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RESUMO

Muitos autores relataram uma significativa participacdo do Oxido nitrico
(NO) no processo de proliferacdo dos queratindcitos, porém com muitas
divergéncias. Para determinar o envolvimento do NO no processo de
hiperproliferacdo da epiderme in vivo, foram usados: um inibidor ndo seletivo (L-
NAME) de o6xido nitrico sintase (NOS); inibidores seletivos para INOS e nNOS (AG e
7-NlI, respectivamente); e um doador de NO (SNP). Os tratamentos foram aplicados
topicamente, duas vezes por dia, na orelha de camundongos tratados pela multipla
aplicacdo de 6leo de créton. A aplicacdo do L-NAME foi capaz de diminuir o edema
a partir do 1° dia de tratamento e SNP foi capaz de aumentar a formacédo do edema
de orelha a partir do 3° dia. Os resultados obtidos mostram que os tratamentos com
AG e 7-NI ndo foram capazes de alterar a formacdo do edema. Ao final do
tratamento, houve uma reducéo no peso das orelhas nos grupos que receberam L-
NAME (16,9 + 4,8%), 7-NI (18,3 £ 9,1%) e dexametasona (43,8 + 2,0%), enquanto a
AG e SNP apresentaram aumento de peso, 249 £+ 57 e 22,0 = 9,2%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle (24,3 £ 1,4 mg). A analise
histolégica mostrou que todos os inibidores foram capazes de impedir 0 aumento na
espessura da epiderme em 28,2 + 5,3% (L-NAME), 20,7 = 5,3% (AG) e 20,5 + 3,4%
(7-NI), assim como a dexametasona (53,5 *+ 3,5%). JA o SNP contribuiu para ampliar
a espessura da epiderme em 35,6 = 5,7%. Resultados semelhantes foram
observados na marcacdo da proteina PCNA por imunohistoquimica, onde houve
uma reducdo no numero de células em proliferagcdo nos tratamentos com L-NAME
(57,3 = 3,9 células/campo), AG (73,3 £ 2,7 células/campo) e dexametasona (37,0 £
1,8 células/campo). No entanto, o tratamento com SNP (100,8 £ 6,7 células/campo)
promoveu uma maior proliferacdo dos queratindcitos da epiderme. O tratamento com
7-NI ndo mostrou nenhuma alteracdo no numero de queratindcitos em proliferacao
guando comparado ao grupo controle (87,1 + 6,8 células/campo). O tratamento com
AG aumentou a atividade das enzimas Mieloperoxidase e N-acetil-B-D-
glucosaminidase, 52,8 = 23,9% e 16,35 *+ 6,3% respectivamente, indicando aumento
na migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e células mononucleares em
comparacao ao grupo controle. A aplicagdo do 7-NI reduziu apenas a migracao de
células mononucleares em 14,6 = 6,1%, enquanto o tratamento com SNP reforcou a
migracéo de polimorfonucleares em 74,4 + 47,9%. Portanto, baseado nos resultados
encontrados, sugerimos que o NO produzido principalmente pela isoforma INOS,
contando também com a contribuicdo da isoforma nNOS, esta envolvido no controle
da hiperproliferacdo dos queratinécitos da epiderme na pele de camundongos. Além
disso, no modelo animal de inflamacdo crénica cutanea por 6leo de croton, o NO
esta envolvido na exsudacdo e migracdo de leucécitos, com a provavel participacao
de todas as trés isoformas da enzima.



ABSTRACT

Many authors have reported a significant involvement of nitric oxide (NO)
in keratinocyte proliferation, but the available information present many
discrepancies. In order to determine the involvement of NO in the epidermis
hyperproliferation in vivo, the following substances were used: a non-selective
inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) (L-NAME); two NOS selective inhibitors (AG
and 7-NI) for induced (iNOS) and neuronal (nNOS) isoformes, respectively; and a NO
donor (sodium nitroprusside, SNP). Drugs were topically applied twice a day in the
ear of mice treated by multiple applications of croton oil. L-NAME treatment was able
to decrease the edema formation from the 1% day of treatment while the SNP
application increased the edema development from the 3 day. Our results also
show that treatments with AG and 7-NI were not able to alter the edema formation. In
the end of treatment, a reduction in the weight of ears that received L-NAME (16.9 +
4.8%), 7-NI (18.3 = 9.1%) or dexamethasone (43.8 £ 2.0%), while AG and SNP
treatment increase ear weight in 24.9 £ 5.7 and 22.0 £ 9.2%, respectively, when
compared to the control group. Histological analysis revealed that application of all
inhibitors were able to prevent the increase in the thickness of epidermis in 28.2 +
5.3% (L-NAME), 20.7 + 5.3% (AG) and 20.5 + 3.4% (7-NI), and 53.5 + 3.5%
(dexamethasone). On the other hand the SNP contributed to enlarge the thickness of
epidermis in 35.6 + 5.7%. Similar results were observed in the PCNA
immunohistochemistry analysis, where there was a reduction in the number of
proliferating cells after treatments with L-NAME (57.3 £ 3.9 cells/field), AG (73.3 + 2.7
cells/field) and dexamethasone (37.0 = 1.8 cells/field). However, SNP application
(100.8 £ 6.7 cells/field) promoted a greater keratinocyte proliferation in the epidermis.
7-NI treatment did not alter the number of proliferating keratinocyte when compared
to the control group (87.1 + 6.8 cells/field). AG treatment also increased the activity of
the Myeloperoxidase and N-acetyl-B-D-glucosaminidase in 52.8 + 23.9% and 16.35 +
6.3% respectively, indicating an increase in the polymorphonuclear leukocytes and
mononuclear cells migration compared to the control group. Application of 7-NI
reduced just the mononuclear cells migration in 14.6 £ 6.1%, while treatment with
SNP enhanced polymorphonuclear cells migration in 74.4 + 47.9%. Therefore, based
on these results, the results suggest that NO produced mainly by iINOS isoform is
involved in the controlling of epidermis keratinocytes hyperproliferation in the skin of
mice, with the contribution of nNOS isoform. Furthermore, in the animal model of skin
chronic inflammation by croton oil application, NO is involved in the exudation and
leukocyte migration, with the participation of all three isozymes.

VI
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1. INTRODUCAO

1.1 PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano representando 15% do peso
corporeo. A pele compde-se, essencialmente, de trés grandes camadas: uma
camada superior — a epiderme; uma camada intermediaria — a derme ou coério; e
uma camada profunda, a hipoderme ou tecido celular subcutaneo (SAMPAIO et al.,
2000). E por ser a primeira barreira com o meio externo é constantemente sujeita a
lesGes e invasao de patdégenos que podem gerar diversas desordens inflamatérias.
Desta forma, possui um papel importante na manutencdo e desenvolvimento da
defesa contra estes invasores ou lesdes, desencadeando um processo inflamatorio
que € produzido e mantido pela interacdo de varios tipos celulares residentes como:
terminacdes nervosas, queratinocitos, fibroblastos, mastocitos, células endoteliais e
macrofagos, além de células que migram para o tecido inflamado como neutréfilos,
eosinofilos, mondcitos e linfocitos (Figura 01). Assim, varios mediadores proé-
inflamatdrios sollveis sao liberados como neuropeptideos (substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina, etc.), metabdlitos do acido araquidénico
(leucotrienos, prostaglandinas, etc.), monoaminas (histamina, serotonina, etc.) e
citocinas (interleucinas, interferons, etc.). Estes mediadores por sua vez, através de
seus receptores, produzem varios segundos mensageiros que ativam diversas
proteinas quinases como a PKC, PKA e as proteinas quinases ativadas por
mitdgenos (MAPK). Estas proteinas podem ativar fatores nucleares, como o fator

nuclear-kappa B (NF-kB) e a préia ativadora -1 (AP-1), responsaveis pela
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transcricdo de diversas proteinas (citocinas, enzimas, etc.), modulando, mantendo e
amplificando a resposta inflamatéria (BUCKLE e HEDGECOCK, 1997; PUIGNERO e
QUERALT, 1997; BHAGWAT et al., 1999). A falha destes mecanismos pode fazer
com gue este processo, inicialmente agudo, desregule a homeostase do 6rgao,
predispondo o mesmo a desenvolver processos inflamatérios cronicos (WILLIAMS e
KUPPER, 1996; DEBENEDICTIS et al., 2001).

Queratinocitos cél
-;ﬁi #

Fibroblastos

Epiderme -{ -

Mastoécitos

Derme

Hipoderme {

Neutrofilos

Figura 01: Representac¢édo esquematica do corte transversal da pele, demonstrando as trés camadas:

epiderme, derme e hipoderme e os principais tipos celulares presentes em cada camada.

A camada superior da pele, a epiderme (Figura 02), é constituida por um
epitélio estratificado pavimentoso (SAMPAIO et al.,, 2000; CANDI et al., 2005).
Subdividido em quatro camadas, cada uma com funcgdes distintas (NORRIS, 2004).

