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APRESENTACAO

A Biomedicina se caracteriza como uma profissdo que atua na area cientifica
da Biologia e da Medicina, principalmente desenvolvendo pesquisas relacionadas a
doencas humanas e elementos ambientais, capazes de contribuir para a melhoria na
area da saude. A biomedicina busca, através de anélises laboratoriais, compreender
as causas, consequéncias e sintomas de doencas que comprometem a saude da
populacdo e dessa forma, contribui para o desenvolvimento de mecanismos
para alcancar o diagnéstico e aprimorar os tratamentos.

O profissional biomédico é capaz de atuar em diversos campos, como:
analise ambiental, analise bromatoloégica, analises clinicas, biomedicina
estética, biologia molecular, biotecnologia, diagnéstico por imagem, hematologia,
imunologia, parasitologia, patologia, saude publica, genética e terapias génicas, além
de viabilizar terapias de inseminacao artificial, participando de todas as fases do
procedimento; auxiliar nas causas ambientais, analisando a presenca de
agentes quimicos ou biolégicos na natureza, detectando casos de
contaminacdo e poluicio do meio ambiente, dentre outras inUmeras
possibilidades e formas de atuacéo profissional.

Pensando em todas as possibilidades e atualizagdes que envolvem a abordagem
da Biomedicina, a editora Atena langca o0 e-book “NOVOS PARADIGMAS
DE ABORDAGEM NA BIOMEDICINA CONTEMPORANEA”, que traz 06 artigos
capazes de fundamentar e evidenciar a atuacéo do profissional biomédico nas suas
diversas areas de trabalho.

Convido-te a conhecer as diversas possibilidades que envolvem essa
profissao tédo abrangente.

Aproveite a leitura!
Claudiane Ayres
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RESUMO: Grande parte dos pacientes em tratamento de neoplasias por meio de
quimioterapia e/ou radioterapia desenvolvem processo inflamatério nas mucosas do
trato gastrointestinal. Varios sdo os mediadores da inflamacgé&o, assim como diversos
S80 0s meios para avaliar a progressao ou nao da inflamacéao, como o malondialdeido
(MDA), mieloperoxidase (MPQO), glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD),
catalase e nitrito como possiveis biomarcadores capazes de mensurar a inflamacao
e predizer sobre a eficacia de produtos e/ou métodos de terapéutica as novas drogas
gue tem se avaliado no tratamento nas doencas inflamatérias do TGl, em especial na
mucosite intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacgéao; Intestino; Estresso oxidativo; Antineoplésicos.

INFLAMMATORY MEDIATORS AND BIOCHEMICAL MARKERS IN INTESTINAL
MUCOSITIS

ABSTRACT: Most patients undergoing cancer treatment by chemotherapy and /
or radiotherapy develop an inflammatory process in the mucous membranes of the
gastrointestinal tract. Several are the mediators of inflammation, as well as several are
the means to evaluate the progression or not of inflammation, such as malondialdehyde
(MDA), myeloperoxidase (MPO), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD),
catalase and nitrite as possible biomarkers capable of measuring inflammation and
predicting the efficacy of products and / or methods of therapy for new drugs that
have been evaluated in the treatment of inflammatory diseases of GIT, especially in
mucositis.

KEYWORDS: Inflammation; Intestine; Oxidative stress; Antineoplastics.

11 INTRODUCAO

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso do antineoplasico, destacam-
se nausea, vOmitos, diarréia, mielossupresséo, cistite hemorragica e mucosite
(ELBELTAGY et al., 2012). A mucosite intestinal surge a partir de lesdes de células
basais no trato gastrointestinal devido a quimioterapia e/ou radioterapia, o que
resulta em danos na mucosa, reacéo inflamatéria intensa, e consequente ulceracéo
(MERCADANTE et al., 2015).

Estudos recentes indicaram que os mecanismos fundamentais envolvidos na
patogénese da mucosite sdo muito mais complexos do que somente danos direto ao
epitélio, sugere-se que tal condicao representa uma interacao sequencial de eventos
e passos que incluem geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas pro-
inflamatérias, mediadores de apoptose, acarretando, em ultima instancia, danos e
ruptura da barreira epitelial (PETERSON, 2005; D’HONDT et al., 2006; LALLA et al.,
2008; GUABIRABA et al., 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; VASCONCELOS et al.,
2016; CHEN et al., 2016).

