + erro padrio das médias
(E.P.M.) de n experimentos. Diferencas estatisticamente significativas foram
determinadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) para mlitiplas
comparagdes seguido pelo teste de Duncan. Valores de p < 0.05 foram

considerados significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 QUIMIOTAXIA /N VITRO DE EOSINOFILOS INDUZIDA POR fMLP

A concentragdo de fMLP utilizada em nossos experimentos foi de 5 x 10°
M uma vez que resultados anteriores obtidos em nosso laboratdrio,
demonstraram que esta & a menor concentracdo capaz de causar migragao
méaxima de eosindfilos. Assim, nessa concentracdo, observamos migracéo
significativa (8.7 + 0.7 eosindfilos/campo, n=3) quando comparada a migragao

espontanea (2.1 + 0.3 eosindfilos/campo, p<0.05).

3.1.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM L-NAME E D-NAME SOBRE A
QUIMIOTAXIA IN VITRO DE EOSINOFILOS

A incubacdo dos eosindfilos ZS?OC, 30 minutos) com L-NAME nas
concentracbes de 0.1, 0.5 e 1.0 mM resultou em inibicdo significativa e
dependente da dose da quimiotaxia induzida pelo fMLP. A inibigdo maxima
(53.7%) foi observada com 1 mM de L-NAME. A incubagéo das células com o
enantidbmero inativo D-NAME (mesmas concentragbes) ndo resultou em
alteragdo da resposta quimiotaxica quando comparada ao controle (MEM)
(Figura 1A). A incubacdo das células com L-NAME, mas n&o com D-NAME, nas
mesmas concentracfes, também resultou em reducgéo significativa da migragéo -

espontanea (Figura ) 1B).
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Figura 1. Efeito da incuba¢do da suspenséo de eosindfilos com L-NAME e D-NAME sobre
a quimiotaxia jn vitro. Os grificos A e B representam a quimiotaxia de eosindfilos induzida
pelo fMLP (5 x 10° M) e a migragéio espontdnea, respectivamente. Cada experimento foi feito
em triplicata. A guimiotaxia estd expressa como média do numero de células que migraram em
5 campos aleatérios. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n=3). * P<0.05,
comparado 4 migragdo na auséncia de L-NAME. ** P<0.05, comparado a concentragdo de 0.1
mM de L-NAME.

17



31.2 INIBICAO DA AQUIMIOTAXIA PELO L-NAME: EFEITO DO
NITROPRUSSIATO DE SODIO (SNP) E DIBUTIRIL GMP CICLICO (dGMPc)

Conforme demonstrado na Figura 1, a incubacio dos eosindfilos com L-
NAME resuitou em inibicdo significativa da migracdo espontanea e a da
estimulada pelo fMLP. Dessa forma, investigamos se a inibicdo causada pelo L-
NAME era revertida pelo SNP e dibutiril GMP ciclico. A Figura 2A mostra que a
adicdo de SNP ou dGMPc¢ a suspenséo de eosindfitlos concomitantemente ao L-
NAME reverteu o efeito inibitdrio sobre a migragéo causada pelo L-NAME. Além
disso, 0 SNP per se, mas n&o o dGMPc, aumentou em 28% a migracéo induzida
pelo fMLP (p<0.05). Com relagdo a migragdo espontanea, observamos
resultados semelhantes, ou seja, o SNP per se, mas ndo o dGMPc, aumentou
significativamente (p<0.05) este efeito. O tratamento concomitante do SNP ou
dGMPc com o L-NAME, também reverteu de maneira significativa a inibic&o da