A camada ou extrato corneo atua como uma grande barreira a penetracdo de

organismos externos e toxinas, além de prevenir a perda de &gua. No estrato
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granuloso, inicia-se o0 processo de cornificagdo, onde as células sofrem apoptose
diferenciando-se em cornedcitos, No estrato espinhoso, 0os queratinécitos presentes
sao responsaveis pela producédo dos filamentos de queratina (queratinizacao), e por
fim, a camada ou estrato basal, que é a camada mais profunda e responsavel pela
proliferacdo celular, sendo resistente ao processo apoptético. Sendo assim, a
epiderme é constituida de multiplos tipos celulares que possuem diferentes origens
embrionarias. Aproximadamente 80-85% da epiderme € constituida de
gueratindcitos, 10-13 % de melandcitos, 4% de células de Langerhans e 1% de

células de Merckel (FREINKEL e WOODLEY, 2001; KOSTER e ROOP, 2004).

Queratinocitos

A A Desmossomos | céjulas de Langerhans
— | e—
- Estrato ——{
corneo
— Estrato —— #
Granuloso
— Estrato ——
Espinhoso
% Estrato —
Y : Basal
4 ‘ ’ — Derme
e - -
(a) L (b)

Figura 02: (a) Corte histolégico transversal da regido da epiderme e (b) representacdo esquematica
do corte transversal da epiderme, demonstrando as quatro camadas: Estrato Coérneo, Estrato

Granuloso, Estrato Espinhoso e Estrato Basal.
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A manutencdo do numero de células na epiderme depende do balanco
entre proliferacdo celular e morte celular (diferenciacdo/apoptose) dos
queratindcitos. A epiderme tem a capacidade de auto-renovagdo tanto sob
condicbes homeostaticas como em condi¢cdes nocivas, devido a presenca de uma
populacdo celular ativamente mitdtica na camada basal. Em condicbes normais, a
renovacdo epidérmica € balanceada pela descamacdo da camada cérnea na
superficie da pele, quando se verifica uma diferenciacao celular progressiva, atraves
do processo de queratinizacao e cornificacdo, a partir da camada basal em direcdo a
superficie (FUCHS e RAGHAVAN, 2002; CANDI et al., 2005).

Na fase de proliferacdo celular da camada basal, durante o
desenvolvimento do processo inflamatério, os queratinécitos tém um papel
fundamental. Ocorre uma notavel mudanca na morfologia e funcédo destas células,
que migram até a camada superficial da regido lesionada, liberando inUmeras
proteinas e enzimas que faciltam a migracdo e outras funcbes celulares,
reconstituindo a epiderme lesada e a membrana basal. Por ultimo, ocorre a
formacdo do tecido de granulacdo e reconstituicdo da matriz dérmica, fibroplasia
pelos fibroblastos e angiogénese pelas células endoteliais. Os queratinécitos,
fibroblastos e células endoteliais interagem com células ao redor, especificamente
através de integrinas para a cicatrizacdo da lesdo (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Séao encontrados, ainda na epiderme, os melandcitos que sdo as ceélulas
responsaveis pela producdo de pigmentos, e as células de Langerhans que séo
células apresentadoras de antigenos (DENNING, 2004). Proximo a essas células
encontram-se também alguns linfocitos T, que sdo geralmente células de memoria
(SPELLBERG, 2000). A epiderme ndo possui vasos sanguineos, entretanto, esta

intimamente apoiada a derme através de uma lamina basal, sendo, portanto, a
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derme responsavel pelo suporte sanguineo da epiderme. Além das células
residentes da epiderme, outras células migram para essa camada em resposta aos
mais variados estimulos nas quais se incluem: os linfécitos, macrofagos, neutroéfilos
e eosinofilos, sendo essas elementos da resposta de defesa inata ou adquirida
(NORRIS, 2004; RANG et al., 2006).

A camada intermediaria, a derme, consiste num tecido conectivo, cuja
espessura € superior ao da epiderme, porém com uma populacdo celular inferior.
Esta estrutura confere a pele elasticidade, forca ténsil e resisténcia mecanica.
(HAAKE et al., 2001). Possui uma camada mais superficial e frouxa, a camada
papilar e uma camada mais profunda e mais densa, a reticular (GARTNER e HIATT,
1999). Essas camadas possuem matrizes extracelulares diferentes, na derme
papilar as fibras de coladgeno sdo pouco organizadas e finas, e consistem
principalmente de colageno dos tipos lll, existem ainda fibras elasticas que junto as
fibras de colageno se organizam de forma bastante frouxa. J4 na derme reticular a
matriz € mais densa, com fibras mais grossas e melhor organizadas, sao
encontradas principalmente fibras de colageno do tipo I, e as fibras elasticas sao
mais espessas e se agrupam com o colageno em redes firmemente entrelacadas
(GARTNER e HIATT, 1999; SORRELL e CAPLAN, 2004). Sendo assim, a
constituicdo da derme envolve polissacarideos (hialuronidatos e condroitinsulfatos),
substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e glicosaminoglicanas),
material fibrilar (fibras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares), receptores
sensoriais (ex., corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini), células dérmicas
(fibroblastos), vasos linfaticos e sanguineos, que permitem que ocorra a infiltracao
de células migratérias como os macrofagos, linfocitos, eosindfilos, neutrofilos, entre

outras, as quais sao importantes no processo de resposta de defesa inata ou imune
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e de cicatrizacdo. (RYAN, 2004). Os fibroblastos sintetizam diferentes
macromoléculas que entram na constituicdo da matriz celular como, por exemplo, o
colageno e a elastina (SAMPAIO et al., 2000; HAAKE et al., 2001). Durante um
processo inflamatorio ou de cicatrizacdo ocorre 0 aumento da proliferacdo e da
atividade de fibroblastos devido a acdo de alguns mediadores pro-inflamatérios
como a interleucina-1a (IL-1a) e interleucina-1p (IL-1B) (FREINKEL e WOODLEY,
2001).

A interacdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este 6rgdo responda prontamente e efetivamente
frente a uma variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo
com o0 meio externo, como a agcao de toxinas, organismos patogénicos, radiacao
ultravioleta e extremos de temperatura, garantindo assim a manutencdo da
homeostasia cutanea. E nesse contexto, a pele demonstra ser muito mais do que
simplesmente uma barreira fisica passiva entre 0 meio externo e interno, mas sim,
indubitavelmente, também uma extensdo do sistema imunologico (WILLIAMS e
KUPPER, 1996; HAAKE et al., 2001).

A camada mais profunda, a hipoderme, possui espessura variavel,
composta exclusivamente por tecido adiposo. Relaciona-se em sua porcao superior,
com a derme profunda, constituindo-se a juncdo dermo-hipodérmica.
Funcionalmente, a hipoderme além de depdsito de reserva nutritiva, participa no
isolamento térmico e na protecdo mecanica do organismo as pressdes e
traumatismos externos e facilita a motilidade da pele em relacdo as estruturas
adjacentes (SAMPAIO et al., 2000).

Alguns processos anatomopatolégicos que podem ocorrem na pele séo:

degenerac0es, alteracbes metabdlicas, proliferacées, malformacdes, disfuncdes e
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inflamacdes. As degeneracdes sao caracteristicas de determinadas afeccdes, tais
como a degeneracdo balonizante propria das viroses, a degeneracdo fibrinoide
propria das colagenases e a degeneracdo granular, também chamada de
hiperqueratose epidermolitica, que ocorre em algumas doencas congénitas nas
quais ha alteracbes da queratinizacdo. Como a pele esta estreitamente ligada aos
demais sistemas organicos, sofre alteracbes decorrentes de anormalidades do
metabolismo e, como resposta reflexa, alteracfes cutaneas extensas por sua vez,

sao capazes de produzir alteracdes metabolicas (SAMPAIO et al., 2000).

1.2 Oxipo NiTRICO NA PELE

O oxido nitrico (NO) tem sido relacionado a numerosas funcdes
homeostéaticas, como melanogénese, angiogénese, cicatrizacdo, sintese de
colageno, e vasodilatacdo (ROMERO-GRAILLET et al., 1997; FRANK et al., 2000;
BOISSEL et al., 2004; BROWN et al., 2006). Também esta envolvido em condicdes
patoldgicas, tais como processos hiperproliferativos de células, doencas de pele
mediadas por resposta imune, e outros processos inflamatérios como queimadura
solar, psoriase, necrose epidérmica toxica e lupus cutaneo eritematoso (LERNER et
al., 2000; BRUCH-GERHARZ et al., 2003; PAUNEL et al., 2005).

A biossintese do NO é mediada pelas enzimas 6xido nitrico sintases
(NOS), das quais as trés principais isoformas identificadas sé&o: 6xido nitrico sintase
neuronal (nNOS, também conhecida como NOS1), isolada a partir de tecido
neuronal, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS3) encontrada predominante

no endotélio e a isoforma induzida oxido nitrico sintase induzida (iNOS ou NOS2),
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(MCDONALD e MURAD, 1996; MICHEL e FERON, 1997; ALDERTON et al., 2001).
Estas isoenzimas agem como dioxigenases utilizando oxigénio molecular e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) para transformar a L-arginina
em L-citrulina e NO. Para uma producdo adequada de NO todas as enzimas NOS
dependem de um cofator essencial, o tetraidrobiopterina (BH4) e uma vez que esse
cofator esteja ausente as NOS produzem superéxido no lugar de NO (GUZIK et al.,
2000; ALP et al., 2003).