No ambito cientifico, usualmente tem-se utilizado o malondialdeido (MDA),
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mieloperoxodase (MPO), glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase e
nitrito como possiveis biomarcadores capazes de mensurar a inflamacéo e predizer
sobre a eficacia de produtos e/ou métodos de terapéutica as novas drogas que tem se
avaliado no tratamento nas doencas inflamatoérias do TGl, em especial na mucosite.

Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo relacionar os principais
marcadores bioquimicas e mediadores inflamatérios e de estresse oxidativo avaliados
na mucosite intestinal através de uma reviséo de bibliografica.

2| METODOLOGIA

O presente trabalho consiste em uma reviséo bibliografica em torno dos principais
marcadores bioquimicos de inflamacao e estresse oxidativo em mucosite intestinal
experimental. Para a realizagdo do estudo, realizou a pesquisa de artigos cientificos
no periodo de janeiro a novembro de 2017 nas plataformas e sites de busca de
trabalhos cientificos: SciELO, PubMed, Google Scholar, com os termos “marcadores

L N {H o« LN 11 LN 14

bioquimicos”, “inflamacao”, “estresse oxidativo”, “mucosite”, “trato gastrintestinal”.

3| RESULTADOS

3.1 Mieloperoxidase (MPO)

A medida que o antineoplasico 5-FU apresentam citotoxicidade inespecifica
para células com alta taxa de replicacdo, o0 mesmo inibe a proliferacdo do cancer
e das células normais, como o revestimento de enterécitos no trato digestivo. Por
conseguinte, este processo acarreta inflamacédo aguda das mucosas, a mucosite,
caracterizada por ulceragao, encurtamento de vilos e diminuigéo da relagao vilo/cripta,
e infiltracao leucocitaria, em especial de neutréfilos (CARVALHO et al., 2017).

Os neutrofilos sdo globulos brancos altamente moéveis e de curta duragéo,
densamente preenchidos com granulos de secrecdao, que sao sintetizados na
medula éssea (MO). Os neutréfilos contém pelo menos quatro tipos diferentes de
granulos: granulos primarios, também chamados de grénulos azurofilicos; granulos
secundarios, conhecido também como granulos especificos; grénulos terciarios; e
vesiculas secretoras (Figura 01). Os granulos primarios sdo os principais locais de
armazenamento dos mediadores toxicos, denominados de armadilhas extracelulares
dos neutréfilos (NET), que incluem elastase, catepsinas, defensinas e mieloperoxidase
(MPO) (LACY, 2006; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

Expressa e secretada pelos neutrofilos, a MPO chega a constituir 5% da proteina
celular total do neutréfilo. Trata-se de uma enzima hemo-peroxidase altamente
catibnica de peso 144 kDa capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) como mecanismo de remocao de patdgenos. A partir da ativacéo de
neutrofilos, os granulos primarios contendo MPO podem se fundir com a membrana
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plasmatica para secretar o conteudo no meio extracelular (Figura 01). Durante a
explosao respiratoria, a MPO utiliza H202 para produzir em conjunto com halogenetos
(geralmente o CI") compostos oxidantes como o &cido hipocloroso (HCIO), que por sua
vez, reage com proteinas, acidos gordos insaturados e qualquer grupo oxidavel, e,
dessa maneira, induz mutagdes genéticas, alteracdo na sintese proteica e influencia
no caminhos de sinalizacdo. Desta maneira, os neutréfilos ao mesmo tempo, liberar
espécies reativas de oxigénio e citocinas pré-inflamatérias, além de recrutar leucécitos
adicionais para a regido da inflamacéo (MONTESEIRIN et al., 2001; KINDZELSKII et
al., 2006; LACY, 2006; RYMASZEWSKI et al., 2014). Para que ocorra a desgranulagcao
de neutréfilos e por conseguinte a liberacdao das NETs extracelularmente, uma ampla
gama de mediadores, como interleucina-8 (IL-8) e Lipopolisacarideo (LPS) bacteriano,
ativam os neutrdfilos através de receptores de membrana, como receptores tipo Toll
(TLRs) e citocinas inflamatoérias (LACY, 2006; JOHNSON et al., 2011).