migracéo espontanea (Figura 2B).
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Figura 2. Inibi¢do da quimiotaxia de eosindfilos pelo L-NAME: efeito do nitroprussiato de
sodio (SNP) e dibutiril GMP ciclico {dGMPc). Os graficos A e B representam a quimiotaxia de
eosinéfilos induzida pelo MLP (5 x 10° M) e a migragdo espontanea, respectivamente, As
concentragdes utilizadas de L-NAME, SNP e dGMPc¢ foram, respectivamente de 0.5, 0.1 ¢ 1.0
mM. Os eosinéfilos foram incubados com SNP {(ou dGMPc¢}, na auséncia ou presenca de L-
NAME, conforme legenda abaixo dos graficos. Cada experimento foi feito em ftriplicata. A
quimiotaxia esta expressa como média do nimero de células migradas em 5 campos aleatérios.
Os resultados estdo expressos como meédia + E.P.M. (n=4). * P<0.05 comparada com a
migragdo controle (estimulada ou espontidnea). ™ P<0.05, quando comparado & migragdo na

presenca de L-NAME.
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3.1.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM O INIBIDOR ESPECIFICO DA
GUANILATO CICLASE SOLUVEL, ODQ, SOBRE A QUIMIOTAXIA IN VITRO
DE EOSINOFILOS

A incubagdo dos eosindfilos com ODQ (37°C, 30 minutos) nas
concentracées de 0.01 e 0.1 mM resultou em inibicdo significativa e dependente
da dose da quimiotaxia induzida pelo fMLP (Figura 3A). Com a incubacgéo de 0.1
mM de ODQ, observamos niveis de migragdo estimulada semelhantes aos
observados para a migracdo espontanea (5.44 + 0.35 x 473 £ 0.23). Além
disso, o0 ODQ (0.1 mM), também inibiu significativamente a migragio
espontanea (Figura 3B).

Numa segunda etapa, investigamos se o efeito inibitério do ODQ (0.1
mM) sobre a migracdo ceiular poderia ser revertido quando as células fossem
incubadas, concomitantemente, com o dGMPc (1.0 mM). De fato, observamos
que, na presencga do dGMPc, a inibicdo da migrac8io evocada pelo ODQ foi
significativamente reduzida (Figura 4A). Com relag&o a migracio espontanea, a
incubacéo concomitante do ODQ e dGMPc resultou em aumento significativo da
migragéo espontanea a qual atingiu valores semelhantes acs da migracdo

estimulada com fMLP (Figura 4B).
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Figura 3. Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase solivel, ODQ, sobre a
quimiotaxia in vitro de eosindfilos. Os graficos A ¢ B representam a quimiotaxia de
eosindfilos induzida pelo fMLP (5 x 10°® M) e a migragio espontdnea respectivamente. Cada
experimento foi feito em triplicata. A quimiotaxia estd expressa como média do nimero de
céluias migradas em 5§ campos aleatdrios. Os resuitados estdo expressos como média £ E.P.M.
{n=4), * P<0.05, quando comparado & migracdo na auséncia de ODQ. ** P<0.05, guando
comparado a concentracdo de 0.01 mM de ODQ.
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Figura 4. Efeito inibitérioc do ODQ sobre a quimiotaxia de eosindfilos: reversdo pelo
dGMPc. Os gréficos A e B representam a quimiotaxia de eosinofilos induzida pelo fMLP (5 x 10
8 M) e a migragio espontdnea, respectivamente. © OPQ e dGMPc foram utilizados nas
concentragdes de 0.1 e 1.0 mM, respectivamente. Cada experimento foi feito em triplicata. A
quimiotaxia esté expressa como média do nimero de células migradas em § campos aleatérios.
Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n=3). * P<0.05, quando comparado a
migracio na auséncia de ODQ. ** P<0.05, quando comparado & migragdo na presenca de ODQ.
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3.1.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM AMT E TRIM SOBRE A QUIMIOTAXIA
IN VITRO DE EOSINOFILOS

