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RESUMO: O 6xido nitrico (NO) éum radical livre sintetizado endogenamente por vérias células do nosso organismo. Apresenta um
amplo espectro de a¢fes fisiolégicas, sendo as maisimportantes o seu mecanismo de agdo par acrino no relaxamento da musculatura
lisa, sua atividade neurotransmissora em varios sistemas e seu envolvimento no processo inflamatério. O NO é sintetizado em
diferentes tecidos através da conversao da L -arginina em L-citrulina pela agdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) . Objetivos:
Este estudo tem por objetivo demonstrar o envolvimento do 6xido nitrico no processo intestinal inflamatorio de ratos Wistar
submetidos a colite experimental com 4cido acéico. Material e métodos. Foram utilizados 20 ratos machos Wistar, com peso entre
250 e 350 gramas divididos em dois grupos de 10 animais. Os animais do grupo em estudo foram submetidos a administracdo
intracoldnica, por enema, de uma solucdo de acido acético diluido a 7% e com volume de 3 ml. O grupo controle recebeu apenas
enema de solucdo salina. Foram avaliados os indices histolégicos, a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase (iNOS) e a pressio
anal esfincteriana. Resultados: Os indices histoldgicos apr esentaram uma significativa elevagdo no grupo colite quando compar ados
ao grupo controle, tanto na avaliagdo macr oscopica quanto na microscopica. A expressdo da enzimaiNOS também foi significativa-
mente maior no grupo colite quando compar ada ao grupo controle. A pressdo anal esfincteriana foi significativamente mais baixa no
grupo colite na compar agéo ao grupo controle. Conclusdo: Os animais submetidos a colite experimental apresentam um aumento
da expressdo da enzima dxido nitrico sintase induzivel (i-NOS). Este aumento, associado ao consegliente aumento do nivel de 6xido
nitrico, ocasiona uma diminuicao dos niveis de pressdo anal esfincteriana.

Descritores: Oxido nitrico; colite; pressdo anal esfincteriana.

INTRODUCAO

O oOxido nitrico (NO) éum radical livre sinteti-
zado endogenamente por vérias células do nosso orga-
nismo einicialmente conhecido como fator relaxante do
endotélio (EDRF). Apresenta um amplo espectro de
acOes fisiol 6gicas sendo as mais importantes o seu me-
canismo de agdo paracrino no relaxamento damuscul a
turalisa, suaatividade neurotransmissoraem variossis-
temas e seu envolvimento no processo inflamatdrio 2.

O NO ésintetizado em diferentestecidos atra-
vés da conversdo da L-arginina em L-citrulina pela
acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS)3. Formas
congtitutivas (cNOS) assim como induzidas (iNOS)
foram descritas. As formas constitutivas da enzima
responsavel pelaproducgdo de éxido nitrico sdo a NNOS
(neuronal) eaeNOS (endotelial). A producéo de éxido
nitrico através das i soformas constitutivas de NOS séo
essenciais para a manutencédo de tecidos, integridade
vascular, neurotransmissao, motilidade intestinal ere-
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laxamento da musculatura ana esfincteriana’. No en-
tanto, é a forma induzivel (iNOS) que apresenta ex-
pressdo aumentada em manifestages da doenca in-
testinal inflamat6ria e especiamente no foco dainfla-
mac&o associada com ulceracdo e deplecdo de células
caliciformes® . Estudos demonstram que um aumento
do NO esta relacionado com um aumento ha expres-
s80 da iINOS? e isto contribui significativamente na
imunopatiagastrintestina durante eventos crénicosde
inflamag&o’. O papel exato do aumento da concentra-
¢do de Oxido nitrico nafisiopatologiadadoencaintes-
tinal inflamatéria ainda € motivo de muita discussao;
entretanto, indmeros estudos demonstraram um papel
benéfico destamol éculanesta situacio. E bem conheci-
da a acdo do Oxido nitrico diminuindo o recrutamento
leucocitério no endotélio atravésdasuaatividadeinibitd-
ria sobre as moléculas de adesdo. A diminuicéo dapro-
ducdo deIL-12 por macrofagostambém foi demonstra-
da em animais submetidos a colite experimental. Em
ambos os casos ha umaagéo direta do 6xido nitrico ini-
bindo o processo inflamatério. Jafoi demonstrado que
ratos modificados geneticamente para ndo produzirem
iNOS desenvolviam uma colite muito mais severa em
resposta ao acido acético do que os animais control es®®,
Este estudo tem por objetivo demonstrar o
envolvimento do éxido nitrico no processo intestinal in-
flamat6rio de ratos Wistar submetidos a colite experi-
mental com acido acético. As medidas de expressdo
da iNOS e da manometria ano-retal serdo os
parémetros utilizados paraavaliar a presencado Oxido
nitrico neste modelo experimental. A histologia sera
utilizada para demonstrar a presenca de colite.

