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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

Estresse pode ser entendido como uma condi¢cdo em que a homeostase do
organismo € perturbada, envolvendo a participagdo de diferentes sistemas do
organismo, em resposta a agentes estressores, como infeccdes, fatores
climéticos, hiperpopulacgédo, exercicio fisico intenso, desnutri¢cdo, ruido, odor, entre
muitos outros (SELYE, 1978).

O estresse possui conotacdo negativa, embora seja um evento natural,
sendo um estimulo para alguns organismos ou uma ameaca para outros. A
crescente complexidade social também tem contribuido com o aparecimento de
tensdo psicologica e doencas relacionadas ao estresse, como depresséo,
ansiedade, panico, cancer, ulceras, entre outras (LEONARD & SONG, 1996).
Como fatores estressogénicos da vida moderna, temos a pressao da globalizacdo
e tecnologia, desemprego, competicdo profissional e maior carga horaria de
trabalho, relagBes interpessoais instaveis, preocupacao financeira persistente,
entre outros fatores mais impactantes, como morte, acidentes e doengas graves
(GERRA et al., 2003).

A Imunoneuroendocrinologia ou Psiconeuroimunologia tem estudado a
relacdo entre os sistemas imune, nervoso e enddécrino. PALERMO-NETO et al.
(2003) verificaram que estressores fisicos e psicolégicos atuam no comportamento
e na resposta imune de camundongos.

O estresse agudo estd mais relacionado a uma ameaca imediata ou
situacdo experienciada como perigo, a curto prazo. Apds o evento, que dura
minutos a horas, had uma resposta de relaxamento. DHABHAR (2002) sugere que
a resposta ao estresse agudo prepara 0s sistemas nervoso, cardiovascular,
muscular e neuroenddcrino para luta ou fuga, preparando também o sistema
imune para os desafios impostos pelo agente estressor. Por outro lado, o0 estresse
cronico, que dura dias, meses ou anos, pode levar a imunossupressdo. Hormonios

envolvidos na resposta ao estresse, como o0s glicocorticoides, podem inibir a



sintese de prostaglandinas e de citocinas, bem como a atividade macrofagica e
proliferacao de linfocitos (DHABHAR, 2002).

Agentes estressores podem induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (MAES et al., 1998). Muitos eventos inflamatorios sdo controlados
por citocinas ou por outros mediadores. Assim, sob estimulos estressogénicos, o
acido araquiddnico (AA) pode ser liberado por acdo direta da fosfolipase A2 sobre
os fosfolipidios de membrana, e, por cicloxigenagéo e lipoxigenacdo enziméaticas,
sao produzidos prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente.

Leucotrienos sdo mediadores lipidicos derivados dos metabdlitos do &cido
araquidonico, pela via da 5-lipoxigenase (5-LO), sendo potentes quimioatraentes
para neutrofilos e eosindfilos, e liberados apds ativacdo celular por patégenos ou
mediadores sollveis. Estes fatores produzem um distdrbio da membrana celular e
levam ao aumento de calcio intracelular, resultando na translocacéo de fosfolipase
A2 citosélica para as membranas nuclear e plasmatica. Este processo culmina na
liberacdo do AA dos fosfolipidios de membrana, originando, apo6s sua
metabolizacéo, prostaglandinas, tromboxanas, lipoxinas, acidos
hidroperoxieicosatetraendicos e leucotrienos, substancias chamadas
coletivamente de eicosandides (PETERS-GOLDEN & BROCK, 2001).

A literatura sugere um importante papel de leucotrienos na ativacao celular
e regulacdo da atividade microbicida de fagocitos, e consequentemente, na
protecdo do hospedeiro contra diferentes agentes infecciosos. Leucotrienos tém
importante funcdo no controle da replicagdo do virus da estomatite vesicular
(CHEN et al., 2001), nos mecanismos de defesa contra a infeccdo pelo
Histoplasma capsulatum (MEDEIROS et al, 2004) e na destruicdo do
Mycobacterium bovis por polimorfonucleares (COFFEY et al., 2004).

Além do papel imunomodulador de leucotrienos na sintese de citocinas e
quimiocinas, sabe-se que esses mediadores lipidicos contribuem para a producgao
de oOxido nitrico (NO), o qual é importante para o controle da replicagdo de
diferentes agentes infecciosos como fungos, bactérias e virus (DREW &
LEEUWENBURGH, 2002). TALVANI et al. (2002) descreveram que leucotrienos
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induzem producdo de NO por macrofagos peritoneais de animais infectados com
Trypanossoma cruzi de maneira dose e tempo dependente.