) Crinulos primérios
Q Créanulos sccundarios

@ Grinulos terciarios

‘ Vesicula secretora
@ Ierleucina8 (11.8)
' Tipopolissacarideo (T.PS)
-~
® INFLAMACAO A Micloperoxidase

Figura 01: Liberagéo de mieloperoxidase pelos neutréfilos. Fonte: Autoria prépria. 1: Neutrofilo
em estado basal evidenciados os quatros de tipos de granulos presentes no interior da célula;
2: Ativacao dos neutréfilos por meio da ligacao de mediadores inflamatérios aos receptores
de membrana do neutréfilo; 3: translocacéo e adeséo dos granulos a membrana seguida
pela desgranulacao das armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NET) como exemplo a
mieloperoxidase (MPO); 4: Formacao das espécies reativas de oxigénio e compostos oxidantes
capazes de exacerbar o processo inflamatorio.

A atividade da enzima MPO, estritamente produzida por neutréfilos, permite
estimar o influxo celular na lamina prépria intestinal. Com isso, o MPO tem sido
utilizado como um marcador bioquimico de estresse oxidativo, inflamacao e infiltracéo
de granulocitos em varios tecidos, incluindo o trato gastrointestinal. A extenséo
do acumulo de neutréfilos na mucosa intestinal pode ser quantificada por meio da
avaliacao da atividade de MPO, que pode ser medida em sangue e tecidos por ensaios
espectrofotométricos utilizando peroxido de hidrogénio e dicloridrato de odianisidina
como substratos (LORIA et al., 2008; JUSTINO et al., 2014; KREMSEROVA et al.,
2016; CARVALHO et al., 2017).

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea Capitulo 3



3.2 Malondialdeido (MDA)

Nos locais da inflamacéo, a atividade em conjunto da ativacdo de neutréfilos
e fagocitose por macréfagos envolvem fendémenos de explosdes respiratorias e
desacoplamento da variedade de sistemas redox celular (VYAS et al., 2016). Aprodugao
de radicais livre denominados de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) e
do nitrogénio (ERN) pode ser observada durante o0 metabolismo humano em diversas
reacoes fisioldgicas, e o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que
consegue controlar tais reagdes. As EROs mais importantes envolvidas nos processos
patologicos séo hidroxila (OH"), superoxido (O27) e peroxido de hidrogénio (H,0,), e
entre as ERNs, o 6xido nitrico (NO"), nitritos (NO,"), nitratos (NO,") e peroxinitritos
(ONOQO") (GROTTO et al., 2009; ELIAS et al., 2010), devido a capacidade de lesionar
membranas dos eritrocitos, proteinas, DNA e danificando células e tecidos, outros
reagem apenas com os lipideos, produzindo peroxidacao lipidica. A degradacéao dos
lipideos de membrana e os produtos finais da peroxidacéo lipidica, como malondialdeido
(MDA) e outros aldeidos, sao especialmente danosos (ELIAS et al., 2010; HEBER,
2014).

A peroxidacao lipidica (PL), também denominada de lipoperoxidagéo, € uma
cadeia de reacOes mediada por radicais livres que, uma vez iniciada, desencadeando
a deterioracdo oxidativa dos lipidios poli-insaturados de membrana. O alvo de
espécies reativas € a ligacao covalentes carbono-carbono e carbono-hidrogénio dos
acidos graxos poli-insaturados, na qual, quando enfraquecida, permite a abstracao do
hidrogénio pelo radical livre com facilidade. Uma vez iniciado o processo (Figura 02), as
espécies reativas desencadeia uma série de reagdes oxidativas sucessivas que levam
a formacéo de hidroperdxido lipidico, tal composto é instavel e, sua fragmentacéao
resulta na formacao de aldeidos altamente reativos tdxicos, tal como N-(epsilon)-(2-
propenal) [malondialdeido (MDA)] (GROTTO et al., 2009; RAGHAVAN et al., 2012).