MATERIAL EMETODOS

A realizac&o dos procedimentos com os ani-
mais deste trabal ho é de acordo com aguel es preconi-
zados pela Comissio de Pesquisa e Eticaem Satide do
Grupo de Pesguisa e Pés-Graduacdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) pela resolucéo
normativa 04/97 °.

1-Animais

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar divi-
didosem doisgrupos: colite (CL) econtrole (CO), com
peso entre 250 e 350 gramas, provenientes do Centro
de Reproducéo e Experimentacdo de Animais de La-
boratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Béasicas
da Saide da Universidade Federal do Rio Grande do
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Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos no Centro
de Experimentacéo Animal do HCPA durante o expe-
rimento, em ciclo de 12 horas claro/escuro e tempera-
tura entre 20 e 25°C. A &gua e aracdo foram adminis-
tradas ad libitum. A técnica escolhida para a inducéo
da colite foi uma adaptacdo daquelas descritas por
Yamadaet a. (1992) e Tannahill et a. (1995). Os ani-
mais foram submetidos a administracao intracol 6nica,
por enema, de uma solucdo de &cido acético diluido a
7% e com volume de 3 ml. Para a administracdo do
enemafoi utilizado um cateter plastico de 0,8mm de
didmetro com trés orificios distais paramelhor disper-
sd0 da substancia. O cateter foi introduzido a aproxi-
madamente 8 cm da margem anal, sendo retirado gra-
dualmente com ainstilagcdo do &cido acético. A morte
dos animaisfoi realizada apés as medidas de pressao,
com anestesiado animal mediante a administracdo de
uma misturade Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg e
Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal
intraperitonialmente para retirada do intestino grosso
distal (2,5cm). Apésfoi realizado o pneumotorax para
amorte do animal.

2 - Exame Anatomopatolégico e
Histopatol égico

Apdbsosacrificio, foi promovidaaretiradacom-
pletado intestino grosso. Estefoi aberto, limpo eenca-
minhado paraaandlise histolégicaque serealizou em
duas etapas.

MACROSCOPICA — Foi realizada anélise
macroscopicado intestino grosso |ogo apos o sacrificio
eaberturado mesmo. Osdanosamucosaforam avalia-
dos através de um escore que variade 0 a5, adaptado
de Morris et a*.

MICROSCOPICA — Uma vez fixado em
formol a10%, o materia foi enviado ao patologistapara
andlise microscopicaem hematoxilinaeeosina. O pro-
tocolo paraavaliacao histol 6gicada mucosa baseia-se
no I ndice Histol 6gico deAtividade Inflamatdriadescri-
to por Sandbornt?. Todas as |aminas foram lidas por
patol ogi stas experientes, sem conhecimento prévio das
caracteristicas de cada animal e com acesso somente
a0s seus proprios resultados.

