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Effects of nitric oxide in 
mucociliary transport

 Resumo / Summary

As vias aéreas, constituídas por epitélio ciliado e secretor 
de muco, promovem ao trato respiratório mecanismo de de-
fesa que livra esta superfície das partículas inaladas durante 
a respiração. É de fundamental importância o entendimento 
da fisiologia e dos mecanismos envolvidos com a atividade 
mucociliar. A literatura sugere que o NO, em especial o pro-
duzido pela expressão da iNOS, mantém a função mucociliar 
e a defesa imune da cavidade nasal. Objetivo: Avaliar o en-
volvimento do NO e das vias enzimáticas da produção do NO 
no transporte mucociliar, utilizando inibidores da NO sintase 
constitutiva e indutiva, L-NAME e aminoguanidina, respecti-
vamente. Materiais e Métodos: Preparações de palatos de rã 
foram imersos em soluções de ringer (controle), L-NAME ou 
aminoguanidina. Os palatos foram imersos nestas soluções 
por quatro períodos de 15 minutos. Medidas da velocidade 
do transporte mucociliar foram feitas antes e após cada ex-
posição. Resultados: Palatos controles mantiveram estável 
a velocidade do transporte. O L-NAME aumentou, enquanto 
a aminoguanidina reduziu a velocidade de transporte do 
muco. Conclusão: O bloqueio inespecífico da cNOS com 
L-NAME e bloqueio relativamente específico da iNOS com 
aminoguanidina permitiu propor que dependendo da via o 
NO pode aumentar ou diminuir o transporte mucociliar em 
palatos de rã.
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The airways are made up of ciliated epithelium which 
secretes mucous, protecting the respiratory tract from 
particles inhaled during breathing. Its is paramount to 
understand the physiology and the mechanisms involved 
in mucociliary activity. Literature suggests that Nitric oxide 
(NO), especially the one produced by iNOS expression, 
maintains the mucociliary function and the immune defense 
of the nasal cavity. Aim: to assess NO participation and the 
enzymatic pathways in the production of NO and mucociliary 
transport, using constructive and inductive NO synthetase 
inhibitors, L-NAME and aminoguanidine, respectively. 
Materials and methods: frog palates were prepared and 
immerse in ringer (control), L-NAME or aminoguanidine 
solutions. The palates were immerse in these solutions for 
four periods of 15 minutes. Mucociliary transport measures 
were carried out before and after each exposure. Results: 
control palates maintained stable their transportation speed. 
L-NAME increased, while aminoguanidine reduced mucous 
transportation velocity. Conclusion: unspecific cNOS 
block with L-NAME and relatively specific iNOS block with 
aminoguanidine results leads us to propose that depending 
on the pathway, the NO can increase or reduce mucociliary 
transport in frog palates. 

Palavras-chave: depuração mucociliar, inibidores enzimáticos, 
mucosa respiratória.

Keywords: mucociliary clearance, enzyme inhibitors, 
respiratory mucosa.
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INTRODUÇÃO

O sistema respiratório é a região interna do corpo 
que em primeiro lugar entra em contato com o meio 
externo. As vias aéreas representam a primeira interface 
entre o meio interno e os microrganismos, alérgenos ou 
partículas inaladas. Durante a respiração, variedades de 
partículas e de substâncias químicas são depositadas no 
aparelho respiratório.

Para a manutenção da homeostase deste delicado 
sistema, o trato respiratório possui um sofisticado meca-
nismo de defesa, o aparelho mucociliar1. A mucosa das 
vias aéreas, desde a cavidade nasal até os bronquíolos, é 
constituída por um epitélio pseudo-estratificado e ciliado 
entremeado pelas glândulas submucosas e células cali-
ciformes, que são responsáveis pela produção de muco.

O transporte mucociliar é um importante meca-
nismo de defesa da mucosa respiratória, livrando esta 
superfície das partículas inaladas. A força propulsora 
deste complexo sistema é a atividade ciliar do epitélio 
respiratório, comumente quantificada pela frequência do 
batimento ciliar2 ou pela medida da velocidade do trans-
porte mucociliar3.