R~ CH=== CH — CH, — R Acido graxo poli-insaturado
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Captura do hidrogénio pelo radical livre

R—— CH mmmm CH — CH — R Hidroperoxido lipidico

o

OH

H—— CH—— CH,—— CH Malondialdeido
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Figura 02: Formacgao do malondialdeido pela peroxidacao lipidica. Fonte: Adaptado de
GROTTO et al., 2009.
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Considerado um dos produtos finais da PL, o MDA é um aldeido de baixo
peso molecular de trés carbonos e, atua como segundos mensageiros toxicos que
potencializam a lesdo e morte celular ja iniciada pelos radicais livres, além de promover
mutagdes e danos ao DNA (GROTTO et al., 2009; KULKARNI et al., 2011; RAGHAVAN
et al.,, 2012; VYAS et al., 2016). Por isso é, de longe, o indicador mais importante
biomarcador de peroxidacgéao lipidica (SULISTYOWATI et al., 2014; VYAS et al., 2016)
e, pode ser utilizada como marcador de lesdo da membrana celular. Nos ultimos 20
anos, a quantificacdo de MDA tem sido amplamente utilizada em estudos, que se
dao na maioria das vezes pela reacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) em amostras biologicas, através de ensaios de espectrofotometro ou
deteccao fluorescente (KHALILI; BILOKLYTSKA, 2008; GROTTO et al., 2009).

3.3 Glutationa Reduzida (GSH)

No tratamento do cancer por agentes quimioterapéuticos e radioterapias depende
em grande parte formacao de ROS e/ou RNS para destruir células malignas por
apoptose. No entanto, o desequilibrio entre a geracéo radicais livres e a capacidade
antioxidante representa um grave problema para a homeostase corporal, conhecido
como estresse oxidativo (ALDEMIR et al., 2015).

Para diminuir o estresse oxidativo e defender as células contra os efeitos
nocivos da ROS e/ou RNS, o corpo esta equipado com agentes antioxidantes,
coletivamente chamado de sistema de defesa antioxidante. Antioxidantes removem
os radicais livres, limitam os efeitos adversos dos ROS/RNS e inibem a oxidag&o por
meio da redox. O sistema de defesa antioxidante engloba mecanismos enzimaticos
e ndo-enzimaticos. Dentre os antioxidantes enzimaticos enddgenos, destacam-se o
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa-redutase
(GSH-Rd), catalase e superoxido redutases; ja entre os antioxidantes ndo-enzimaticos
enddgenos, os principais sao Tioredoxina, Melatonina e Glutationa reduzida (GSH)
(BHATTACHARYYA et al., 2014; KART et al., 2016).

Considerado o mais importante antioxidante nado enzimatico, a Glutationa,
€ encontrada das células eucaritticas, em geral na sua forma reduzida, GSH (y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina). Trata-se de tripeptideo tiol (sulfidrilo) e tem como precursor
0s aminoacidos cisteina, glicina e acido glutamico (glutamato). Embora expresso de
forma ubiqua, a biossintese da GSH ocorre, predominantemente, no figado e conta
com a agao consecutiva de duas enzimas (Figura 03). Na primeira reacéo, € formada
uma ligacdo peptidica entre os aminoacidos glutamato e cisteina, catalisada pela
enzima y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS), levando a y-L-glutamil-L-cisteina. Este
dipeptideo é entdo ligado a glicina pela acao da glutationa sintetase (GS). Em geral,
a atividade da y-GCS determina a taxa de sintese de glutationa, e a mesma sofre
regulacao pela GSH através de um feedback negativo, o que previne a producéo
excessiva de GSH ou o0 acumulo do intermediario y-glutamilcisteina (SIDO et al.,
1998; RAHMAN; MACNEE, 2000; HUBER; ALMEIDA, 2008; GAURAV et al., 2012;
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BHATTACHARYYA et al., 2014; CHENG et al., 2017).
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Figura 03: Sintese de GSH e ciclo catalitico. Fonte: Adaptado de HUBER; ALMEIDA, 2008.
1: y-L-glutamil-L-cisteina; 2: GSH; 3: GSSG. Glu: Glutamato; Cys: Cisteina; Gly: Glicina;
GS: Glutationa sintetase; GSH: Glutationa reduzida ou y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina; GPx:
Glutationa Peroxidase; GO: Glutationa oxidase; GR: Glutationa redutase; GSSG: Glutationa
dissulfeto.