3 - Medidas de Pressdo Anal Esfincteriana
Antes da morte, os animais foram levemente
anestesiados com Isoflurano® para a realizacdo das
medidas de pressdo anal esfincteriana. Utilizamos um
aparelho de manometria anorretal (Proctossystem-
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Viotti — SP) com cateter de baldo e medida em cm de
H20. Foram realizadas trés medidas subsequientes,
sendo realizadaa médiaentre ostrésvalores. (Read et
al, 1992) =,

4 - Preparacdo dos Extratos Citoplasméticos

Os extratos citoplasmaticos utilizados para a
expressdo da iNOS foram preparados por um
homogeneizado do intestino em um tampéo de lise
(NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20
mM; pH 8,0), ao qual se adicionaram inibidores de
proteases. O homogeneizado foi incubado durante 30
minutos a4 °C, sendo centrifugado durante 30 minutos
a13.000xg a4 °C, o sobrenadanteretirado em aiquotas
e armazenado a -80°C.

5 - Expressdo Protéica

A técnica utilizada para deteccéo da expres-
s80iNOSfoi ade Western blot, sendo utilizado o sis-
temadescrito por Laemmli (1970) paraael etroforese
eparao blotting atécnicadescritapor Towbin e cola-
boradores (Towbin et al, 1979). Foi selecionada uma
gquantidade de amostra equivalente a 75 g de prote-
ina; adicionou-seasolugdo (H20, trisHCI 0,5M,DTT
1% e azul de bromofenal), incubando durante 5 minu-
tos a 100 °C. Apds realizou-se a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 10% em tamp&o de eletroforese
(Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5 mM; pH 8,8).
Depois de separadas, as proteinas foram transferidas
paraumamembranade nitrocel ulose, afim de permi-
tir a sua exposi¢cdo aos anticorpos. Para realizar a
transferéncia, umavez extraido o gel, este foi equili-
brado num tampé&o de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina0,2 M e metanol 20%). A transferéncia se re-
alizou a 13 volts durante 25 minutos. Paracomprovar
que a transferéncia estava correta, introduziu-se a
membrana de nitrocel ulose numa solucédo de verme-
Iho Ponceau para visualizar as proteinas totais. A
membrana foi lavada em agitacdo durante 5 minutos
com PBS (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH,PO,, 8 mM
Na,HPO,, 2,7 mM KCI). Depoisfoi colocada duran-
te 30 minutos em solucéo de bloqueio (5% deleiteem
po desnatado em PBS-Tween 20 frio) a37°C. A
membrana de nitrocelulose foi entdo incubada
overnight a4° C com o anticorpo primério policlonal
especifico paraiNOS (130 kDa, BioMol®). Apés este
periodo, amesmafoi lavada 5 vezes com PBS-Tween
20. Posteriormente foi incubada durante uma hora e
meia com um anticorpo anti-imunoglobulina de coe-
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Iho unido aHRP(DAKOA/S, Glostrup, Dinamarca).
Transcorrido este tempo novamente foi lavada 5 ve-
zes em PBS-Tween 20. A deteccdo das proteinas foi
realizada por quimiluminescéncia utilizando um kit
comercial ECL (Amersham PharmaciaBiotech, Little
Chalfont, Gra-Bretanha), expondo a membrana du-
rante 2 minutos a esta mistura comercial. Posterior-
mente seintroduziu amembranaem um cassete junto
com o filme derevelagdo (Amersham Hyperfilm ECL,
UK) durante aproximadamente 2 minutos. Depois de
revelado, o filme foi secado e quantificadas as ban-
das por densitometria, utilizando o programa Scion
Image 4.02 para Windows (Scion Corporation,
Frederick, USA). Os resultados foram expressos em
unidades arbitrarias. A diluicdo utilizada para o
anticorpo daiNOS foi 1/1000 em leite a 1%.

6 - Estudo Estatistico

O teste utilizado paraandlise de variéncia dos
resultados foi de ANOVA para medidas repetidas dos
animais de um mesmo grupo e entre grupos diferentes,
a fim de podermos comparar as diferencas observa-
das em cada parémetro estudado seguido do teste
Student-Newman-K euls. Os resultados foram expres-
sos como média e desvio padrdo para cada um dos
grupos do experimento.