Estudos utilizando antagonistas, inibidores da sintese de leucotrienos,
sugerem importante papel imunomodulatério de leucotrienos na sintese de
diferentes mediadores nos processos infecciosos (PETERS-GOLDEN & COFFEY,
1998). Trabalhos recentes demonstraram que inibidores de ativacdo da 5-LO (MK
886) e antagonistas de leucotrienos bloqueiam a ativagdo de quinases associadas
ao receptor de leucotrienos, impedindo a fosforilacdo da fosfolipase A2 citosdlica e
a liberacdo de acido araquiddnico.

O MK 886 é um potente inibidor da sintese de leucotrienos, tanto in vivo
como in vitro, ndo tendo efeito em outras vias do acido araquiddnico. Sua acao se
da na translocacdo da 5-LO e bloqueio de sua subseqiiente ativacdo, evitando
assim a biossintese celular deste metabolito (ROUZER et al., 1990).

Considerando que o estresse modula a resposta imune e que leucotrienos
sdo produzidos durante o estresse, projetos devem avaliar esse mediador sobre
as alteragbes decorrentes da sindrome de adaptacdo ao estresse. Para tal, a
investigagdo do efeito do composto MK 886 durante o estresse levou ao
desenvolvimento desta dissertacéo, e o tema foi tratado em 2 capitulos.

O Capitulo 2, denominado “Efeito de um inibidor de leucotrienos sobre o
estado de ativacdo de macréfagos de animais estressados”, apresenta-se de
acordo com as normas para publicacdo na revista Physiology & Behavior.

O capitulo 3 apresenta as implicacdes decorrentes da realizacdo deste

trabalho.
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“Efeito de um inibidor de leucotrienos sobre o estado de ativacédo de

macréfagos de animais estressados”.

Resumo

O estresse compreende uma multiplicidade de eventos, envolvendo o
sistema imune e ativacdo do sistema nervoso autbnomo, bem como a ativagdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, com conseqiiente aumento de catecolaminas e
glicocorticoides, respectivamente. Além do papel imunomodulador dos
leucotrienos na sintese de citocinas, este mediador contribui para a producéo de
oxido nitrico (NO), o qual é importante no controle da replicacdo de fungos,
bactérias e virus. Estudos sobre a participacdo de leucotrienos e intermediarios
reativos do oxigénio contribuem para uma melhor compreenséo da resposta imune
durante o estresse. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agcdo de um inibidor de
leucotrienos (MK 886), in vivo e in vitro, sobre o estado de ativagdo de macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c submetidos a estresse por imobilizagéo,
determinando a producdo de intermediarios reativos do oxigénio (H.O.) e do
nitrogénio. Animais submetidos a estresse agudo ou crénico ndo apresentaram
alteracfes significativas na producdo de H,O, e NO. Entretanto, macréfagos de
animais submetidos a estresse agudo ou cronico e estimulados in vitro com MK
886 apresentaram inibicdo na geracdo de NO. Animais submetidos a estresse
cronico e tratados com MK 886 apresentaram elevacdo na geracdo de H,0O, e
inibicdo na producéo de NO. Nossos resultados sugerem um importante papel dos
leucotrienos quanto a sintese de NO, o qual é importante no controle da replicacdo
de agentes infecciosos, principalmente em animais estressados e

imunossuprimidos.

Palavras-chave: estresse, macréfagos, leucotrienos, peréxido de hidrogénio,
oxido nitrico, MK 886
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“Effect of a leukotrienes inhibitor on macrophages activation of

stressed mice”.

Summary

Stress comprises a great variety of events involving the immune system and
the central nervous system, providing evidence for autonomic pathways and
endocrine modulation of the immune response following stress exposure. Besides
the immunomodulatory role of leukotrienes in cytokines synthesis, this mediator
contributes for nitric oxide (NO) production, which is important to the control of
fungi, bacteria and virus replication. Studies regarding the involvement of
leukotrienes and oxygen (H»O,) and nitrogen intermediates contribute for a better
comprehension of the immune response during stress. The objectives of this
research were to evaluate peritoneal macrophages activation as well as to observe
the effect of a leukotrienes inhibitor (MK 886) in mice submitted to immobilization
stress. Mice submitted to acute or chronic stress showed no alterations in H,O»
and NO production. However, macrophages of acute or chronic stressed-mice and
stimulated in vitro with MK 886 showed NO inhibition. Chronically stressed-mice
treated with MK 886 showed an increase in H,O, generation and inhibited NO
production. Our data suggest an important role of leukotrienes with regards to NO
synthesis, which is important to control several infectious agents replication, mainly

in stressed and immunossupressed animals.