Para o desenvolvimento da atividade protetora da glutationa expressa pela
reducao de espécies oxidantes, e consequente oxidagdao da GSH a glutationa dissulfeto
(GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através do ciclo catalitico, que se
da pela atividade de trés grupos de enzimas: a glutationa peroxidase (GSH-Px ou GPX),
a glutationa oxidase (GSH-O ou GO) e a glutationa redutase (GSH-Rd ou GR) que
formam o sistema de glutationa. As duas primeiras enzimas, GO e GSH-Px, catalisam
a oxidacao de GSH a GSSG e a ultima, GR, é responsavel pela regeneracdo de GSH,
a partir de GSSG, na presenca de NADPH. Sabe-se que a GSH-Px além de oxidar o
GSH, pode também reduzir hidroperéxidos, como H202 a H20 e hidroperéxidos de
lipideos (ROOH) para alcoois estaveis correspondentes (HUBER; ALMEIDA, 2008;
CHENG et al., 2017).

O estado redox intracelular (niveis GSH/GSSG) da célula é frequentemente
usado como um marcador da capacidade antioxidante das células. A manutencéo
de uma alta relacéo intracelular GSH/GSSG (> 90%) minimiza a acumulacéo de
dissulfetos e fornece um ambiente redutor dentro da célula. Por conseguinte, o sistema
redox GSH torna-se crucial para manutencao da homeostase intracelular e processos
fisiologicos celulares normais e, representa um dos mais importantes sistemas de
defesa antioxidante para as células epiteliais e inflamatérias. Em muitas doencas
inflamatoérias no trato gastrointestinal, o esgotamento dos niveis de GSH intracelular
ou aumento dos niveis de GSSG esta presente em concomitante com a indug¢ao de
mediadores inflamatorios e citocinas pro-inflamatérias (RAHMAN; MACNEE, 2000;
GAURAV et al., 2012; SCHMITT et al., 2015).

Para quantificacdo do GSH, ou seus precursores e metabdlitos, nas varias
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matrizes biolégicas, tem-se a disposicdo uma vasta coletdnea métodos analiticos,
que se dividem em cromatograficos e ndo cromatograficos. Dentre os métodos
nao-cromatograficos, podemos citar a espectrofotometria, espectrofluorimetria e
amperometria, que permitem a analise de GSH e derivados. Para determinacédo da
concentracao de glutationa, pelo ensaio espectrofotométrico, tem como base uma
reacado cinética de oxidacdo da GSH a GSSG, promovida pelo acido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzdico), ou simplesmente, DTNB, ou reagente de Elmann (HUBER; ALMEIDA,
2008).