RESULTADOS

A avaliagdo histol 6gicademonstranasfiguras
1 e 2 a preservacdo da estrutura de todas as camadas
da parede do intestino grosso no grupo controle. Nas
figuras 3 e 4, observa-se importante destruicdo da
mucosacom edemade submucosg, infiltrado inflamato-
rio e destruicéo de vasos do grupo submetido a colite
experimental. A tabela 1 descreve os indices de avali-
acdo histolodgica macroscépica e microscopica em
ambos 0s grupos.

A pressdo anal esfincteriana esta significati-
vamente diminuidano grupo colite quando comparado
ao grupo controle. Na tabela 1 observa-se a variagéo
de presséo anal esfincterianaentre 0s dois grupos, com-
parando-os aos indices histol 6gicos.

Os vaores da expressdo daenzimaiNOS esta
significativamente aumentado no grupo colite quando
comparado ao grupo controle (Figura5). A importante
relacdo entre 0 aumento da expressdo desta enzima e
adiminuicdo dapressdo anal esfincterianaestademons-
trada na tabela 2.
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Figura 1 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do Figura 2 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
grupo controle. Epitélio glandular (EG), submucosa (SM) com grupo controle. Epitélio simplesglandular (EG), alamina prépria
vasos e as camadas musculares circulares elongitudinais (M), luz (LP), amuscular da mucosa (MM), submucosa (SM) com vasos e
intestinal (L) 40X. ascamadasmuscularescirculares (MC) elongitudinais (ML), 200X.

oy 3 = Figura 4 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do
Figura 3 - Fotomicrografia do intestino grosso de animais do grupo colite. Destruigéo das criptas (CP) com extenso edema de
grupo colite. Destruigéo das criptas (CP) com extenso edema de submucosa (E) einfiltrado inflamat6rio (IF), 100X.

submucosa (E) 100X.

sempre tem-se 0 nimero de paci entes necessarios para

DISCUSSAO um estudo ou os riscos oriundos da pesqui sa s80 muito

grandes, varios modelos experimentais de colite tém

Aslimitac6es no conhecimento daetiologiada sido desenvolvidos. Warren e Watkins™® descreveram
doencaintestinal inflamatéria, bem como ainexisténcia varios model os animai s de doengaintestinal inflamato-

de marcadores especificos da atividade da doenca di- ria, podendo ser classificados de acordo com as suas
ficulta as intervencOes terapéuticas que, desta manei- caracteristicas de apresentacéo (aguda ou cronica ),
ra, concentram-se principa mente no combate as con- pelamaneirade desenvol vimento (induzido ou espon-
sequiéncias daamplificacdo das cascatasinflamatorias taneo) ou ainda pelaformadeinducdo (toxica, infecci-
e as repercussdes sistémicas destas™. 0sa, imunomediada). Os dois modelos mais
A utilizagdo de model os experimentais é am- freqlientemente utilizados sdo a inducéo sob a forma
plamente aceita, pois amaioria das inflamagdesintes- deenemacom &cido acético e com &cido trinitri benzeno
tinais apresenta as mesmas caracteristicas clinicas, in- sulfurico (TNBS)6Y,
dependentemente do seu agente etiol 6gico. Os meca- A avaliagdo histol6gica do célon dos animais
nismos desencadeantes e reguladores do processo in- em estudo € um método altamente fidedigno e utilizado
flamat6rio na colite experimental ndo parecem diferir para identificagdo e quantificacdo da colite 518192021
daquel es encontrados em humanos. Umavez que nem Infiltrado celular inflamatério, destruic¢do daarquitetu-
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Tabela 1 - Média dos indices macro e microscopicos de colite e da manometria anal esfincteriana.