As atividades das isoformas conhecidas como constitutivas NOS1 e
NOS3 séo controladas pelos niveis intracelulares de célcio. Por exemplo, NOS1 em
neurbnios centrais € ativada pela ligacdo do glutamato em receptores NMDA com
posterior aumento da concentracdo de célcio intracelular ([Ca®']), devido & abertura
de canais voltagem dependentes, enquanto que NOS3 é ativada por estresse das
paredes dos vasos sanguineos ou estimulacdo de diversos receptores presentes no
endotélio como, receptores muscarinico, purinérgico, das cininas, da substancia P
ou de trombina. Estes estimulos desencadeiam um aumento da [Ca®'], havendo
extensa liberacdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico. Ainda, o ionéforo de célcio
(por exemplo, A23187) e polications (por exemplo, poli-L-lisina) provocam um
aumento da [Ca?'] e consequiente ativacdo da NOS3 (SCHMIDT et al., 1992).

Em contraste com as isoformas constitutivas de NOS, a NOS2 né&o requer
um aumento da [Ca®'] para iniciar a sua atividade. Em macréfagos, mondcitos e
outras células a inducdo da NOS2 e a presenca do substrato L-arginina sao
suficientes para iniciar a producédo de NO. Esta inducdo da NOS2 pode ser iniciada
por citocinas inflamatorias tais como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), IL-1 (HEBA et al., 2001) ou polissacarideos bacterianos

(NAKAI et al., 2006). Em cultura de queratinécitos é observado que a expressao da
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NOS2 pode ser induzida pela combinacdo de IFN-y/TNF-q, lipopolissacaideo
(LPS)/IFN-y, IFN-y/interleucina-8 (IL-8) ou TNF-a/IL-1B (HECK et al., 1992; BRUCH-
GERHARZ et al., 1996; SIRSJO et al., 1996). E possivel que o coquetel de citocinas
ao qual as células sado expostas possa determinar a taxa e magnitude da producao
NO (JACOBS e IGNARRO, 2001). No entanto, Delatorre e colaboradores (1999)
descreveram que o processo inflamatorio é auto-regulado, e isto se deve em parte a
expressao da NOS2 e producédo do NO, que por sua vez, causa S-nitrosilacdo na
subunidade p50 do NF-kB, impedindo a atigdo deste fator de transcricdo, e
consequente expressao de mediadores.

Na pele, células como queratindécitos, fibroblastos, melandcitos e células
endoteliais expressam NOS e parecem ser capazes de liberar NO (CALS-
GRIERSON e ORMEROD, 2004). No que diz respeito ao queratindcito humano
normal, além de um continuo e baixo nivel de NO atribuido as isoformas
constitutivas, também podem ser produzidos niveis mais altos de NO através da
expressao da isoforma induzivel (NOS2) em resposta as citocinas pré-inflamatérias,
LPS e radiacdo ultravioleta (UV) (CHANG et al.,, 2003; BOISSEL et al.,, 2004;
PAUNEL et al., 2005; NAKAI et al., 2006).

A isoforma NOS2 produz grande quantidade de NO de uma forma
sustentada chegando a niveis toxicos, enquanto que as isoformas constitutivas
produzem NO em pequena quantidade e por poucos segundos sendo suas
atividades de acédo direta e curta. Sendo que existem varios mecanismos
intracelulares através dos quais 0 NO pode agir como um mediador pro-inflamatério
(SALVEMINI et al., 2003). Ainda, os baixos niveis de NO produzidos pelas sintases
constitutivas  interagem principalmente diretamente com ions carregados

positivamente na guanilato ciclase, citocromo P450 e a propria NOS (IGNARRO,
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1991). Uma vez que a guanilato ciclase é ativada, ocorre um aumento intracelular de
monofosfato guanosina ciclico (GMPc), que, por sua vez, ativa proteinas quinases
dependentes de GMPc que medeiam as acbes do NO incluindo vasodilatacao,
aumento da permeabilidade vascular, bem como efeitos antiproliferativos,

antiplaguetarios e antioxidantes (LUGNIER et al., 1999).

Queratinodcitos
NOS1/NOS2

Estrato Corneo

Células de Langerhans

HOS* > Epiderme
Melandcitos
NOS2 / NOS3 Camada Basal

Fibroblastos Derme

NOS2 / NOS3

Microcirculacao
NOS3 no endotélio

Figura 03: Representacé@o esquemética do corte transversal da pele, demonstrando as isoformas de

NOS expressas por cada tipo celular da pele (CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004).

Diversos trabalhos indicam que niveis elevados de NO sdo pro-
inflamatérios e que existem muitas semelhancas entre o eritema induzido por
exposicado UV e inflamacéo. Essa semelhanca € observada quando a pele € exposta
a radiagcdo UV ou a substancias quimicas irritantes, as quais resultam em altos
niveis de NO e alta produgéo de citocinas pro-inflamatorias (TEIXEIRA et al., 1993;
WARREN et al., 1993). Em experimentos envolvendo voluntarios humanos, a
aplicacado de uma emulséo doadora de NO na pele demonstrou recrutamento celular
para o local da inflamacgéo, além de outros eventos inflamatorios, incluindo a perda
das células de Langerhans e da indugdo de apoptose em queratinécitos (ORMEROD

et al., 1999). Por outro lado, quando a produgcdo de NO na pele é blogueada, a
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resposta inflamatdria € menor. Em pele de cobaias, a resposta inflamatoria
(formacdo de edema) induzida por uma injecdo intradérmica de bradicinina,
histamina ou ativacdo do fator de agregacao plaquetéaria € atenuada pela co-injecao
com o inibidor da NOS, N°-nitro-L-arginina-metil ester.HCI (L-NAME) (TEIXEIRA et
al., 1993).

O NO formado constitutivamente por NOS3 € responsavel por manter
baixo tdnus vascular e impedir a adeséo de leucocitos e plaquetas a parede vascular
(IGNARRO, 2002). Enquanto que a NOS2 esta claramente envolvida em uma série
de reac0Oes inflamatérias da pele devido ao seu papel como vasodilatador, causando
aumento da permeabilidade vascular, edema, eritema e acentuada infiltracdo de
células locais através do aumento do fluxo sanguineo na microcirculacédo da pele
humana (RHODES et al., 2001; CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004). Porém, a
producdo excessiva de NO pela NOS2 é considerada importante no decurso de
varias doencas cutaneas. Foi verificado que em bidpsias de pacientes com doencas
inflamatorias de pele, como psoriase, cancros da pele, lUpus eritematoso e
dermatose, existe uma desregulacdo na expressao de NOS2 (KOLB-BACHOFEN et
al., 1994; KAGOURA et al., 2001). Além disso, a inibicdo local da geracdo de NO
reduz o eritema e o edema em modelos animais, em pacientes com dermatite
atopica (DA) ou psoriase (MORITA et al., 1995). Foi demonstrado ainda, que no
inicio da DA ocorre um aumento nos niveis séricos de NO (TANIUCHI et al., 2001)
que parece estar relacionado com a gravidade clinica (principalmente quanto a area
das lesdes) e contagem de eosindfilos. De fato, a presenca de um aumento na
expressdo de NOS2 na vasculatura dérmica e em células inflamatorias
perivasculares foi verificada em lesfes na pele de pacientes com AD durante o

periodo de exacerbacdo da doenca (ROWE et al.,, 1997). Assim, o NO produzido
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localmente, sem afetar os niveis sistémicos, leva a exacerbacdo das lesdes
cutaneas, principalmente através das suas acfes vasodilatadoras, no
desenvolvimento de edema e do eritema. Em um estudo semelhante realizado em
pacientes adultos com AD néo foi encontrado uma diferenca significativa entre os
niveis de NO no periodo de exacerbacado e de remissdo da doenca. Foi verificado,
no entanto, que os niveis de NO aumentaram nos pacientes que apresentaram uma
remissao parcial da doenca, caracterizada por uma inflamacéo persistente da pele
(GUZIK et al., 2002).

O NO também é capaz de estimular as células epiteliais a produzirem e
liberarem quimiocinas (FRANK et al., 2002) além de fatores de crescimento, como
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF) e fator de crescimento de queratinocitos (KGF) (BROWN et al., 1988;
WERNER, 1998). O KGF ¢ liberado pela ativacdo dos fibroblastos (em particular
pela IL-1) estimulando a proliferacdo e migracéo de queratindcitos. Além disso, altos
niveis de VEGF sdo encontrados em epitélios hiperproliferativos, o que parece ser
importante para a proliferacdo de queratindcitos e angiogénese (FRANK et al.,
1999).

