Capitulo 6

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Este trabalho teve como principais objectivos esclarecer as funcbes
desempenhadas pelos factores de transcricdo NF-xB e AP-1 na regulacdo da expressao
da NOS Il induzida pela IL-1, em condrdcitos articulares, e identificar mecanismos
celulares relevantes como mediadores destas respostas a IL-1.

Na primeira parte deste trabalho, caracterizdmos a expressao e actividade da
NOS Il em funcdo do tempo de incubacdo e da concentracdo de IL-1 (capitulo 3.1).
Pesquisdmos também a presenca da isoforma constitutiva, NOS |, em condrodcitos
articulares (capitulo 3.2). Nesta parte do trabalho, caracterizamos ainda a activagéo do
NF-kB (capitulo 3.3) e do AP-1 (capitulo 3.4) e identificamos a composi¢do dos dimeros
respectivos, activados em resposta a IL-1. Os resultados obtidos mostram que a IL-1
induz a transcricdo do gene da NOS Il, com o0 consequente aumento da actividade da
enzima, sendo estes efeitos dependentes da concentracdo e do tempo de incubacao das
células com a citocina. VerificAmos também que a NOS | é expressa de forma constitutiva
em condrdcitos articulares, sendo rapidamente degradada em resposta a estimulacéo
com IL-1. Verificamos ainda que a IL-1 activa os dois factores de transcricdo, NF-xB e
AP-1, com cinéticas diferentes. As proteinas RelA e p50, provavelmente arranjadas em
homo e heterodimeros, e as proteinas c-Fos, c-Jun e JunD, formando os heterodimeros
c-Fos:c-Jun e c-Fos:JunD, constituem, respectivamente, os dimeros NF-xB e AP-1
activados pela IL-1.

Na segunda parte do trabalho, abordamos alguns aspectos relacionados com os
mecanismos envolvidos na activacdo do NF-xB em resposta a IL-1, e estuddmos os
efeitos resultantes da inibicdo desses processos, na expressado da NOS Il. Os resultados
obtidos indicam que a producdo de ROS, em especial do radical anido superdxido

(capitulo 4.1), e a activacdo de cinases de residuos de tirosina (capitulo 4.2) séo
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processos indispenséaveis para a activagdo do NF-xB e para a expressdo da NOS Il em
resposta a IL-1.

Verificamos, também, que a inibicdo da actividade da p38“A¥

impediu a
expressao da NOS Il, sem interferir com a activacdo do NF-xB, designadamente com a
afinidade para o elemento kB (capitulo 4.2). Estes resultados indicam que a activacédo do
NF-xB induzida pela IL-1 em condrécitos articulares, é independente da actividade da
p38“APK N&o obstante, é possivel que esta enzima participe na inducdo da actividade
transcricional do NF-xB, depois deste ter sido libertado do complexo com o IxB e de se
ter deslocado para o nicleo e ligado ao elemento kB. De facto, é possivel que a p38"™«
seja necessaria para a activacdo de uma outra enzima, como a MSK1l ou a
MAPKAPK 2/3, que, por sua vez, promove a fosforilagdo do RelA, conferindo-lhe a
capacidade de activar a transcricdo dos genes alvo do NF-xB. Alternativamente, é
também possivel que, em condrécitos articulares, a p38Y"“ esteja envolvida numa
cascata de sinalizacao independente do NF-xB que leve a activacao de outro factor de
transcricdo, igualmente indispensavel para a expressao da NOS I, em resposta a IL-1.
Ainda no capitulo 4, verificdmos que o NO, adicionado as culturas de
condrécitos, inibe a sua prépria producdo, como resultado de impedir a degradag¢édo do
IkB-o e a consequente activacdo do NF-xkB e expressdo da NOS Il (capitulo 4.3). Estes
resultados, em conjunto com a capacidade da IL-1 para induzir a degradacédo da NOS |,
interrompendo, assim, a producdo constitutiva de NO (capitulo 3.2), estdo de acordo com
estudos realizados noutras células que indicam que o NO produzido pelas isoformas
“constitutivas”, NOS | e NOS lll, impede a activacdo do NF-xB (Kanno et al., 2000; Peng
et al., 1995; Togashi et al., 1997). Fisiologicamente, esta accdo do NO podera constituir
um mecanismo supressor que impeca a inducdo acidental e potencialmente perigosa do
NF-kB (Colasanti et al., 1995). De acordo com este mecanismo, a activagdo do NF-xB e
a expressao subsequente da NOS Il s6 podem ocorrer quando um estimulo adequado,
como a IL-1, leva a eliminacdo da producdo constitutiva de NO, quer por inibir a
actividade das isoformas constitutivas (Colasanti et al., 1999), quer por induzir a sua
degradacao (capitulo 3.2). Por outro lado, os resultados apresentados no capitulo 4.3
também sugerem que o NO produzido pela NOS Il sintetizada em resposta a IL-1,