Key-words: stress, macrophages, leukotrienes, hydrogen peroxide, nitric oxide,
MK 886
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1. Introducéao

O estresse compreende uma multiplicidade de eventos, desencadeados por
um agente estressor, ativando uma resposta fisiolégica no organismo, conhecida
como reacao de luta ou fuga (DHABHAR, 2002). Dentre os agentes considerados
estressores, temos ruido, desnutricao, fatores climaticos, exercicio fisico intenso,
hiperpopulagéo, choque, entre muitos outros (KIOUKIA-FOUGIA et al., 2002).

A resposta ao estresse resulta em liberacdo de neurotransmissores,
citocinas e hormoénios, havendo alteracdes metabdlicas, enddcrinas e imunes
associadas ao eixo hipotadlamo-pituitéria-adrenal (HPA) e ao sistema nervoso
autdonomo (KIOUKIA-FOUGIA et al., 2002).

O estresse agudo apresenta efeitos imunoestimulantes, enquanto que o
cronico pode provocar imunossupressdo (MASTORAKOS & ILIAS, 2000).

Durante o estresse, a resposta imune celular é mais afetada, em relagéo a
imunidade humoral. Alguns autores tém demonstrado que o estresse pode afetar o
padrdo Thl/Th2 de resposta, direcionando-o mais para Th2, sob acdo de
glicocorticoides e catecolaminas (ELENKOV & CHROUSOS, 1999).

Agentes estressores podem induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (MAES et al., 1998). Muitos eventos inflamatorios sédo controlados
por citocinas ou por outros mediadores. Assim, o acido araquiddnico pode ser
liberado por agéo direta da fosfolipase A2 sobre os fosfolipidios de membrana, e,
por cicloxigenacao e lipoxigenagdo enziméaticas, sao produzidos prostaglandinas e
leucotrienos, respectivamente. Leucotrienos sdo mediadores lipidicos derivados
dos metabdlitos do acido araquiddnico, pela via da 5-lipoxigenase (5-LO), sendo
potentes quimioatraentes para neutrofilos e eosindfilos, e liberados apos ativagcédo
celular por patégenos ou mediadores sollGveis (PETERS-GOLDEN & BROCK,
2001). O MK 886 é um potente inibidor da sintese de leucotrienos, tanto in vivo
como in vitro, ndo tendo efeito em outras vias do acido araquiddnico. Sua acao se
da na translocacdo da 5-LO e bloqueio de sua subsequente ativacdo, evitando

assim a biossintese celular deste metabdlito (ROUZER et al., 1990).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos leucotrienos sobre o
estresse agudo e crbnico sobre a producdo de H,O, e NO por macréfagos
incubados ou ndo com MK 886 in vitro. Foi avaliado também o estado de ativagcédo
de macréfagos de camundongos submetidos a estresse cronico e tratados
diariamente com MK 886.

2. Material e Métodos

Este projeto esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal (COBEA) e foi aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal,
FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu.

2.1. Animais e inducéo do estresse

Foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica BALBI/c,
com peso médio de 15-20 g e aproximadamente 6 semanas de idade, mantidos no
Departamento de Microbiologia e Imunologia, IB, UNESP, Campus de Botucatu.

Para inducéo do estresse agudo, os animais foram submetidos a estresse
por imobilizacdo em tubo PVC (12 cm de comprimento e 3 cm de diametro, com
capacidade ~ 50 mL), aerado, por 2 horas (DHABHAR & McEWEN, 1999).

Para inducdo do estresse crbnico, os animais foram submetidos ao mesmo
protocolo, por 15, 30, 45, 60, 75, 90 e 120 minutos diariamente durante 7 dias
consecutivos. Este procedimento foi de facil manipulacdo e ndo provocou dor
fisica nos animais (DOMINGUEZ-GERPE & REY-MENDEZ, 2001).