Uma primeira linha de evidéncias sugere que o NO é um regulador da
proliferacdo de queratindcitos, uma vez que inibidores da NOS ou EGF causam
inibicdo da proliferacdo dessas células induzida por citocinas inflamatérias (HECK et
al., 1992). O NO possui ainda, propriedades mitogénicas sobre os queratinocitos, as
quais foram comprovadas em diversos modelos de reparo através da inibicdo da
atividade enzimética da NOS, resultando em diminuicdo da proliferacao epitelial
durante a reparacdo de lesdes de pele causadas por exposicdo a radiacdo UV

(BENRATH et al., 1995), incisbes cutaneas (STALLMEYER et al., 1999), e também
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gueimaduras (AKCAY et al., 2000). Outras evidéncias sugerem que a adicao
exdgena de NO sobre a ferida € capaz de induzir a expressdo de importantes
mediadores da cicatrizacdo, como VEGF, o que foi observado em queratindcitos (in
vitro) (FRANK et al., 1999). Outro estudo in vitro verificou que baixas concentracdes
(0,01 - 0,25 mM) de doadores de NO estimulam a proliferacdo de queratinécitos,
enguanto altas concentra¢gdes (>0,5 mM) os mantém citostaticos (KRISCHEL et al.,
1998). Curiosamente, este evento parece ser devido a influéncia do anion
superdxido na célula, o que determinaria a capacidade mitogénica do NO
(VALLETTE et al., 1998). Juntos, o anion superéxido e o NO formam peroxinitrito
que inibe a proliferacdo de queratinécitos de forma dose-dependente, sendo que a
remocao deste anion superéxido reduz o efeito inibitorio (CALS-GRIERSON e
ORMEROD, 2004). Contudo, € claro o papel chave do NO no processo de
cicatrizacdo devido a sua influéncia sobre a proliferacdo de queratindcitos, ajudando
a promover a repitelizacdo da ferida (BENRATH et al., 1995; VALLETTE et al., 1998;
STALLMEYER et al., 1999).

Além de sua funcdo efetora direta, o NO funciona também como um
potente fator imunoregulatorio. O exato papel do NO na regulacdo imune ainda é
ambigua, mas é considerado um inibidor da expressdo dos genes envolvidos na
proliferacdo e crescimento celular, além de ter sido demonstrado possuir efeitos
antiapoptoticos (KRONCKE et al., 2001). Estudos com camundongos sugerem que 0
NO derivado de células apresentadoras de antigenos e mondcitos podem inibir a
proliferacéo de células T, em particular do subgrupo Thl (TAYLOR-ROBINSON et
al., 1994; BECHEREL et al., 1995).

A psoriase é uma desordem inflamatoria crénica da pele, a qual exibe

diminuicdo na funcdo da barreira. As principais caracteristicas da doenca sao
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hiperproliferacdo de queratindcitos com diferenciacdo anormal levando a um defeito
na formacao de barreira, alteracdes vasculares e infiltracdo de células inflamatorias.
Varios estudos acerca do tecido cutaneo tém sugerido que a NOS1 e a NOS2,
podem desempenhar papéis fundamentais no processo de reparo e na modulagéao
da proliferacao da pele (CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004).

Estudos recentes sugerem que em queratindcitos de epiderme psoriatica
ha um aumento dos niveis de NO, levando a liberacdo de calcio das reservas
internas (IKEYAMA et al.,, 2007). Alguns autores observaram uma modesta
expressdo de NOS nas paredes de vasos em pele psoriatica. Além do mais, em
cultura de queratinécitos tem sido demonstrado que o aumento das concentracfes
de NO causa mudanca na proliferacdo para um fenotipo diferenciado (NAKAI et al.,
2003). Diversos estudos envolvendo a psoriase evidenciaram que, apesar dessa
doenca aparentemente apresentar niveis elevados de NOS2, os niveis de NO
produzidos sdo insuficientes para induzir diferenciacdo celular, embora sejam
suficientes para estimular o processo de proliferacdo celular (BRUCH-GERHARZ et
al., 2003). Apesar dessas evidéncias, o envolvimento do NO sobre a proliferacao
das células epidérmicas é ainda pouco conhecido.

Sendo assim, o intuito desse trabalho € obter uma melhor compreenséao
do papel do NO na pele, desencadeando avancos na elucidacao dos efeitos do NO
no processo de hiperproliferacdo epidermal, possibilitando talvez uma nova
contribuicdo para o tratamento de condicfes patoldgicas cutaneas. Para isso, 0
presente trabalho propés estudar a participacdo das NOS no processo de

inflamacéo crénica.
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’ 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo do NO no processo inflamatério e de
hiperproliferacdo da pele no modelo animal de inflamac&o crbnica induzida pela

multipla aplicacao topica de 6leo de créton em camundongos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito da aplicacéo de inibidores das enzimas NOS no modelo
de edema de orelha causado por multipla aplicacdo de 6leo de créton, analisando o
edema e peso.

Investigar o resultado da aplicacdo de doador de NO no modelo de
edema de orelha causado por mdultipla aplicacdo de 6leo de créton, analisando o
edema e peso.

Analisar histologicamente a acdo do tratamento com inibidores das
enzimas NOS e do doador de NO no modelo de edema de orelha causado por
multipla aplicacdo de 6leo de croton.

Avaliar o efeito de inibidores das enzimas NOS e do doador de NO sobre
a proliferacédo celular na epiderme de animais submetidos ao modelo de inducéo de

edema por multipla aplicacéo de 6leo de croton.
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Investigar a acdo do tratamento com inibidores das enzimas NOS e do
doador de NO sobre a migracao de leucécitos (neutrofilos e mondcitos) nos animais
submetidos ao modelo de inducdo de edema por mdultipla aplicacdo de Oleo de

croton.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Todos os procedimentos foram realizados em camundongos adultos
machos da variedade Swiss pesando entre 25 a 35 g. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em um dos sete grupos (n = 7-10 por grupo). Comida e agua foram
fornecidas ad libitum e os animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h
com temperatura controlada (22 = 2 °C). Todos os procedimentos com animais
foram realizados apds a aprovacdo do Comité de Etica em Experimental Animal da

Universidade Federal do Parana sob o protocolo nimero 299.

3.2. PROTOCOLO ANIMAL

O processo inflamatério crénico foi induzido na orelha direita dos animais
pela aplicacdo multipla de 6leo de croton (0,4 mg/orelha) durante nove dias em dias
alternados. Os camundongos foram tratados topicamente com o N°-nitro-L-arginina-
metil ester.HCI| (L-NAME) (10 umol/orelha), aminoguanidina (AG) (10 umol/orelha),
nitroprussiato de sédio desidratado (SNP) (2,5 pmol/orelha), 7-nitroindazole (7-NI) (1
pumol/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha), sendo realizados duas vezes por dia
a partir do quinto dia. A espessura da orelha foi medida antes do inicio do
experimento e apds a inducdo do processo inflamatério, realizadas na regido

proxima a extremidade medial da orelha direita dos camundongos e o edema
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expresso como o aumento da espessura (mm) da orelha. As medi¢cdes do edema
foram realizadas diariamente utilizando um micrémetro digital (Great, MT-04513).
Para minimizar as variacdes na técnica, os experimentos foram realizados sempre
por um unico investigador. O 6leo de croton, dexametasona e 7-NI foram dissolvidos
em 20 ul de acetona enquanto L-NAME, AG e SNP foram dissolvidas em 20 pl de
agua-acetona (5% v/v), aplicados na orelha direita de cada camundongo.

No ultimo dia do experimento os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e circulos de 6 mm de tecido da orelha foram coletados,
pesados e submetidos a avaliacdo histolégica e imunohistoquimica (PCNA) (n =5
por grupo) e ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-
D-glucosaminidase (NAG) (n =5 por grupo).

O decorrer do experimento foi realizado conforme o esquema mostrado

abaixo, onde OC = inducéo do edema com 6leo de créton e T = Dias de tratamento.

oC ocC oC oC OC 1x
T T T T T 2x

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Avaliacao do Edema

3.3. AVALIACAO HISTOLOGICA DA EPIDERME

Amostras das orelhas foram fixadas em solucdo ALFAC (85% de etanol
80%, 10% de formol 40% e 5% de acido acético glacial), desidratadas e emblocadas
em parafina. Os blocos foram seccionados em cortes de 5 um e esticados em

laminas. Os cortes foram hidratados em xilol, seguido por sequiéncia decrescente de
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etanol, finalizando com coloragdo em hematoxilina e eosina. Para avaliar a
espessura da epiderme, os cortes foram fotografados em aumento de 200x e as
fotografias analisadas com o programa ImageJ® versdo 1,41 (Instituto Nacional de
Saude, EUA). A espessura da epiderme foi avaliada em cinco regiées ao longo de

cada imagem, sendo a média das medidas expressa em pm.