podera, por um mecanismo de retroalimentacdo negativo, impedir a inducdo continuada
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do NF-xB e/ou a sua activagcdo em resposta a um segundo estimulo. Embora os
resultados apresentados apontem para a existéncia deste mecanismo de regulacdo da
activacdo do NF-kB e, consequentemente, da expressdo dos seus genes alvo, mais
estudos sdo necessarios para determinar a sua relevancia in vivo, especialmente em
condrdcitos artriticos.

No capitulo 4.4, verificamos que a diacereina e o seu metabolito activo, a reina,
impedem a degradacédo do IxB-o induzida pela IL-1, prevenindo, assim, a translocagéo
dos dimeros NF-kB para o nacleo e a expresséo subsequente de genes alvo deste factor
de transcricdo, nomeadamente da NOS II. A eficacia da diacereina e da reina como
inibidores do NF-kB e da producédo de NO pode explicar, a nivel molecular, algumas das
accOes destes dois farmacos observadas in vitro e in vivo. Além disso, considerando a
importancia do NF-kB e do NO na fisiopatologia das doencgas artriticas (vide capitulo 1.4),
os resultados apresentados no capitulo 4.4 também sugerem que, além dos efeitos
anti-osteoartriticos, a diacereina e a reina poderdo exercer efeitos igualmente benéficos
nas artrites inflamatorias.

Na terceira e dltima parte do trabalho, demonstramos que o NO, bem como o
H,0,, activam o AP-1, imitando a resposta induzida pela IL-1 que depende, em absoluto,
da capacidade da célula para produzir ROS e/ou NO (capitulo 5). O intervalo de tempo
gue decorre desde o inicio da producdo de H,O,, até comecar a sintese de NO, em
resposta a IL-1, sugere que, inicialmente, a activacdo do AP-1 é mediada pelo H,O,,
podendo, mais tarde, ser mantida pelo NO produzido pela NOS Il recém-sintetizada.
Deste modo, é possivel que o H,O, desencadeie a expressado de genes dependentes do
AP-1, sendo depois 0 NO necessério para assegurar a expressao prolongada desses
mesmos genes, como por exemplo a colagenase-1 e a colagenase-3 cuja sintese esta
muito aumentada nas doencas artriticas.

Ainda no mesmo capitulo, verificamos que o AP-1 ndo participa na expresséo da
NOS Il, pois a inibicdo da p42/44™¥ impediu a activacdo deste factor de transcricéo,
mas nao interferiu com a transcricdo e sintese da NOS Il (capitulo 5.2). De acordo com
esta observacgéo, a presenca de dimeros AP-1 activos na célula também ndo modificou a
resposta induzida pela IL-1, indicando que este factor de transcricdo ndo funciona como

repressor da expressao do gene da NOS Il (capitulo 5.2). Apesar de ndo participarem na
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regulacdo da expressdo da NOS Il, os dimeros AP-1, designadamente os heterodimeros
c-Fos:c-Jun e c-Fos:JunD, activados em resposta a IL-1, utilizando o H,O, e o NO como
mediadores, podem ser relevantes na inducdo de outros genes cujas proteinas também
desempenham papéis significativos na fisiopatologia das doengas artriticas. Assim, o
esclarecimento das fungbes especificas de cada um dos heterodimeros AP-1 activados
em resposta a IL-1, em condrécitos articulares, bem como o conhecimento dos
mecanismos que regulam a actividade e especificidade desses complexos, podera
permitir a identificacdo de mecanismos fisiopatolégicos que poderdo constituir novos
alvos terapéuticos, susceptiveis de manipulagéo farmacologica.

Em resumo, os resultados apresentados nos capitulos 3, 4 e 5 indicam que, em

condradcitos articulares bovinos:

0 NF-kB medeia a transcricdo do gene da NOS Il em resposta a IL-1, pois
todos os compostos que impediram a activacido deste factor de transcrigéo,

inibiram, nas mesmas condi¢des, a sintese do ARNm e da proteina da NOS II;

¢ 0 anido superoédxido e as PTK, possivelmente incluindo também a JAK2, sdo
indispensaveis para a activacdo do NF-xB e para a expressao subsequente da

NOS 11,

8YAPK & necesséaria para a expressdo da NOS Il, mas ndo para a

ea p3
activacdo do NF-kB. O mecanismo através do qual a p38“" participa na
expressao da NOS Il pode envolver a inducdo da actividade transcricional do
NF-xB ou a activacdo de outro factor de transcricdo igualmente essencial para

a transcricado do gene da NOS II;