2.2. Composto MK 886 — inibidor da sintese de leucotrienos

Composto MK 886 ou L-663,536 (3 [1-(4-clorobenil)-3-t-butil-tio-5-
isopropilindol-2-yl]-2,2-acidodimetilpropandico), doado pela Merck Frosst, Canada
Inc, foi diluido segundo instru¢des do fabricante, em 100 uL de etanol absoluto e
acrescido de agua, de modo a se obter a solucdo de tratamento (MEDEIROS et
al., 2004).
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2.3. Ensaios in vitro e in vivo com MK 886

Nos ensaios in vitro, camundongos foram submetidos a estresse agudo ou
cronico (n = 8) e, apls inducdo do estresse, macréfagos peritoneais foram
incubados por 24 h com MK 886, nas seguintes concentracdes: 1 e 10 uM
(MANCUSO et al., 1998).

Para avaliacdo do efeito in vivo do MK 886 durante o estresse cronico, 0s
animais foram divididos em 4 grupos (G1, G2, G3 e G4), de 8 animais. O grupo G1
foi considerado controle, e foi tratado com 0,5 mL de solugéo fisiologica (NacCl
0,9%). G2 foi submetido a estresse por imobilizacao, sendo tratado também com
0,5 mL de solucéo fisiologica. G3 foi tratado diariamente com o composto MK 886
— inibidor da sintese de leucotrienos (5 mg/kg em 0,5 mL), por via oral
(MEDEIROS et al., 2004). O grupo G4 foi submetido a estresse e tratado com MK
886, momentos antes da inducdo do estresse, seguindo 0 mesmo protocolo.
Durante o estresse, 0os grupos ficaram sem agua e racdo. Apos 24 h dos

respectivos tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

2.4. Obtencado de macrofagos peritoneais

Os animais foram colocados em camara asséptica de fluxo laminar e
fixados em decubito dorsal, em suporte de dissec¢do. A parede abdominal foi
exposta, rebatendo-se a pele da regido.

Macréfagos peritoneais de camundongos foram obtidos apés a injecéo de 3
a 5 mL de PBS gelado na cavidade abdominal. Ap6s massagear o abdomen
levemente por 30 segundos, o liquido peritoneal foi coletado e colocado em tubo
plastico Falcon. Este procedimento foi repetido 3 a 4 vezes e, em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 1500 rpm, por 10 minutos. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio completo para cultura de células (meio RPMI
1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 20 mM
de HEPES), e a suspensdo celular ajustada para 2x10° células/mL. 100 pL destas
suspensfes foram distribuidos em placas de microcultura, com posterior

incubagdo a 37° C em tensdo de 5% de CO,. Apés 2 horas, as células nédo-
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aderentes foram removidas, e o0s macrofagos aderidos foram incubados

novamente, a 37°C por 24 h.

2.5. Avaliacdo do estado de ativacdo de macréfagos

2.5.1. Determinacdo da producdo de reativos intermediarios do oxigénio

(H202)

A producdo de H,O, por macréfagos foi determinada atraves da
microtécnica de oxidagdo do vermelho fenol (PICK & MIZEL, 1981).

Os sobrenadantes das culturas foram coletados para a determinacdo da
producéo de éxido nitrico e as células utilizadas para a determinacéo de H,O,. As
células foram ressuspensas ao volume original em solucdo de vermelho fenol,
contendo 140 mM de NaCl; 10 mM de tampéo fosfato de potassio pH 7,0; 5,5 mM
de dextrose de raiz forte tipo Il (0,01 mg/ml). A reacéo foi interrompida apés 1
hora, pela adicdo de 10 uL de NaOH 1N. As amostras foram efetuadas em
triplicatas.

A absorbancia foi determinada em microleitor de ELISA automético, com
filtro de 620 nm, sendo o branco constituido de solu¢cdo de vermelho fenol e
NaOH. Os resultados foram expressos em nmoles de H,0./ 2x10° células, a partir
da curva padrdo estabelecida em cada ensaio, constituida de concentracfes

molares conhecidas de H,O, em tampéao vermelho fenol.

2.5.2. Determinacédo da producdo de intermediarios reativos do nitrogénio

(NO)

O oxido nitrico decompde-se, em meio de cultura, em nitritos (NO;) e
nitratos (NO3"). A producdo de NO, por macréfagos foi determinada por método
colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (GREEN et al., 1981), combinando
100 puL do sobrenadante da amostra teste com 100 uL do reagente de Griess

(Need 0,1% e sulfanilamida 1% em H3PO, 5%), por 10 minutos a temperatura
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ambiente. As amostras foram lidas em leitor de ELISA, em 540 nm. Os resultados
foram expressos em pmoles de NO / 2x10° células, comparando-se a densidade

Optica com a curva padrao de NO3, realizada junto com o experimento.