A incubagéo dos eosindfilos com AMT e TRIM nas concentragbes de 0.1,
0.5 e 1.0 mM resuitou em inibicéo significativa da migragdo pelo fMLP (Figura
5A). Na concentragéo de 1.0 mM, a inibigdo causada pelo AMT e peto TRIM foi,
respectivamente de 55% e 41.1%. A migragdo espontanea também foi

significativamente reduzida pelo AMT e peio TRIM (Figura 5B).
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Figura 5. Efeito do AMT e TRIM sobre a quimiotaxia in vitro de eosinéfilos. Os graficos A e
B representam a quimiotaxia induzida pelo fMLP (5 x 10° M) e a migragao espontanea,
respectivamente. Cada experimento foi feito em triplicata. A quimiotaxia estd expressa como
média do numero de células migradas em 5 campos aleatérios. Os resultados estdo expressos
como média + E.P.M. {(n=3). * P<0.05, quando comparado & migra¢ao na auséncia de AMT ou

TRIM. ™ P<0.05, quando comparado a concentragio de 0.1 mM de AMT.
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3.2 QUIMIOTAXIA DE EQOSINOFILOS INDUZIDA PELO LTB,

Para verificarmos a resposta quimiotaxica frente a outro agente
quimiotaxico utilizamos o LTB4.

Os eosindfilos obtidos das cavidades peritoneais migraram
significativamente em resposta ac LTB4 na concentragdo de 10° M (10.53 +

0.84, n=3) quando comparada & migragéo espontanea (2.11 + 0.31, P < 0.05).

3.2.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM L-NAME, AMT E TRIM SOBRE A
QUIMIOTAXIA DE EOSINOFILOS INDUZIDA PELO LTB,

A Figura 6A mostra que a incubacao dos eosindfilos com L-NAME, AMT e
TRIM, nas concentracGes de 0.1 e 1.0 mM, resultaram em inibicdo significativa
da quimiotaxia estimulada. Com relacdo a migra¢do espontanea verificou-se
que o AMT e TRIM causaram inibigdo significativa apenas na dose de 1.0 mM,
enquanto o L-NAME reduziu significativamente em ambas as concentragbes

utilizadas (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito do tratamento com L-NAME, AMT e TRIM sobre a quimiotaxia in vitro de
eosindfilos. Os graficos A e B representam a quimiotaxia induzida pelo LTB, (10° M) e a
migracdo espontanea, respectivamente. Cada experimento foi feito em triplicata. A quimiotaxia
estd expressa como média do namero de células migradas em 5 campos aleatérios, Os
resuitados estdo expressos como média £ E.P.M. (n=3). * P<0.05, quando comparado &
migragio na auséncia do L-NAME, AMT e TRIM.
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3.3 IMUNOREATIVIDADE DAS ISOFORMAS DA OXIDO NiTRICO SINTASE |,
It E Il EXPRESSAS EM EOSINOFILOS PERITONEAIS DE RATO

Os resultados obtidos com a técnica de imunohistoquimica demonstraram
isoformas focalizadas nos granulos citoplasmaticos dos eosindfilos (Figura 7).
Eosindfilos peritoneais de rato expressam imunoreatividade para as isoformas |l
e lll da NOS. Além disso, a imunoreatividade para a isoforma | foi detectada em

menos de 0.5% do total de células contadas (Tabela 1).

Tabela 1. Imunoreatividade da NOS expressa em eosindfilos peritoneais de

rato.
NOS % (1700 células contadas)
Tipo <05
Tipo li _ 302+116
Tipo Il 247 £ 7.4
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Figura 7. Imunolocalizagdo da NOS Il (paineis A, B e C) e lll (painéis D, E, F e G) nos grénulos
citoplasmaticos de eosindfilos peritoneais purificados de rato. A NOS foi detectada usando-se
NBT/BCIP (produto de reacdo azul) e contracoradas com eosina.
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4. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a migracéo de eosindfilos induzida
pelo fMLP e LTB, foi significativamente inibida quando as células foram pré-
incubadas com o L-NAME (mas nao com o D-NAME). A migracdo foi
completamente restabelecida pela administracdo exdgena de doador de NQO, o
nitroprussiato de soédio (SNP), e pelo analogo do GMP ciclico, o dibutirit GMP
ciclico (dGMPc). Além disso, observamos que o ODQ (inibidor da guanilato
ciclase soluvel) causou redugo significativa na quimiotaxia induzida pelo fMLP,
sendo esta redugédo completamente revertida pelo dGMPc. Em conjunto, estes
resultados sugerem que pelo menos in vitro a migracao de eosindéfilos de rato é
modulada pelo sistema funcional NOS-GMPc.