3.4. MARCACAO IMUNOHISTOQUIMICA PARA PROLIFERACAO CELULAR

Cortes de 5 uym obtidos dos blocos de parafina com as amostras das
orelhas, preparados como descrito anteriormente, foram esticados em laminas
silanizadas. As laminas contendo os cortes foram desparafinizadas duas vezes em
xilol, 10 min cada, e reidratadas em concentracdes de alcool decrescentes 100%,
95%, 80% e 70%. Para bloqueio de radicais aldeido, os cortes foram tratados com
glicina (0,1 M) por 2 min, enquanto que para o bloqueio de peroxidase enddgena 0s
cortes foram tratados com peroxido de hidrogénio em metanol a 3% por 10 min. Em
seguida os cortes foram tratados com tampéao fosfato (PBS) com 1% de albumina
sérica bovina (BSA) por 30 min, para reducdo da marcacao nao especifica. Para a
deteccdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), as laminas foram
incubadas com 1:100 do anticorpo policlonal anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., EUA) diluido em PBS/BSA 1% em temperatura ambiente em camara Umida
para 2 h, ap0s este tempo os cortes foram lavados com PBS/BSA 1%.
Posteriormente, as sec¢des foram incubadas com anticorpo secundario 1IgG HRP
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., EUA) diluido 1:100 em PBS/BSA 1% em

temperatura ambiente em camara Umida por 1 h. Os sitios de ligacdo para
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peroxidase foram detectadas por coloracdo usando cromoégeno diaminobenzidina
(Kit de substrato DAB), incubadas por 15 min. O excesso de cromogeno foi retirado
em agua corrente. Dentre todas as etapas, os cortes foram lavados duas a trés
vezes em PBS. Finalmente, as laminas contendo os cortes foram desidratadas,
clareadas com xilol e montadas com Balsamo do Canada (ATHAR et al., 2004). Para
avaliacdo da marcacao dos cortes foi utilizada lente ocular graduada e a marcacao
foi avaliada em areas representativas com aumento de 400x. A quantificacdo da
marcacdo da proteina PCNA foi realizada em 3-5 cortes histologicos distintos de
cada grupo, sendo escolhidos 5 diferentes fotos de forma randémica de cada corte.
A guantificacdo foi expressa em numero de células marcadas por foto utilizando o

programa ImageJ® versao 1,41 (Instituto Nacional de Satde, EUA).

3.5. ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO

A atividade da enzima MPO é utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos polimorfonucleares no tecido. Para a avaliacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase foi utilizada a metodologia de BRADLEY e colaboradores (1982)
modificada por DE YOUNG e colaboradores (1989). As amostras de tecido (circulos
de 6 mm de tecido) das orelha de camundongos submetidos ao modelo de edema
de orelha induzido pela aplicagdo multiplia de oOleo de créton, foram pesadas e
adicionadas a 0,75 ml de tampé&o fosfato de sodio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5%
de hexadeciltrimetiiaménio (HTBA) e homogeneizadas por 45 s a 0°C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 ml de tampéo fosfato

(anteriormente descrito). As amostras (1,5 ml) foram colocadas em microtubos e
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centrifugadas a 11.200 xg a 4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 ul do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos, adicionando 200 pl de uma mistura
contendo 100 pl de tampéo fosfato de sodio 80 mM (pH 5,4), 85 pl de PBS 0,22 M
(pH 5,4) e 15 pl de peroxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A adicao de 20 pl
de tetrametilbenzidina.HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solucdo aquosa de
dimetilformamida a 8%, promoveu o inicio da reacdo. Posteriormente a placa foi
incubada a 37°C por 3 min, adicionando 30 pl de acetato de sodio 1,46 M (pH 3,0)
em cada poco para interromper a reacdo. A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808)

cuja leitura da absorbancia é feita a 630 nm, sendo expressa em mDO/biopsia.

3.6. ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA NAG

A atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca de
leucocitos mononucleares no tecido. A atividade da NAG foi avaliada utilizando a
metodologia de SANCHEZ e MORENO (1999). As amostras de tecido (circulos de 6
mm de tecido) das orelha de camundongos submetidos ao modelo de edema de
orelha induzido pela aplicacdo mdultipla de O6leo de croton foram pesadas e
adicionadas a 0,75 ml de solucéo de fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5%
de HTAB e homogeneizadas por 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e adicionado 0,75 ml de tampé&o fosfato (anteriormente descrito). As
amostras (1,5 ml) foram colocadas em microtubos e centrifugadas a 11.200 xg a 4

°C por 20 min. Triplicatas de 25 uL do sobrenadante foram colocadas em placas de

96 pocos, adicionando 100 pL de tampé&o citrato 50 mM (pH 4,5). A reacao foi
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iniciada pela adigcdo de 25 uL de p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24
mM) dissolvido 4gua miliQ. Em seguida a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a
reacao interrompida pela adicdo de 30 ul de tampé&o glicina 200 nM (pH 10,4) em
cada poco. A atividade enzimética foi determinada colorimetricamente usando um
leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808), cuja leitura da absorbancia

e feita a 405 nm, sendo expressa em mDO/bidpsia.

3.7. DROGAS E REAGENTES

As drogas e reagentes utilizados foram: Alcool Etilico Absoluto adquirido
da Farmanilqguima (Curitiba, Brasil); 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida,
Albumina sérica bovina (BSA), Citrato de sddio desidratado, Dexametasona, Glicina
anidra, Brometo de Hexadeciltrimetiiamonio (HTAB), Nitroprussiato de soédio
desidratado, Oleo de créton e Tetrametilbenzidina (TMB) adquiridos da Sigma
Chemical Co (St Louis MO); Kit substrato DAB e Kit retriavagem A adquirido da BD
Biosciences (S&o Diego, CA, EUA); Acetona, Acido acético glacial, Aminoguanidina,
Bifosfato de sodio (NaH,PO,), Cloreto de sddio, Dimetilformamida, Formaldeido,
Monofosfato de soédio (Na;HPO,) e Parafina adquiridos da Merck Biosciences
(Alemanha); Acetato de sodio anidro P.A., Eosina, Etanol Absoluto, Floxina B,
Hematoxilina, Metanol, Peréxido de hidrogénio 30% e Xilol adquiridos da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil); N°-nitro-L-arginine-methil ester.HCl adquirido da Alexis
Biochemicals - Enzo Life Sciences International, Inc. (Plymouth Meeting, PA, EUA);
7-Nitroindazole adquirido da A.G. Scientific, Biochemical Manufacturer (S&o Diego,

CA, EUA); Anticorpo anti-PCNA (C-20) cabra policlonal IgG e Anticorpo de burro
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anti-cabra 1gG HRP (horseradish peroxidase) adquiridos da Santa Cruz

Biotechnology, Inc. (CA, EUA).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média = S.E.M. A significancia
estatistica entre os grupos foi avaliada por anéalise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. O nivel de significancia aceito para
os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software

estatistico GraphPad Prism verséo 3.03, Sao Diego, Califérnia, EUA.
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4. RESULTADOS

4.1. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO DE CROTON

As multiplas aplicacdes do 6leo de croton (0,4 mg/orelha, tdpico)
induziram a formac@o do edema na orelha dos camundongos 6 h apos a primeira
aplicacdo, aumentando nos dias seguintes e atingindo o efeito maximo no quinto dia,
guando comparado ao grupo veiculo (acetona). Todos os tratamentos (duas vezes
por dia, 12 h/12 h, topico) foram realizados do 5° ao 9° dia do experimento. A
aplicacdo do corticéide dexametasona (0,1 mg/orelha), utilizado como controle
positivo, foi capaz de impedir a formacdo do edema durante todo o periodo de
tratamento, comecando pelo 1° dia (5° dia de experimento), quando comparado ao
grupo controle (Figura 04 e 05). O grupo L-NAME (10 pmol/orelha) também mostrou
uma reducdo na formacédo do edema durante os 5 dias de tratamento, quando
comparado ao grupo controle (Figura 04a). Ja os dois inibidores especificos de NOS
testados, AG (inibidor de NOS2, 10 pmol/orelha) e 7-NI (inibidor de NOS1, 1
pmol/orelha), quando aplicados topicamente durante 5 dias, ndo foram capazes de
causar alteracdo no edema produzido por mdultiplas aplicagdes de 6leo de croton
(Figura 04b e 05a, respectivamente). No entanto, o uso do doador de NO SNP (2,5
pumol/orelha) causou um aumento significativo no edema de orelha induzido pelo

Oleo de croton, a partir do 3° dia de tratamento (Figura 05b).