Grupos Experimentais

CcoO CO+G CL G+CL
Macroscopia o+ 0 o+ 0 3,7+0,2* 2,7+0,3
Microscopia o+ 0 o+ 0 3,0+0,1* 18+0,3*
Manometria(cm de H,0) 68+ 37 65+ 36 30 +41* 50 +2,8

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo da média (DP) de 5 animais em cada grupo.
* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

Tabela 2 - Expressdo da NO sintase induzivel (iNOS) ~ vem sendo usado para facilitar a comparagéo entre

e a avaliagdo da manometria anal esfincteriana. diferentes grupos de estudo. Em nosso estudo obser-
vou-se um nitido aumento dos escoresinflamatdriosno

Grupos Experimentais grupo colite, quando comparados com o grupo controle

co CL tanto nos indices macroscopicos (CL 3,75 X CO zero)
guanto nos micrascopicos (CL 4 X CO zero), demons-

INOS 022+0,01  049+0,03* trando, portanto, aevidénciahistol 6gicade colite.
Manometria (cmde H,0) 68 +37 30 +41* O 6xido nitrico exerce vériasimportantes fun-
Os resultados foram expressos como a média + desvio padr&o da ¢Oes antinflamatorias, tais como a regulacéo da ex-
média (DP) de 5 animais em cada grupo. pressdo de moléculas de adesdo, prevencdo da agre-
* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05). gacdo plaguetéria, estimulo asintese de GMPc einibi-
¢éo da lipoperoxidacdo. O seu potencial efeito na do-
co cL enca intestinal inflamatéria, entretanto, ainda suscita
T W 0D e discussdo. Baseados na literatura atual, é dificil con-
S 1 et cluir se 0 éxido nitrico participana progressao do pro-
cesso inflamatorio na colite ou se apresenta um efeito
06 benéfico, preservando amucosa e prevenindo o recru-

tamento de leucdcitos para o tecido col6nico 2224,
O presente trabalho confirma os achados de
trabalhos anteriores que demonstraram um aumento

5 03 daproducéo de éxido nitrico nacolite, quando compa-
0.2 = rado ao grupo controle. (CL 0,49U X CO 0,22U). O
0.1 método que utilizamos neste estudo foi a dosagem da

5 enzimaoxido nitrico sintaseinduzivel (iINOS) pelatéc-
co cL nicade Western Blot. Comojafoi citado anteriormen-

te, em situagbes de atividade inflamat6riao 6xido nitrico

Figura 5 - Expressdo da NO sintase induzivel (iNOS). A) Repre- g gintetizado através da agdo da iNOS convertendo a
sentacao da andlise por Western blot. B) Valores foram expressos L-argininaem L-citrulina e 6xido nitrico. O principal

pela média + desvio padréao da média (DP) de trés diferentes ob- . . . » . . , ,
servacges. sitio deformagéo eliberagdo daisoformainduzivel éo

- Diferencasignificativa entreo grupo CO e CL (p<0,05). macrofago onde a producdo € estimulada em resposta
ainfeccdo, endotoxina bacteriana e citogquinas como a
ra das criptas, deplecdo de células caliciformes, he- IL2eaTNF

morragia na submucosa, edema de parede e ulcera- As medidas de presséo esfincteriana através
¢Oes sdo a guns dos parémetros utilizados para o diag- de manometria ano-retal variaram significativamente

nostico e quantificacdo dacolite. Morrise Sandborn? entre os dois grupos. O grupo de animais com colite
desenvolveram um método que permite quantificar e apresentou niveis de pressdo esfincteriana significati-
classificar o grau de inflamagdo no célon micro e vamente inferiores ao grupo controle (CO 68cm H,0
macroscopicamente, respectivamente. Este método X CL 30cm H,0).
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Estudos recentes da musculatura lisa dos
esfincteres do trato gastrintestinal de ratos sugerem
gue o oOxido nitrico € um dos mediadores ou
neurotransmissoresinibitérios®%, Estasugestéo basaia
seprincipa mentenaagdo diretainibitriado 6xido nitrico
sobre amusculaturalisa. O esfincter anal interno é um
musculo liso que reconheci damente apresenta-se sob 0
controleinibitério do 6xido nitrico. Estudosdemonstram
aliberacdo de 6xido nitrico em resposta a estimulagéo
de neurbnios nao-adrenérgicos e ndo-colinérgicos
(NANC) do esfincter anal interno. Experimentos reali-
zados em ratos com estimulacdo dos neurénios NANC
e blogueio adrenérgico e colinérgico demonstraram um
relaxamento da musculatura esfincteriana, associado a
umamaior liberacdo de 6xido nitrico®.