3.4 Superoéxido dismutase (SOD)

Varios estudos demonstram a relevancia das enzimas antioxidantes na regulacéo
da inflamacao (KWON et al.,, 2012; KWON, 2016), dentre elas, cabe destaque a
Superoéxido Dismutase (SOD). As SOD sao enzimas que requerem cofatores de
ions metalicos como Cu, Zn, Mn, Ni, Fe para catalisar a dismutacdo de superéxido
(027) em O, e peroxido de hidrogénio (H,0,). Com base nisso existem pelo cinco
isoformas de SOD: enzima citosélica e nuclear contendo cobre e zinco (Cu-Zn-SOD
ou SOD-1), enzima mitocondrial contendo manganés (Mn-SOD ou SOD-2), enzima
extracelular contendo cobre e zinco (EC-SOD ou SOD-3), enzima contendo ferro (Fe-
SOD ou SOD-4) e enzima contendo niquel (Ni-SOD ou SOD-5). Além dos requisitos
de cofatores metélicos, as SOD apresentam diferencas na estrutura proteica e
compartimentacéo celular. Em relagdo a sua localizacéo, as enzimas SOD-1, SOD-2
e SOD-3 estéo presentes em humanos (Figura 04), ja a Fe-SOD esta presente em
bactérias e plantas, e a Ni-SOD estéa presente apenas nos procariotas. Cerca de 99 %
SOD-3 encontra-se na matriz extracelular e glicocalice de superficies celulares, onde
esta ancorada sulfato de heparina de proteoglicanos e, tem ampla destruicao no corpo
humano, em especial pulméo, vasos sanguineos, rins e coracdo (KWON et al., 2012;
BHATTACHARYYA et al., 2014).
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Figura 04: Distribuicéo celular das isoformas de SOD e Mecanismo de agéo. Fonte: Adaptado
de KWON et al., 2012 e QUERE et al., 2014. SOD: Superoxido dismutase; EROs: Espécies
reativas de oxigénio; ERNs: Espécies reativas de nitrogénio; NF-kB: Fator nuclear de
transcricdo Kappa B; CAT: Catalase; GPx: Glutationa Peroxidase; COX-2: Cicloxigenase 2;
iINOS: Oxido nitrico sintetase induzida.
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A posicao na célula explica a atividade e funcionalidade de cada uma das SOD,
apesar de todas possuirem a papel crucial na eliminacdo de anions superéxidos. A
localizagdo sub-celular distinta das isoformas de SOD podem ser particularmente
importantes para sinalizacdo redox nos mais variados compartimentados do corpo.
A SOD-3 devido suas altas concentragdes ao nivel no espaco intersticial dos tecidos
e fluidos extracelulares, a referida enzima apresenta grande atividade de SOD no
plasma, linfa e fluido sinovial. A dismutacdo do radical superoxido ao perdxido de
hidrogénio e oxigénio nos espacos intersticiais dos tecidos e em fluidos extracelulares
(LUBRANO et al., 2006; GAO et al., 2008). A SOD-2 por estar localizada no interior das
mitocOndrias, além de ter como principal fungdo a protecao das mitocéndrias do dano
de ROS, ela é uma das primeiras enzimas da cadeia a mediar a ROS gerado pela
redugéo parcial de O, (MURPHY et al., 2008; LI; ZHOU; 2011). ASOD-1 é uma enzima
chave na dismutacdo de superoxido radicais resultantes do metabolismo oxidativo
celular em perdxido de hidrogénio. Em contraste, a inibicdo da SOD-1 diminui essa
capacidade, resultando em inibicdo da resposta imune (MARIKOVSKY et al., 2003).

De modo geral, a SOD é definida como a primeira linha de defesa antioxidante
do corpo, conhecida como antioxidante primario. A SOD exibe um catalisador muito
alto taxa de reacgéo e esta constantemente se renovando, na qual o SOD converte o
superoxido extremamente reativo (O27) em perdxido de hidrogénio (H,0,) (figura 04),
que por sua vez, é convertido em H20 pela catalase ou glutationa peroxidases (GPx).
Ao dissolver 027, a SOD impede a liberacao de ions de ferro livres e, assim, a formacao
de ROS prejudiciais como OH™. Ao mesmo tempo, a SOD protege a sinalizagdo vascular
de NO7, impedindo sua reacao com O2" e a formacgao de peroxinitrito (ONOQO"), uma
espécie reativa de nitrogénio (ERNs) prejudicial (MAYBAUER et al., 2006; KWON et
al., 2012; QUERE et al., 2014). A SOD ainda apresenta mecanismo de ag¢ao contra a
inflamacéao, por meio da modulagéo da expresséo e distribuicao de fatores angiogénicos
e mediadores inflamatérios (NG-kB, COX-2 e iINOS) (YASUI; BABA, 2006; QUERE et
al., 2014).

3.5 Oxido nitrico (NO) e Nitrito

O 6xido nitrico (NO) € um mediador gasoso ubiquo capaz de difundir-se
rapidamente pelas membranas celulares e regular uma variedade de processos
fisiologicos e fisiopatologicos de natureza cardiovascular, inflamatorio e neuronal.
O NO, juntamente, com Sulfeto de Hidrogénio (H,S) e Mondxido de Carbono (CO),
compreende 0s gasotransmissores cujas propriedades fisio-farmacologicas tém
sido mais bem categorizadas e estudadas nas ultimas décadas (RANG et al., 2012;
KATZUNG, 2014).