¢0 NO impede a activacado do NF-xB e a expressdo da NOS Il em resposta a
IL-1. Por sua vez, esta citocina induz a degradacdo da NOS |. Estas
observagdes implicam o NO num mecanismo de auto-regulacdo que podera
impedir a activacdo acidental do NF-xB e poderd também contribuir para
restringir a inducdo continuada deste factor de transcricao e/ou a sua activacao

em resposta a um segundo estimulo;

=
~
[e2}



Discusséo Geral e Conclusdes

ea diacereina e a reina impedem a degradagcdo do IkB-a e,
consequentemente, a activacdo do NF-kB e a expressdo de genes que
dependem deste factor de transcricdo, em particular da NOS Il. Estas ac¢oes
dos dois farmacos constituem um mecanismo de accdo que pode explicar
muitos dos seus efeitos anti-osteoartriticos e que sugere igualmente a
possibilidade de exercerem efeitos anti-inflamatérios e condroprotectores

noutros tipos de doencas artriticas, designadamente nas artrites inflamatérias;

e as ROS, particularmente o H,O,, e 0 NO, provavelmente actuando de forma
sequencial, medeiam a activacdo do AP-1 induzida pela IL-1, mas este factor
de transcricdo ndo participa na expressdo da NOS Il, seja como indutor, seja

COMao supressor.

¢ O difenilenoiod6nio, um inibidor de enzimas que contém grupos flavondides,
impediu tanto a activacdo do NF-«xB, como do AP-1, em resposta a IL-1,
indicando que a inibicdo da producao celular de ROS é suficiente para impedir

a activacao destes dois factores de transcrigdo.

Em concluséo, os resultados apresentados identificam alguns mecanismos
celulares relevantes para a regulacédo da actividade do NF-xB e do AP-1 e da expresséo
da NOS I, induzidas pela IL-1 em condrécitos articulares. Tendo em conta o papel destes
dois factores de transcricdo na inducdo de genes cujas proteinas, incluindo a NOS I,
contribuem para a degradacdo da cartilagem e para a inflamacéo articular, € plausivel
que farmacos que impegam a activacdo de ambos, como acontece com o DPI ao inibir a
producdo celular de ROS e de NO, possam constituir uma estratégia terapéutica,
simultaneamente, anti-inflamatéria e condroprotectora.

Os resultados obtidos evidenciam, ainda, duas acg¢des opostas do NO: por um
lado, a sua capacidade para activar o AP-1 e, por outro, a sua eficacia como inibidor do
NF-xB. Esta dualidade de fun¢cdes do NO levanta algumas questdes quanto ao seu real
papel na fisiopatologia das doencas artriticas. Sera, de facto, o0 NO um mediador que
promove o desenvolvimento e progressao das doencas artriticas? Se € verdade que o
NO, ao activar o AP-1, pode contribuir para a expressdo de enzimas catabdlicas e de

guimiocinas que promovem a degradacdo da cartilagem e agravam a inflamacéo,
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também € possivel que, ao inibir o NF-kB, 0 NO impeca a expressao dessas mesmas
proteinas. Por exemplo, a expressdo da colagenase-1 (Vincenti et al., 1998), da
colagenase-3 (Mengshol et al., 2000), da gelatinase B (Eberhardt et al., 2000) e da IL-8
(Lakshminarayanan et al., 1998; Lee e Burckart, 1998; Pahl et al., 1999) requer tanto a
actividade do NF-xB, como do AP-1. Se fosse possivel dissociar estes dois efeitos do
NO, promovendo a sua accao inibitéria em relacdo ao NF-xB e suprimindo a sua
capacidade de activar o AP-1, talvez se pudessem restabelecer os mecanismos
fisiol6gicos de regulacéo e, eventualmente, o metabolismo normal do condrécito.
Conforme sugerido por Colasanti e Suzuki (2000), a viséo classica de que baixas
concentracdes de NO, produzido pelas isoformas constitutivas, estdo envolvidas em
processos fisioldgicos, enquanto concentracdes elevadas, resultantes da actividade da
NOS II, desempenham um papel em processos patolégicos, € claramente insuficiente
para explicar os mecanismos moleculares que regulam a sintese e as ac¢fes do NO.
Apesar do enorme interesse que tem despertado, o NO continua a levantar inimeras
guestdes, cujas respostas contribuirdo, certamente, para uma melhor compreensdo dos
processos fisiopatolégicos em que participa e, consequentemente, para o0
desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes que permitam modular e aproveitar da

melhor forma as suas multiplas capacidades.
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