Atualmente é bem aceito o conceito de que o
Oxido nitrico éformado eliberado por cdlulasendoteliais
e gue possui um importante efeito relaxante sobre a
muscul aturalisa dos vasos. Recentemente; porém, um
espectro maisampl o de acdo do Oxido nitrico vem sen-
do evidenciado no que se refere a musculatura lisa.
Observa-se um efeito de segundo mensageiro, media-
dor etambém de neurotransmissor inibitério responsa
vel pelo relaxamento damusculaturalisaintestina . Estas
evidéncias sdo suportadas pel o efeito relaxante obtido
com al-arginina, bloqueio do relaxamento pelo uso de

inibidoresda L-arginina (L-NNA) e pelo efeito direto
do éxido nitrico sobre a musculatura lisa vascular e
intestinal 2%,

A origem do 6xido nitrico que atua sobre a
musculatura anal esfincteriana ainda ndo é bem clara.
Entretanto, parecem existir algumas evidéncias de que
as células musculares lisas do intestino possam ser as
responsaveis pela sintese e liberag@o de Oxido nitrico
em resposta a neurotransmissao inibitéria. De acordo
com o que foi investigado, parte do processo de rela-
xamento da musculaturalisaintestinal em resposta ao
neurotransmissor V1P émediadapelaliberagdo de dxido
nitrico pelas proprias células damusculaturalisa. Esta
sugestéo éfortalecida pelo fato do VIP ocasionar rela-
xamento do musculo esfincter anal interno, ao mesmo
tempo em que ocorre um aumento de liberac&o de 6xi-
do nitrico. Além disso, este relaxamento do musculo
esfincter anal interno induzido pelo VIP é bloqueado
pela presenca de inibidores da NOS®3,

Assim sendo, podemos concluir que, baseados
nos resultados deste trabal ho, os animais submetidos a
colite experimental apresentam um aumento daexpres-
sd0 daenzimaoxido nitrico sintaseinduzive (i-NOS).
Este aumento, associado ao conseqliente aumento do
nivel de 6xido nitrico, ocasionaumadiminuicéo dosni-
veis de pressdo ana esfincteriana.

ABSTRACT: The nitric oxide (NO) is a free radical synthesized from some cells of our organism. It presents with an ample
specter of physiological actions being the most important its mechanism of action in the relaxation of the smooth musculature,
its neurotransmissor activity in some systems and its involvement in the inflammatory process. The NO is synthesized in
different tissues by the conversion of the L-arginine in L-citruline with the action of the enzyme nitric oxide sintase(NOS).
Objectives: the aim of this study is to demonstrate the involvement of nitric oxide in the inflammatory intestinal process of
Wistar rats submitted to experimental colitis with ascetic acid. Material and methods: 20 male Wistar rats had been used with
weight between 250 and 350 g divided in two groups of 10 animals. The animals of the group in study had been submitted to
intracolonic administration, by enema, of a solution with acid ascetic diluted to 7% - 3 ml. The control group received only enema
with saline solution. The histological scores, the expression of the enzyme nitric oxide sintase (iINOS) and the sphincteric anal
pressure had been evaluated. Results: The histological scoreshad presented a significant risein the group colitis when compared
with the control group in the macroscopic aswell asin the microscopical evaluation. The expression of the enzyme iNOS was also
significantly higher in the colitis group when compared to the control group. The sphincteric anal pressure was significantly
lower in the group colitis when compared to control group. Conclusion: The animals submitted to the experimental colitis
presented an increase of the iINOS expression. This increase, associated with the consequent increase in nitric oxide level,
causes a reduction of the sphincteric anal pressure levels.

Key words: Nitric oxide; colitis; anal sphincter pressure.
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