Figura 04: Efeito do (a) L-NAME (10 pmol/orelha), (b) AG (10 pmol/orelha),
dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (agua-acetona, 5 % v/v) no edema de
orelha induzido pela multipla aplicagdo de 6leo de croton (0,4 mg/orelha). Os
tratamentos foram iniciados no quinto dia de experimento. O edema foi medido pela
diferenca entre a espessura basal da orelha direita e sua espessura durante os 9
dias apés a inducdo do edema. Os pontos representam a média e barras verticais o
E.P.M. de 5-10 animais. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada pela
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls.
*P<0,05; e ***P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados o
grupo dexametasona e controle. ¢P<0,01 e ¢+*P<0,001 foram indicativos de

significancia quando comparados 0s grupos tratamento e controle.
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Figura 05: Efeito do (a) 7-NI (1 pmol/orelha), (b) SNP (2,5 pmol/orelha),
dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (agua-acetona, 5 % v/v) no edema de
orelha induzido pela multipla aplicagdo de 6leo de croton (0,4 mg/orelha). Os
tratamentos foram iniciados no quinto dia de experimento. O edema foi medido pela
diferenca de espessura basal da orelha direita e sua espessura durante os 9 dias
apos a inducdo do edema. Os pontos representam a média e barras verticais o
E.P.M. de 5-10 animais. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada pela
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls.
*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 foram indicativos de significAncia quando
comparados o grupo dexametasona e controle. *P<0,05; «P<0,01 e e<P<0,001
foram indicativos de significAncia quando comparados 0S grupos tratamento e

controle.
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Ao final do experimento (9° dia de tratamento) as repetidas aplicacdes de
O0leo de croton promoveram um aumento significativo no peso da orelha dos
camundongos do grupo controle (24,3 + 1,4 mg) quando comparado aos grupos
naive (8,3 + 0,2 mg) e veiculo (10,5 £ 0,2 mg). Os tratamentos com L-NAME, 7-NI e
dexametasona causaram reducdo no aumento de peso das orelhas em 16,9 + 4,8;
18,3 £ 9,1 e 43,8 £ 2,0 %, respectivamente. Ja os tratamentos com AG e SNP
geraram aumento em 24,9 + 5,7 e 22,0 £ 9,2 %, respectivamente, no peso das

orelhas quando comparado ao grupo controle (Figura 06).
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Figura 06: Efeito do L-NAME (10 upmol/orelha), AG (10 pmol/orelha), 7-NI (1
umol/orelha), SNP (2,5 umol/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (agua-
acetona, 5 % v/v) no peso das orelhas no 9° dia apés mdltiplas aplicagbes de 6leo
de créton (0,4 mg/orelha). Todos os dados apresentados representam a média +
E.P.M. de 5-10 animais. A analise estatistica entre os grupos foi verificada atraves
da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. **
P<0,001 foi indicativo de significancia, quando comparado com o grupo veiculo. **
P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados ao

grupo controle.
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4.2. AVALIACAO HISTOLOGICA DA EPIDERME

Amostras das orelhas dos camundongos (circulos de 6 mm), submetidos
a multipla aplicacdo de 6leo de croton, foram utilizadas para avaliar o processo de
hiperproliferacdo celular na epiderme. O 6leo de croton promoveu um aumento na
espessura da epiderme no grupo controle (133,8 + 8,0 um) quando comparado com
0S grupos naive (16,8 + 0,5 um) e veéculo (25,6 + 1,3um). Todos os inibidores de
NOS testados, foram capazes de reduzir o aumento na espessura da epiderme em
28,2 + 5,3% (L-NAME), 20,7 + 5,3% (AG) e 20,5 + 3,4% (7-NI), bem como a
dexametasona (53,5 + 3,5%). No entanto, com a aplicacdo do doador de NO (SNP)
ocorreu aumento de 35,6 + 5,7% na espessura da epiderme, quando comparado ao
grupo controle (Figura 08). A figura 07 apresenta fotos representativas de cortes
histologicos de amostras de tecidos das orelhas dos camundongos apds a multipla
aplicacao topica do Oleo de croton, demonstrando que os tratamentos com L-NAME,
AG, 7-NI e dexametasona apresentam uma reducdo na espessura da epiderme. O
tratamento com o doador de NO (SNP) promoveu um aumento na espessura da

epiderme comparando ao grupo controle.



Figura 07: Imagens representativas da histologia de cortes transversais de orelhas
camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 200x, escala de 500
Mm) coletadas no & dia apds a mdltipla aplicacéo de 6leo de créton (0,4 mg/orelha).
Grupos: naive (sem tratamento), veiculo (Agua-acetona, 5% v/v), controle, L-NAME
(10 pmol/orelha), AG (10 umol/orelha), 7-NI (1 umol/orelha), SNP (2,5 pmol/orelha) e
dexametasona (0,1 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia do

experimento.
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Figura 08: Efeito do L-NAME (10 pmol/orelha), AG (10 pmol/orelha), 7-NI (1
umol/orelha), SNP (2,5 umol/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (aAgua-
acetona, 5% v/v) sobre a espessura epiderme no 9° dia apés mdltipla aplicacdo de
oleo de créton (0,4 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia do
experimento. Todos os dados apresentados sdo média + S.E.M. de 12-24 cortes
corados com hematoxilina-eosina, como descrito anteriormente. A analise estatistica
entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. "#P<0,001 foi indicativo de significancia, quando
comparado com o grupo veiculo. *P<0,01 e ***P<0,001 foram indicativos de

significancia quando comparado ao grupo controle.
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4.3. AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

O numero de células em proliferacdo na pele das orelhas tratadas com
multiplas aplicacdes de Oleo de croton foi avaliado através da imunomarcacéo para
PCNA. A Figura 09 mostra fotos representativas da imunohistoquimica para PCNA a
qual permitiu avaliar as mudancas no padrdo de proliferacdo celular no tecido da
orelha direita dos camundongos apés a multipla aplicacédo de Oleo de croton e os
respectivos tratamentos pela via topica. A multipla aplicacdo do oOleo de croton
promoveu aumento significativo no nimero de células em proliferagcdo na pele da
orelha do grupo controle (87,1 £ 6,8 células/campo), quando comparado com 0s
grupos naive (19,5 £ 1,6 células/campo) e veiculo (37,7 = 2,3 células/campo) (Figura
10). Os animais tratados topicamente com L-NAME, AG e dexametasona
apresentaram uma reducao no numero de células em proliferacdo (57,3 + 3,9; 73,3 £
2,7 e 37,0 £ 1,8 células/campo, respectivamente), enquanto que no grupo SNP esta
resposta foi amplificada (100,8 + 6,7 células/campo). Ja o grupo 7-NI ndo mostrou
nenhuma mudanca no nuamero de células em proliferacdo (92,6 + 9,2

células/campo), quando comparados ao grupo controle (Figura 10).



Figura 09: Imagens representativas da marcacéo para PCNA por imunohistoquimica
em cortes transversais de orelhas de camundongos coletados no 9° dia apos a
multipla aplicacdo de 6leo de créton (0,4 mgl/orelha). Grupos: naive (sem
tratamento), veiculo (agua-acetona, 5% v/v), controle, L-NAME (10 pmol/orelha), AG
(10 umol/orelha), 7-NI (1 pmol/orelha), SNP (2,5 pmol/orelha) e dexametasona (0,1
mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia do experimento. Aumento

de 400x, escala de 250 ym.
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Figura 10: Avaliacdo imunohistoquimica da proliferacdo celular. Efeito do L-NAME
(10 umol/orelha), AG (10 umol/orelha), 7-NI (1 pumol/orelha), SNP (2,5 umol/orelha),
dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (dgua-acetona, 5% v/v) sobre a marcacao
imunohistoquimica para proliferagdo celular no 9° dia apds a multipla aplicacdo de
oleo de créton (0,4 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia do
experimento. Todos os dados apresentados sdo média + S.E.M. do numero de
células avaliados em 9-21 cortes marcados com anticorpo anti-PCNA. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. "P<0,001 foi indicativo de
significAncia, quando comparado com o grupo veiculo. *P<0,05, **P<0,01 e

***P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparado ao grupo controle.
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4.4. AVALIACAO DO ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO

A MPO €& um marcador de leucdcitos polimorfonucleares e a
determinacdo da sua atividade indica a infiltracdo leucocitaria. Como esperado, o
tratamento repetido com oOleo de créton na orelha promoveu um aumento
significativo na atividade da MPO no grupo controle, quando comparado aos grupos
naive e veiculo (Figura 11). Nas orelhas tratadas com AG e SNP, a atividade da
MPO foi aumentada em 52,8 + 23,9% e 74,4 = 47,9%, respectivamente, enquanto
gue no grupo dexametasona foi reduzida em 47,0 = 3,4%, em comparacédo ao grupo
controle. Os demais tratamentos (L-NAME e 7-NI) ndo foram capazes de promover
qualquer alteracdo significativa na atividade MPO quando comparado ao grupo

controle (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do L-NAME (10 upmol/orelha), AG (10 pmol/orelha), 7-NI (1
umol/orelha), SNP (2,5 umol/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (agua-
acetona, 5% v/v) sobre a atividade enzimatica da mieloperoxidase em sobrenadante

de orelhas tratadas com 6leo de créton. As atividades enzimaticas nas orelhas foram
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mensuradas no 9° dia apés tratamento com multipla aplicacdo de 6leo de croton.
Todos os dados apresentados sdo média = S.E.M. de 3-6 animais. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P<0,05 foi indicativo de significancia
quando comparado ao grupo veiculo. *P<0,05 foi indicativo de significancia quando

comparado ao grupo controle.