O 6xido nitrico ou mono6xido de nitrogénio € umintermediario metabdlico sintetizado
durante a reacéo de oxidagao complexa do nitrogénio, a partir de L-Arginina, Oxigénio
(O,) e Cofatores em L-Citrulina, NO e agua (ARZUMANIAN et al., 2003; CHOKSHI et
al., 2008). Este processo é catalisado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e por
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fim, o NO reage ativamente com radicais O, e superdxido, tidis, metais de enzimas e
é oxidado para ions inativos de nitrato (NO,’) e nitrito (NO,) (Figura 05) (CORREA-
ARAGUNDE et al., 2013). Alguns cofatores participam na sintese de NO, como o
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH), nucleotideo de flavanina
adenina (FAD), calcio (Ca2+) e protoporfirina de ferro IX (heme). A NOS é expressa
em quase todas as células do corpo humano, contudo, a depender da localizagao e
expressao génica podem ser classificados em trés isoformas distintas: NOS endotelial
(eNOS ou NOS83), NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e NOS induzivel (iNOS ou NOS2).
Todas catalisam a mesma reacdo que culmina a sintese de NO a partir do substrato
L-arginina, oxigénio molecular e NADPH (GAUTAM; JAIN, 2007; BURGER; FENG,
2011; MATTILA; THOMAS, 2014; BATH et al., 2017).
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Figura 05: Metabolismo do 6xido nitrico: sintese, reagbes e inativacao do 6xido nitrico. Fonte:
Adaptado de KATZUNG, 2014. L-NMMA: N-Metilarginina; L-NAME: Ester metilico de N (w)
-nitro-L-arginina, ambos sao inibidores da enzima 6xido nitrico sintase (NOS); GTP: Guanosina
Trifosfato; GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; PKC: Proteina Quinase C.

A nNOS é encontrada primeiramente (e predominante) no tecido neuronal,
mas também nos trombdcitos, células beta do pancreas, musculo, pulmao, células
epiteliais do estdbmago, utero e células endoteliais de arteriolas aferentes e eferentes.
A outra forma constitutiva, eNOS, nao é restrita apenas células endoteliais vasculares,
fazendo-se presente também em midcitos cardiacos, osteoblastos e osteoclastos,
epitélio respiratério, e em pequenas quantidades nas plaquetas. E a iINOS esta
presente em uma ampla gama de células e tecidos, sofrendo grande estimulacao dos
macrofagos (razdo de também ser chamada NOS macrofagal), neutrofilos, células
de kupffer, fibroblastos, micréglia e células musculares lisas. Independente da célula,
essas trés isoformas estdo presentes no citoplasma, ja a outra NOS, denominada de
NOS mitocondrial (MtNOS) esta presente exclusivamente nas mitocondrias (GAUTAM,;
JAIN, 2007; RANG et al., 2012; BATH et al., 2017).

Com a sintese do NO pela acdo das NOS, este gas por sua vez, apresenta
alta difusibilidade em agua e lipidios, e € rapidamente absorvido pelas membranas




biolégicas. Além do mais, o NO apresenta um elétron ndo pareado em sua estrutura
quimica, o que o torna um radical livre muito reativo e, de meia-vida muita curta,
cerca de 5 segundos. In vivo, o NO é instavel capaz reagir com diversos metais,
tibis e espécies de oxigénio e, desse modo, modificar proteinas, DNA e lipideos,
estabelecendo basicamente duas vias principais: via GMPc-dependente (caminho
NO-sGC-GMPc) e a via independente do GMPc (BRYAN; GRISHAM, 2007; LEITAO et
al., 2011; FORSTERMANN; SESSA, 2012; RANG et al., 2012; CORREA-ARAGUNDE
et al., 2013; KATZUNG, 2014).