O mecanismo regulador da quimiotaxia de neutrdfilos ainda ndo esta
totalmente bem caracterizado (DEVREOTES & ZIGMOND, 1988). Sabe-se que
essas células orientam sua locomogad ao longo de um gradiente quimiotaxico
por extender seu lamelipédic em direcdo a regido de alta concentracio do
agente quimiotaxico (DEVREOTES & ZIGMOND, 1988). Este processo &
regulado por diversos segundos mensageiros. A formagdo do lamelipodio e o
aumento da polimerizagdo da actina ocorrem concomitantemente em resposta
a0 estimulo quimiotaxico. Neste processo, as proteinas G sdo requeridas para a
rapida polimerizacio da actina (DOWRNEY, 1990). Entretanto, a polimerizagdo e
a despolimerizagéo da actina é regulada por proteinas que se ligam a actina, -
tais como a profilina e a gelsolina, as quais séo controladas por fosfoinositideos
e pela concentragdo de calcio intracelular (STOSSEL, 1989; HOWARD et al.,
1990). Os niveis dos nucleotideos, principalmente de AMPc e GMPc, podem
regular a quimiotaxia de mondcitos ¢ PMNs (STEPHENS & SNYDERMAN,
1982). Estudos realizados por ELFERINK & KOSTER (1993) indicaram que a
modulacdo da migragdo de neutrdfilos pelo AMPc pode depender de sua
concentragéo intracelular. Nesse sentido, o AMPc pode tanto causar inibigéo

como ativagdo da migracdo espontanea em células eletropermeabilizadas. A
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ativagdo da migragdo ocorreu em uma faixa estreita da concentragéo desse
nucleotideo (0.5 - 2 uM).

No que diz respeito ao GMPc, esses autores mostraram que baixas
concentragbes desse nucleotideo (até 5 uM) é capaz de aumentar a migragdo
de neutréfilos, enquanto altas concentragdes (maior que 5 uM) associa-se &
inibic&o da quimiotaxia.

Nossos resultades onde a quimiotaxia de eosindfilos foi inibida
significativamente pelo L-NAME e restaurada pelo SNP e dGMPc, sao
semelhantes aqueles obtidos por KAPLAN et al. (1989) e BELENKY et al.
(1993a; 1983b). Os primeiros, utilizando PMNs e, os segundos avaliando a
quimiotaxia in vitro de neutréfilos (1993a) e mondcitos (1993b), demonstraram
que inibidores da sintese de NO inibem a migragdo dessas céluias estimulada
por fMLP | e a inibig&o foi revertida pela adi¢do de andiogos do GMPc (KAPLAN
et al.,1989; BELENKY et al. 1993a; 1993b) e doador de NO, nitroprussiato de
sédio (BELENKY et al. 1993a; 1993b).

BEAUVAIS et al. (1995b), utilizando doadores de NO como a S-nitroso-
N-acetilpenicilamina (SNAP), SIN-1 e S-nitroso-cisteina como agentes
quimiotaxicos, demonstraram que estes compostos induzem migragao
direcionada de neutrdfilos em gel de agarose. No que tange a quimiotaxia
induzida pelo SNAP, esses autores sugerem o envolvimento do GMPc, visto a
migragdo ter sido inibida peta oxinemoglobina e pelo inibidor da guanilato
ciclase solavel, LY 83583. Contrariamente, MOILANEN et al. (1993) .
demonstraram que doadores de NQO, derivados do .oxatriazol, aumentam os
niveis celulares de GMPc, sendo este efeito acompanhado de inibicdo da
atividade funcional de PMNs, incluindo a quimiotaxia. Em recente estudo,
VANUFFELEN et al. (1996), estudaram o efeito do NO exdgeno na migragdo
espontanea de neutrdfilos peritoneais de coelho, e verificaram que o NO
aumenta a migracdo dessas células, sendo esse efeito mediado pelo GMPc,
visto que inibidores da guanilato ciclase soltivel, LY 83583 e azul de metileno,