4.5. AVALIACAO DO ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA NAG

A atividade enzimatica da NAG é usada como indicativo da presenca de
leucdcitos mononucleares no tecido. A inflamacdo da pele induzida por mdultiplos
tratamentos com 6leo de créton promoveu um aumento da atividade da NAG no
tecido de camundongos controle quando comparada aos grupos haive e veiculos
(Figura 12). Orelhas tratadas com 7-NI e dexametasona apresentaram uma
diminuicdo em 14,6 £ 6,1 e 34,4 = 7,2%, respectivamente, da atividade da NAG, em
comparacao com resultados do grupo controle. No entanto, a aplicacao topica de AG
aumentou em 16,35 £ 6,3% a atividade da NAG induzida pelo tratamento cutaneo
repetido com 6leo de croton. Os outros grupos (SNP e L-NAME) ndo mostraram
nenhuma alteracdo na atividade enzimatica da NAG quando comparado ao grupo

controle (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do L-NAME (10 upmol/orelha), AG (10 pmol/orelha), 7-NI (1
umol/orelha), SNP (2,5 umol/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e veiculo (agua-
acetona, 5% v/v) sobre a atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAG) em sobrenadante de orelhas tratadas com 6leo de croton. As atividades
enzimaticas nas orelhas foram mensuradas no 9° dia apés tratamento com multiplas
aplicacdes de 6leo de croton. Todos os dados apresentados sdo média + S.E.M. de
3-6 animais. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *#P<0,001 foi
indicativo de significancia quando comparado ao grupo veiculo. *P<0,05 e

***P<(0,001 foram indicativos de significancia quando comparado ao grupo controle.



e



@W 41

5. DISCUSSAO

O processo de hiperproliferacdo de queratinécitos com diferenciacdo
anormal leva a uma formacdo defeituosa da barreira, respostas aberrantes ou
exageradas na formacdo de fatores de crescimento, alteragbes vasculares, e
migracdo de células inflamatérias cutédneas, caracterizando algumas doencas
inflamatodrias cutdneas cronicas, tais como a psoriase, doencas inflamatérias
alérgicas, feridas cronicas, entre outras (GNIADECKI, 1998). Muitos estudos sao
realizados a fim de compreender estas doencas, e entre eles, muitos relatam um
envolvimento significativo de NO nestes processos, no entanto, apenas alguns
trabalhos tentaram demonstrar o envolvimento do NO no controle do processo de
hiperproliferagcdo da epiderme, com algumas controvérsias (BRUCH-GERHARZ et
al., 2003; NAKAI et al., 2003; IKEYAMA et al., 2007).

No presente estudo nés demonstramos através de um modelo in vivo que
o NO possui um papel relevante na regulacéo hiperproliferativa de queratinécitos da
epiderme em processos inflamatorios cronicos. Para isso, usamos o modelo de
multipla aplicagdo de o6leo de créton, promovendo um processo inflamatoério e
hiperproliferativo da epiderme na pele da orelha de camundongos. O constituinte
ativo presente no Oleo de créton é 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), um
composto ativador de PKC e promotor de tumor. A aplicacdo topica de TPA é um
modelo vélido para a avaliacdo de compostos com potencial antiinflamatorio. O TPA
promove a inflamacé&o cutanea através da hiperplasia epidérmica devido ao aumento
da proliferacdo de queratindcitos e producgdo do fator de crescimento transformante

beta 1 (TGF-B1), TNF-a e a formgao de LTB 4 com um conseqlente aumento da
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permeabilidade vascular e influxo de neutréfilos (JANG e PEZZUTO, 1998;
MURAKAWA et al., 2006).

Em nosso experimento, o tratamento com um inibidor ndo seletivo da
NOS (L-NAME) promoveu uma reducéao na formacdo de edema e peso das orelhas
dos camundongos, enquanto o doador (SNP) aumentou o edema e peso.
Provavelmente, parte deste efeito do NO € devido ao seu papel vasodilatador, que é
claramente compreendido em diversos estudos como os que demonstram que 0O
aumento na producdo de NO pela NOS2 contribui muito para a desagregacdo da
barreira hemato tecidual levando a infiltracdo celular e o extravasamento de
proteinas plasmaticas; outros relatos tém sugerido um efeito totalmente oposto. Por
exemplo, a exposicdo de leucocitos a elevadas concentracbes de NO, como
encontradas em vasos inflamados, mostra aumentar a producédo da quimiocina IL-8
e da citocina TNF-qa, reforcando assim que ha um forte gradiente quimiotatico no
tecido danificado (VAN DERVORT et al., 1994; CORRIVEAU et al., 1998; MUHL et
al., 2000; MA et al., 2004). Aléem disso, foi relatado que a atividade NOS2 promove
dilatacdo vascular aumentando o fluxo de leucdcitos, em resposta a estimulos
infecciosos (CORRIVEAU et al., 1998). Ainda, outros relatos indicam que a falta da
NOS2 suprime as interacfes entre as celulas endoteliais com leucécitos induzida por
endotoxina bacteriana na retina e em pulmdes de camundongos (SHANLEY et al.,
2002; OKAMOTO et al., 2004; IWAMA et al., 2008). Coerente com estes achados,
Medeiros e colaboradores demonstraram claramente que a supressdo genética da
NOS2 previne a infiltracdo celular e a formacdo de edema na pele apds o desafio
com TPA (MEDEIROS et al., 2009). Contudo, observamos que o tratamento com
inibidores seletivos para NOS2 e NOS1 (AG e 7-NlI, respectivamente) nas doses

utiizadas nao alterou o edema, sugerindo que desta forma, a NOS3 é
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provavelmente a enzima responsavel por produzir o NO envolvido na formacéo do
edema na orelha dos camundongos. Sendo que alguns dos papéis fisiologicos da
NOS3 incluem; relaxamento dos vasos dependente do endotélio ativado pela
guanilato ciclase, inibicdo da aderéncia de leucdcitos, diminuicdo da ativacao
plaguetaria e regula o ténus do musculo liso vascular, assim, controlando as
respostas vasodilatadoras (HE e YANG, 1996).

Os queratindcitos representam cerca de 90 a 95% das células da
epiderme e sdo formados de modo continuo na camada basal e submetidos a um
processo de diferenciacdo rigorosamente regulado em que se deslocam para a
superficie da pele, assim, tornando-se parte do epitélio cornificado. Este processo de
maturacdo dos queratindcitos consiste essencialmente do processo de
queratinizacdo, mas envolve uma série de eventos morfolégicos e metabodlicos os
quais levam a proliferacdo e diferenciacdo celular, seguido da perda dos nucleos
(CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004).

Os dados obtidos em nosso estudo mostram uma significativa reducdo na
espessura da epiderme nos animais tratados com inibidores da NOS (L-NAME, AG e
7-NI), e aumento na espessura da epiderme nos animais tratados com o doador de
NO (SNP). As modificacdes na espessura da epiderme séo visivelmente observadas
na prancha com exemplares representativos dos cortes histologicos examinados
(Figura 07). Estes resultados, sugerem fortemente que as duas isoformas de NOS
(NOS2 e NOS1), poderiam ser responsaveis pela hiperproliferacdo de queratinécitos
da epiderme induzida pelo NO.

A fim de confirmar as altera¢ces induzidas pelo NO na espessura da
epiderme, realizamos a imunomarcacao para antigenos nucleares de proliferacao

celular (PCNA), tornando possivel quantificar o numero de queratinOcitos em



Dorwisir 44

processo de proliferacdo na camada da epiderme. O numero de células em
proliferacdo na pele dos animais tratados com L-NAME e AG foi menor quando
comparado ao grupo que nao recebeu nenhum tratamento (controle), enquanto que
0 grupo tratado com SNP apresentou uma quantidade maior de células em processo
de proliferacdo. Todas as trés isoformas de NOS sdo expressas na pele de
camundongos. As isoformas neuronal e endotelial de NOS sédo dependentes de
calcio e produzem baixos niveis de NO, geralmente para realizacdo de funcbes de
homeostase do tecido, enquanto que a NOS2 gera niveis muito mais elevados de
NO de uma forma independente de calcio, e esta, tem sido considerada envolvida
em condic¢des inflamatoérias e patologicas (MCDONALD e MURAD, 1996; MICHEL e
FERON, 1997; ALDERTON et al., 2001). Em um estudo de Chun e colaboradores
(2004), a utilizacdo de AG reduziu parcialmente a expressédo da ciclooxigenase-2
(COX-2) induzida por uma unica dose da TPA, sugerindo que a expressao da COX-2
pode ser regulada pelo NO através da NOS2 na pele de camundongos (CHUN et al.,
2004). No presente estudo, os inibidores L-NAME e AG reduziram significativamente
o processo de hiperproliferacdo da epiderme in vivo, mostrando mais uma vez a
importancia da NOS2 neste processo pela via do TPA. Por outro lado, o inibidor
especifico para NOS1 (7-NI) ndo alterou o numero de células positivas para a
marcacao da proteina PCNA, embora tenha sido capaz de reduzir a espessura da
epiderme. E possivel que a dose de 7-NI utilizada ndo tenha sido suficiente para
causar uma reducdo detectavel nas células proliferativas imunomarcadas para
PCNA. Assim, o envolvimento da NOS1 na proliferacéo de queratinécitos precisa ser
melhor investigado.