O NO reage muito rapidamente com anion superoxido (O,") para produzir anion
peroxinitrito (ONOO"), um forte agente oxidativo e nitrosativo, e é responsavel por
alguns de seus efeitos toxicos, como morte celular apoptética e necrética através
da peroxidacéo lipidica (ALLAIN et al., 2011; VANNINI et al., 2015). O heme possui
uma afinidade pelo NO mais de 10.000 vezes maior do que pelo oxigénio, razdo pela
qual o NO tem como principal alvo, o ferro do heme das metaloproteinas, a exemplo,
guanililciclase soluvel (sGC), uma enzima que contém grupo € heme e, ao se ligar
com NO, sofre ativagcdo enzimatica e acarreta em aumento dos niveis intracelulares de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que por sua vez culmina em relaxamento
do musculo liso e diminuicdo da agregacéo plaquetaria. O NO também reage com
tidis, compostos que contém o grupo SH, para formar nitrosotidis. Este processo
de modificacdo pds-traducional que proteinas detentoras de grupos tiol sofrem é
denominado de S-nitrosilacdo do residuo cisteina, e promovem perda de funcéo e
estabilidade da proteina em questdo. O NO ¢ inativado pela combinagao com o heme
e hemoproteinas, como hemoglobina e oxiemoglobina, que oxida NO em nitrato ou
nitrito. O NO também pode ser inativado pela reagcdo com oxigénio molecular (O2)
para formar dioxido de nitrogénio (BRYAN; GRISHAM, 2007; LEITAO et al., 2011;
FORSTERMANN; SESSA, 2012; RANG et al., 2012; CORREA-ARAGUNDE et al.,
2013; KATZUNG, 2014).

A rota metabdlica do NO é a oxidacdo gradual para nitrito e nitrato. Estes
metabdlitos do éxido nitrico sdo moléculas homeostaticas centrais na biologia do
NO. Devido ao vinculo intrinseco nitrito e NO, a detec¢ao e quantificagéo precisa do
nitrito em amostras biologicas tornou-se método confidvel para avaliagéo da atividade
da NOS, além da aquisicdo de informacdes sobre a origem do estimulo da sintese
da NOS e com isso compreender os efeitos do NO, usando pra isso o nitrito como
marcador indireto dos niveis de NO em sangue e tecidos. Das varias abordagens
e métodos analiticos disponiveis até agora para a quantificacao de nitrito e nitrato,
0os métodos baseados em cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrofotometria dentro de suas
vantagens e limitacdes, sdo os métodos de maior utilizagdo para este fim (YAO et al.,
2004; TSIKAS, 2004; BRYAN; GRISHAM, 2007; BELLAVIA et al., 2015).

Por meio da espectrofotometria, ensaios baseados nas alteragcdes de cor
causada pelo NO em solu¢cdes SULF/NEDD (sulfanilamida)/(cloridrato de N-(l-naftil)
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etilenodiamina), conhecido como reacéo de Griess, durante mais de um século vem
sendo utilizado para quantificar nitrito em uma variedade de situagbes (BELLAVIA et
al., 2015). O método é uma reacao de diazotacéo da sulfanilamida e uma condensacao
adicional da producao sal de diaz6nio com cloridrato de naftil-etilenodiamina, ou seja,
0 nitrito da amostra reage com a sulfanilamida (SULF) em meio acido, entdo um ion de
diaz6nio formado reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED), gerando
um cromoforo vermelho com uma forte absorbancia a 540 nm (YAO et al., 2004;
RAMOS et al., 2006; BRYAN; GRISHAM, 2007).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Com substratos e produtos distintos, e metodologias variadas de avalicdo de
sua concentracao nos sistemas biolégicos, os marcadores bioquimicos de inflamacao
e estresse oxidativo sao ferramentas bastantes utilizadas na préatica experimental
de ensaios que objetivam avaliacdo da intensidade da inflamacgdo, instauracao do
estresse oxidativo e por conseguinte grau de lesédo e comprometimento tecidual. Na
mucosite intestinal experimental, os marcadores bioquimicos descritos na reviséo
correspondem aos mais frequentemente avaliados e representados em estudos no
ambito cientifico, o que se deve em grande parte a sua representatividade do grau de
les&o tecidual.
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