inibiram tanto a migrac&o induzida pelo NO quanto em sua auséncia.
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Nossos dados de imunohistoquimica mostraram que os eosindfilos
expressam imunoreatividade para a NOS tipo 1l (INOS) e lii (eNOS) reforgando
o conceito de que os eosindfilos apresentam um sistema funcional de NOS. De
fato, o inibidor da NOS | e Il (TRIM) e o inibidor da NOS Il (AMT) diminuiram
significativamente a migrag&o de eosindfilos,

A expressao da NOS i é induzida por citocinas e LPS (DOMINICZAK &
BOHR, 1995). BANDALETOVA et al. (1993) mostraram que ratos tratados com
Propionibacterium acnes e LPS apresentam imunoreatividade para a NOS Il em
eosindfilos de bago e cdion. Por outro lado, nossos resultados mostram a
existéncia da NOS Il em eosinéfilos peritoneais de rato, sugef‘indo que pelo
menos parte destas células poderiam estar ativadas na cavidade peritoneal.
Recentemente e ao final da realizacéo deste trabalho, DEL POZO et al. (1997),
verificaram a expressao da NOS tipo Il em eosindfilos humanos e eosindfilos de
linhagem (Eol-3). No entanto, esses autores ndo concluiram se a preseca da
NOS |l se deve a ativacao in vivo durante seu processo de diferenciacdo ou se
a presenga da NOS Il € uma caracteristica constitutiva de algumas células. Os
autores também descartam a possibilidade da ativacdo celular durante o
processo de separacio, pois eosindfilos da linhagem Eoi-3 mantidos em cultura
tambéem expressam NOS Il. Em um outro estudo WALLERATH et al.(1997),
utilizando célutas de doadores sadios, demonstraram além da NOS lll, a
presenca da NOS |l em megacaridcitos de esfregaco de medula e plagquetas. E
sugerido, nesse trabalho, que a expresséo da NOS |l poderia ser induzida por
citocinas produzidas por outras células hematogenas presentes na medula ou
entdo ser expressa constitutivamente. Neste mesmo trabalho, foi verificada a
presenca da NOS | em neutrdfilos isclados do sangue periférico, enquanto que
a imunoreatividade para a NOS |l foi detectada nos eosindfilos contaminantes.
Entretanto, ndc ficou esclarecido por que os eosindfilos provenientes de
doadores sadios expressam a NQOS ii. Park et al. (1996), demonstraram que
tecidos humanos, como retina, misculo esquelético e cerebelo expressam a

NOS |l constitutivamente.
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Embora o NO possua outras a¢fes independentes da formagdo de GMPc
(BRUNE & LAPETINA, 1989; BOLOTINA et al., 1994, NAKANE et al., 1995), os
achados de que 2 inibicdo da migracdo de eosindfilos foi mimetizada pelo
inibidor da guanilato ciclase solivel ODQ e revertida pelo dibutiril GMPc,
indicam papel relevante desse mensageiro na migracao de eosindfilos. Estudos
prévios indicam que, doadores de NO ndo convencionais tais como azida e
hidroxilamina inibem a apoptose em eosindfilos isolados do sangue de
individuos sadios, sendo este efeito mimetizado por anédlogos permeaveis do
GMPc, sugerindo que a ativagdo do sistema NO-GMPc parece ser um
importante mecanismo para a sobrevivéncia do eosindfilo (BEAUVA!S et al.,
1995a).