2.6. Avaliacdo dos niveis séricos de glicose e corticosterona

Antes do sacrificio dos animais, o sangue foi coletado do plexo retro-orbital
e, para avaliacdo de indicadores do estabelecimento do estresse, o soro foi
utiizado imediatamente para determinacdo da concentracdo de glicose
(Accutrend®). O soro foi congelado a —20° C e a corticosterona foi determinada

por radioimunoensaio, utilizando kits comerciais (Coat-A-count®).

2.7. Anédlise estatistica

Os procedimentos estatisticos foram realizados com o auxilio do software
Graph Pad, San Diego, CA, USA (GODFREY, 1985). Diferencas significativas
entre os diversos tratamentos foram determinados por Andlise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste de comparagfes multiplas pelo método de Tukey-
Kramer, com o célculo da diferenca minima significativa para o = 0,05. Para
analise da concentracdo de glicose e corticosterona, foi utilizado o teste t de
Student.
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3. Resultados e discussao

Considerando que a glicemia tem sido utilizada como indicador de
estresse (KIOUKIA-FOUGIA et al.,, 2002), a concentragdo sérica de glicose foi
determinada apods inducdo do estresse crénico. Conforme observado na figura 1,
animais estressados apresentaram valores glicémicos superiores ao grupo
controle, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa.
Trabalhos experimentais de KIOUKIA-FOUGIA et al. (2002) também nao
evidenciaram aumento na glicemia de animais submetidos a trés modelos
diferentes de estresse. Este fato pode ser explicado em virtude de o nivel de
glicose aumentar rapidamente apos o estresse agudo, e nem sempre manter-se
elevado apoés longo periodo de inducéo de estresse.

A ativacdo do eixo HPA tem um papel importante nas respostas
comportamentais e imunolégicas observadas normalmente durante o estresse.
Entretanto, ndo houve diferenga quanto a concentracdo sérica de corticosterona
em animais estressados, embora tenha sido mais elevada em relacdo ao controle
(p>0,05) (figura 1). AZPIROZ et al. (1999) também nao encontraram diferencas
quanto a concentracdo de corticosterona em camundongos estressados
cronicamente, sugerindo uma resposta adaptativa do eixo HPA na presenca

prolongada de altas concentracfes de glicocorticoides.
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Figura 1. Concentracdo sérica de glicose (mg/dL) e corticosterona (ng/mL) de
camundongos submetidos a estresse cronico. Resultados representam
a média + desvio-padrao de 8 animais.
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A producéo de intermediarios reativos do oxigénio estéa relacionada com a
atividade microbicida de macréfagos, estando sob controle da oxidase do
fagocito (phox) — um complexo proteico de multi-subunidades associado a
membrana do fagossoma (RIBER & LIND, 1999).

Um outro importante mecanismo microbicida de macréfagos € a produgéo
de intermediérios reativos do nitrogénio. O 6xido nitrico é derivado da L-arginina e
sintetizado por acdo da enzima NO sintase. O NO € responsavel pela inibicdo da
sintese de DNA e da respiracdo mitocondrial em varios tipos celulares, sendo
também capaz de inibir o transporte ativo ha membrana de fungos e bactérias
(MACFARLANE et al., 1999).

Observamos que ndo houve diferencas significativas quanto a producéo de
H,0O, por animais submetidos a estresse agudo em relacdo ao controle (figura 2A).
Por outro lado, niveis mais elevados na producdo de NO foram detectados em
animais submetidos a estresse agudo, embora este aumento nao tenha sido
estatisticamente significativo (figura 2B).

Observamos que nao houve efeito do MK 886 in vitro sobre a producgéo de
H,O, por macrofagos peritoneais de camundongos submetidos a estresse agudo.
Entretanto, observou-se inibicdo na producdo de NO quando essas células foram
incubadas na presenca deste composto (10 uM) (figura 2B).

Estes resultados demonstram o envolvimento dos leucotrienos sobre o

estado de ativacdo de macréfagos, em animais submetidos a estresse.
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Figura 2. Producdo de H,O., (nmoles/2x10° células) (A) e NO (umoles/2x10°
células) (B) por macrofagos peritoneais de camundongos submetidos
a estresse agudo e incubados com MK 886 (1 e 10 uM): ensaios in
vitro. Resultados representam a média * desvio padrdo de 8 animais.
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Tem sido relatado que o estresse agudo apresenta efeito imunoestimulante,
enquanto que o cronico pode provocar imunossupressdao (DHABHAR & McEWEN,
1999; MASTORAKOS & ILIAS, 2000). Assim, investigamos o efeito do estresse
induzido por imobilizacdo durante 7 dias consecutivos.