Gniadecki (1998) descreveu a regulacédo da proliferacdo de queratindcitos

cCoOmo um processo extremamente complexo, que depende da disponibilidade de
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fatores de crescimento, grau de diferenciacéo celular, e fixacdo celular ao substrato.
Em condicbes normais, os fatores de crescimento da familia dos EGF e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-lI) parecem ser os mais importantes
estimuladores de crescimento, enquanto o TGF-( é fisiologicamente relevante na
inibicdo do crescimento. Em doencas de pele inflamatérias hiperplasicas, os
queratinécitos entram em um percurso proliferativo patologico. A IL-1 é
provavelmente quem inicia 0 processo patologico, mas a hiperproliferacdo
epidérmica € mantida por um excesso de fatores de crescimento (TGF-q,
anfiregulinas, IGF-I) e outras interleucinas (IL-4, IL-6, IL-8) (GNIADECKI, 1998).
Varios estudos tém demonstrado que o mecanismo farmacoldgico do NO
no processo hiperproliferativo de queratindcitos baseia-se na sua interagdo com o
NF-kB. No entanto, os dados observados dos efeitos do NO sobre o NF-kB sio
bastante controversos. De fato, o NO pode ativar a ligacdo do NF-kB ao DNA
ativando alguns tipos celulares, como neurdnios e células mesangiais (DIAZ-
CAZORLA et al., 1999; SIMPSON e MORRIS, 1999), enquanto ele pode também
exercer um efeito inibitério em outros, como macréfagos e células endoteliais
vasculares (PENG et al., 1995; DELATORRE et al., 1999). A aplicacéo tépica do
SNP na pele dorsal de camundongos causa ativacdo do NF-kB atraes da
degradacdo da subunidadekBa, enquanto que a aplicdo topica de pirrolidina
ditiocarbamato (PDTC), um conhecido inibidor do NF-kB, resulta em supres$io da
ativacdo do NF-kB induzida por TPA, causando uma reda na expressdo da
proteina COX-2 na pele de camundongos (SURH et al., 2001). Finalmente, Chun e
colaboradores (2004) descreveram que dois diferentes inibidores de NF-kB (PDTC e
TPCK) suprimiram a expressdo de COX-2 induzida pelo SNP na pele de

camundongos. Eles também confirmaram o efeito inibitério do SN50, um peptideo
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inibidor de permeabilidade celular para translocagdo do NF-kB, na expresdo d e
COX-2 em queratindcitos, sugerindo que o NO poderia induzir expressdo de COX-2
na pele de camundongos através da ativacdo do NF-kB.

O NF-kB € um fator de transcricdo que reside no citoplasma de todas as
células, e regula a expressao de quase 400 genes diferentes, que incluem enzimas
(por exemplo, a enzima COX-2, 5-lipoxigenase, e NOS2), citocinas (como o TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-8, e quimiocinas), moléculas de aderéncia, moléculas reguladoras do
ciclo celular, proteinas virais e fatores angiogénicos, sendo que a ativacao
constitutiva do NF-kB tem sido associada a uma ampla variedade decdeen
humanas (AHN e AGGARWAL, 2005). Recentemente, Medeiros e colegas (2009)
mostraram que camundongos nocaute para o gene NOS2 tém um efeito notavel
sobre a cascata inflamatéria, indicado pela diminuicdo da resposta edematogénica e
do numero de células inflamatérias infiltradas na orelha de camundongos em
resposta ao tratamento com TPA. Os efeitos inflamatorios mediados pela NOS2
parecem estar associados com a sua capacidade de estimular a ativacdo de quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e p38 MAPK, que por sua vez, controlam o0s
fatores transcricionais, principalmente elemento de ligacdo em resposta a AMPc
(CREB), c-Jun e NF-kB (MEDEIROS et al., 2009).

Leucdcitos sao células de defesa e sua principal funcéo € proteger nosso
corpo durante a inflamacdo. A avaliacdo da atividade enzimatica da MPO é
frequentemente utilizada como um indicativo da presenca de leucdcitos
polimorfonucleares (BRADLEY et al., 1982) e a atividade enzimatica da NAG como
indicativo da presenca de leucécitos mononucleares (SANCHEZ e MORENO, 1999).
Os efeitos do NO na migracao leucocitaria encontrados na literatura mostram-se

bastante controversos. Alguns estudos demonstraram que a inibicdo da sintese de
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NO leva a aumento na degranulacdo de mastécitos e liberacdo de histamina, o que
aumenta a permeabilidade microvascular e infiltracdo leucocitaria (MASINI et al.,
1991; GABOURY et al., 1996). Estes trabalhos confirmariam a resposta apresentada
pela AG, visto que sua presenca aumentou a atividade das enzimas MPO e NAG,
proporcionando maior infiltracdo leucocitaria no local da inflamacdo do modelo
cronico induzido pelo Oleo de croton na pele dos camundongos. Sugerindo desta
forma que a NOS2 também deve ser a fonte de NO que proporciona a infiltracdo de
células inflamatdérias no local.

Contudo, outro estudo relata que a atividade da NOS2 promove dilatacao
vascular aumentando fluxo de leucocitos em resposta a estimulos infecciosos
(CORRIVEAU et al., 1998). Ainda, outro autor relata que a baixa concentracdo de
NO induzida pela administracdo de L-NAME pode diminuir os niveis de citocinas e
fatores de crescimento como o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1),
levando a reducéo da diferenciacdo miofibroblastica e diminuicdo na contracdo da
ferida. Os baixos niveis de TGF-B1 tamBm podem contribuir para reduzir
recrutamento de células inflamatorias ao local da lesédo (AMADEU e COSTA, 2006).
Estes resultados estariam de acordo com os dados obtidos com os tratamentos com
SNP e 7-NI, onde o SNP promoveu um aumento ainda maior na quantidade de NO
na pele durante a inflamacéo cronica, causando maior migracdo de leucocitos
polimorfonucleares, enquanto a NOS1 estaria relacionada, com a migracdo de
células mononucleares durante o estado crénico da pele.

A psoriase é uma doenca inflamatéria da pele caracterizada por areas
localizadas apresentando intensa hiperproliferacao epidérmica (SCHON e RUZICKA,
2001). Apesar de a etiologia e patogénese da psoriase continuarem desconhecidas,

acreditasse que ocorra um desequilibrio na resposta imunes, contribuindo para o
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processo de doenca (SCHLAAK et al., 1994; BRUCH-GERHARZ et al., 1998). Os
meétodos convencionais para o tratamento da psoriase hoje incluem: a administracao
sistémica e topica de antiinflamatérios, antiproliferativos, imunossupressores e
agentes biologicos, bem como o uso de fototerapia. No entanto, estes tratamentos
promovem diversos efeitos colaterais importantes, seja o tratamento administrado
sistemicamente ou topicamente. Por exemplo: ciclosporina A tem sido relatado como
um eficaz tratamento da psoriase (MUELLER e HERRMANN, 1979; GRIFFITHS et
al., 1986), mas apresenta uma série de efeitos adversos, como doencas renais,
hipertensdo ou hiperplasia gengival (KIRBY e ROGERS, 2000; MARKHAM et al.,
2002; V'LCKOVA-LASKOSKA, 2005). Os glucocorticoides também sao
freqientemente usados no tratamento da psoriase, mas pode produzir efeitos
colaterais graves. Os tratamentos topicos com betametasona e clobetasol podem
induzir atrofia da pele, disfuncdo da permeabilidade de barreira, bem como um
aumento de infec¢des cutaneas (KOLBE et al., 2001; AHN et al., 2006; KRAGBALLE
et al., 2006; KUMARAN et al., 2006). Sao relatados danos hepaticos proveniente de
um longo periodo de administracdo sistematica do metotrexato (TILLING et al.,
2006). Além disso, o metotrexato causa diminuicdo da densidade 0ssea (MINAUR et
al., 2002).

A seqUéncia exata dos acontecimentos, bem como os mediadores
moleculares que levam a respostas de hiperproliferacdo na psoriase ainda sao
desconhecidos (KRISCHEL et al., 1998; FRANK et al., 2000). Contudo o NO tem
sido considerado como um forte candidato na patogénese da psoriase por ser um
potente regulador de crescimento e diferenciagdo de queratindcito, como ja
mencionado anteriormente (KOLB-BACHOFEN et al., 1994; BRUCH-GERHARZ et

al., 1996; SIRSJO et al., 1996). Desta forma, podemos sugerir que o NO produzido
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pela NOS na pele de camundongos, especialmente a isoforma induzivel (NOS2),
possui um papel regulatério no processo de hiperproliferacdo dos queratindcitos,
podendo assim as isoformas de NOS serem, provavelmente, um novo alvo para o

tratamento de doencas hiperproliferativas de pele.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que:
O NO tem participagcdo importante na formacdo do edema durante o

processo inflamatdério crénico na orelha de camundongos.

A inibicdo das enzimas NOS reduz significativamente o aumento na
espessura da epiderme de orelhas, enquanto, uma quantidade maior de NO

proporciona aumento da espessura epidérmica.

No modelo de inflamag&o crénica induzida pelo 6leo de croton, a INOS é
responsavel pela produgcdo de NO, participando do processo de

hiperproliferacdo epidermal observado no tecido imunomarcado para PCNA.

A inibicdo da enzima INOS promove aumento na migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares e mononucleados, enquanto a inibicdo da nNOS reduziu
a migracdo de mondcitos e a adicdo de NO exdgeno proporciona aumento

na migracao de leucocitos polimorfonucleares.
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