A asma é caracterizada por hiperreatividade bronguica e um aumento na
migracdo de eosindfilos. O uso de corticosterdides inalados tém sido associado
com a melhora do quadro clinico e diminuicdo de ambos os parametros
(BOUSQUET et al,, 1980; SCHLEIMER, 1990; BARNES, 1995). A medida em
que os glicocorticbides sdo conhecidos por inibir a indugdo da NOS |
(RADOMSKI et al., 1990; KNOWLES et al., 1990), e a indicagio pelos nossos
dados, da sua expressédo em eos.inéfilos, podemos inferir que a melhora do
quadro clinico dos pacientes em tratamento crdnico com glicocorticéides, possa
celulas.

Recentemente, KANAZAWA et al. (1997) mostraram alta concentragéo .
de nitrato e nitrito em escarro de pacientes asmaticos, bem como maior numero
de eosindfilos e altos niveis de ECP, quando comparado aos pacientes normais.
Pacientes que receberam corticdide por via inalatdria, apresentaram niveis
menores de derivados do NO comparados aos pacientes nido submetidos ao
tratamento. Portanto, niveis aumentados de NO podem ser devidos & indugéo
da NOS Il tanto nas células epiteliais pulmonares, guanto nas células

inflamatérias.
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Finalmente, os resultados apresentados neste estudo podem sugerir gue,
a inibicdo seletiva da atividade da NOS Il nos eosindfilos pode contribuir para a

modulagéo da inflamagéo mediada por essas ceélulas, tais como a asma.
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5. CONCLUSOES

1} Os resuitados in vifro demonstraram que:

¢ 0 L-NAME inibe a migracédo de EQOs, e que esta inibicao € revertida pelo SNP
e dGMPc.

* o 0ODQ inibe a migracéo de EQs, provavelmente baixando os niveis de GMPc

na célula, e portanto diminuindo a migracao. Tal efeito foi revertido pelo

dGMPc.

¢ 0 AMT e o TRIM inibiram a migragdo de EQOs, sugerindo o envolvimento da
NOS il.

2) Os resultados de imunohistoguimica demonstraram que os EOs de rato
expressam reatividade para as isoforma Il e ilf da NOS, e este fato é confirmado
pelos resultados in vitro, onde o AMT e o TRIM mostraram inibir

significantemente a migragédo, reforcando a presenga da NOS |I.

3) Sugerimos a presenga de um sistema funcional de NOS em EQOs de ratos,

que provavelmente age através de um mecanismo de transdugio de GMPc.
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6. SUMMARY

Our results demonstrate that rat peritoneal eosinophil strongly expresses
both type I (30.2 £ 11.6%) and type lll (24.7 + 7.41%), as detected by
immunohistochemistry using affinity purified mouse monoclonal antibodies.
Eosinophil migration in vitro was evaluated using a 48-well microchemotaxis
chamber and the chemotactic agents employed were N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP, 5 x 10°® M) and leukotriene B4 (LTB,, 10°® M). L-NAME (but
not D-NAME) significantly inhibited the eosinophil migration induced by both
fMLP (54% reduction for 1.0 mM; P<0.05) and LTB, (61% reduction for 1.0 mM;
P<0.05). The type Il NOS inhibitors AMT and TRIM also markedly (P<0.05)
attenuated fMLP- (52% and 38% reduction for 1.0 mM, respectively) and LTB,
(52% and 51% reduction for 1.0 mM, respectively). The inhibition of eosinophil
migration by L-NAME was mimicked by the soluble guanylate cyclase inhibitor
ODQ (0.01 and 0.1 mM) and reversed by either sodium nitroprusside (0.1 mM)
or dibutyryl cyclic GMP (1 mM). In conclusion, the eosinophil does express NO
synthase(s) and this mediator plays an essential role for eosinophil locomotion,

by acting through a cyclic-GMP transduction mechanism.
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