Observamos que os animais submetidos a estresse crénico apresentaram
elevacdo na producdo de H,O, em relacdo ao controle, de maneira nao
significativa. Quando os camundongos foram tratados diariamente com MK 886,
houve aumento significativo na produgéao de H,O, (p<0,05). Animais submetidos a
estresse e tratados concomitantemente com MK 886 apresentaram
potencializacdo na producao de H,O; (figura 3A).

Com relacdo a geracdo de NO por macréfagos peritoneais de
camundongos, ndo houve alteracdo na producdo deste metabolito entre os grupos
controle e estressados. Por outro lado, animais tratados somente com MK 886
apresentaram inibicdo na producédo de NO. Da mesma forma, animais estressados
e tratados por 7 dias consecutivos com MK 886 também apresentaram diminui¢éo

na geracao deste intermediario reativo do nitrogénio (figura 3B).

26



nmoles de H,0,/2x10° células

pmoles de NO/2x10° células

Figura 3.

0,7

0,6

0,4 -

0,3 T

0,2 4

CONTROLE ESTRESSE MK ESTRESSE+MK

20 ~

15

10

CONTROLE ESTRESSE MK ESTRESSE+MK

Producdo de H,O, (nmoles/2x10° células) (A) e NO (umoles/2x10°
células) (B) por macréfagos peritoneais de camundongos submetidos a
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Animais submetidos a estresse crénico ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a producdo de H,O, (figura 4A). Por outro lado, houve
inibicdo significativa quanto a producdo de NO por macrofagos peritoneais de
camundongos estressados ou nado cronicamente (figura 4B). MK 886 nao
apresentou efeito in vitro sobre a producdo de NO no grupo controle. Trabalhos
recentes descreveram que a auséncia de leucotrienos pode modular a sintese de
NO, uma vez que este metabdlito do acido araquiddnico contribui para a produgéo
de oOxido nitrico, controlando a replicacdo de diferentes microrganismos como
fungos, bactérias e virus (DREW & LEEUWENBURGH, 2002).

Podemos também observar que, no grupo estressado, as células incubadas
in vitro com MK 886 nas concentracdes 1 e 10 uM apresentaram niveis mais
baixos na producédo deste metabdlito em relagdo ao grupo controle, porém similar
ao controle do grupo estressado (figura 4B).

Tem sido sugerido que o MK 886 diminui a producdo de NO (CHEN et al.,
2001). Nossos resultados concordam com a afirmagéo destes autores, visto que
houve inibicdo na producdo de NO em nossos ensaios quando utilizamos MK 886
tanto in vitro como in vivo.

Leucotrienos induzem producao de NO, o qual é um potente mecanismo de
destruicdo de varios patégenos intracelulares. Considerando que o MK 886 inibiu
a producao de NO tanto in vitro como in vivo, pode-se sugerir que esta droga inibiu
a acao dos leucotrienos, que deveriam estar em concentracao elevada, em virtude
da acéo de citocinas pro-inflamatoérias geradas durante o estresse.

Nossos resultados sugerem um importante papel dos leucotrienos quanto a
sintese de oxido nitrico, o qual é importante no controle da replicacdo de agentes

infecciosos, principalmente em animais estressados e imunossuprimidos.
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Figura 4. Producdo de H,O, (nmoles/2x10° células) (A) e NO (umoles/2x10°
células) (B) por macréfagos peritoneais de camundongos submetidos a
estresse cronico e incubados com MK 886 (1 e 10 uM): ensaios in vitro.
Resultados representam a média + desvio padréo de 8 animais.
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CAPITULO 3
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IMPLICACOES

A relacdo estresse-imunidade tem sido amplamente investigada por varios
pesquisadores.

A importancia do presente trabalho reside no fato de que o estudo do papel
de leucotrienos sobre o estado de ativacdo de macrofagos de animais estressados
poderia fornecer elementos para uma melhor compreenséo da relagdo estresse-
imunidade, e abrir perspectivas para futuras investigagoes.

Leucotrienos induzem producéo de NO, o qual € um potente mecanismo de
destruicdo de varios patdgenos intracelulares. Considerando que o MK 886 inibiu
a producdo de NO tanto in vitro como in vivo, nossos resultados sugerem um
importante papel dos leucotrienos quanto a sintese de NO, o qual é importante no
controle da replicacdo de agentes infecciosos, principalmente em animais

estressados e imunossuprimidos.
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