A eficiência do transporte mucociliar depende prin-
cipalmente dos seguintes fatores: espessura da camada do 
muco e composição e propriedades reológicas do muco; 
cílios em células com estrutura perfeitamente preservada 
a fim de desempenhar com eficiência a sua movimenta-
ção; coordenação entre os cílios adjacentes para que se 
desenvolva uma onda de batimento capaz de impulsionar 
o muco4,5. A falência do sistema ciliado pode desencade-
ar múltiplas implicações: facilitação de colonização por 
bactérias, aumentando o risco de infecções respiratórias; 
aumento do tempo de contato entre agentes nocivos e o 
epitélio respiratório; estase de muco que pode acarretar 
distúrbios na ventilação, com aumento da resistência do 
fluxo aéreo6. Assim, a disfunção no transporte mucociliar 
pode deteriorar a qualidade de vida dos indivíduos. Desta 
forma é crucial o entendimento da fisiologia do aparelho 
mucociliar e como estes componentes afetam o clearance 
das secreções respiratórias e o conhecimento dos meca-
nismos de controle e de ação de substâncias endógenas 
sobre a atividade mucociliar.

Na cavidade nasal, as glândulas seromucosas estão 
localizadas na submucosa. No seio paranasal prevalecem 
as células caliciformes7. O muco nasal é constituído pela 
mistura da secreção das células caliciformes, das glân-
dulas da submucosa, das glândulas lacrimais e água. Em 
condições patológicas ocorre alteração da composição do 
muco, afetando diretamente ou indiretamente a função 
mucociliar8.

O mais importante mecanismo de controle da se-
creção nasal é autonômico e o estímulo parassimpático 
aumenta o volume da secreção, mas, sugere-se a exis-

tência de outros mecanismos que não são mediados pela 
acetilcolina8.

Os pulmões destacam-se como o principal local 
de produção do óxido nítrico (NO) em toda a circulação 
sanguínea9. O NO, produzido nas vias aéreas a partir da 
L-Arginina (L-Arg), participa nos eventos fisiológicos e fi-
siopatológicos tais como a vasodilatação, broncodilatação, 
neurotransmissão e bacteriostase10. O NO é gerado pela 
ação da NO sintase (NOS). Existem três isoformas distintas 
de NO sintase (NOS): NOS endotelial (eNOS), NOS neu-
ronal (nNOS) as quais são expressas constitutivamente e 
denominadas de cNOS, e uma via indutiva (iNOS). As três 
isoformas de NOS estão presentes no trato respiratório e 
contribuem para a produção do NO11. Em células epiteliais 
das vias aéreas de indivíduos saudáveis foi demonstrado 
que a produção de NO ocorre devido a uma contínua 
expressão da iNOS. Esta enzima parece desenvolver papel 
crucial na defesa das vias aéreas contra infecções12.

A administração tópica de NG-nitro-L-arginina-metil-
ester (L-NAME), um inibidor da cNOS, reduziu a concen-
tração de NO nasal, sendo que a administração tópica de 
nitroprussiato de sódio, um doador de NO, promoveu 
aumento do NO nasal e reduziu o tempo de transporte 
de sacarina nasal, indicador da função mucociliar. Além 
disso, o L-NAME prolongou este tempo de transporte. Esta 
observação sugeriu que a alteração artificial da produção 
do NO nasal pode afetar a função mucociliar13.

Uma reduzida concentração de NO nasal foi ob-
servada na rinossinusite aguda e crônica, fibrose cística, 
disfunção ciliar primária, tosse crônica e na exposição ao 
tabaco e álcool, condições caracterizadas por alterações 
histológicas da mucosa ciliar das vias aéreas superiores14. 
A baixa produção de NO, pela iNOS, nos seios maxilares 
de indivíduos com rinossinusite e septicemia, foi associada 
com o prejuízo no mecanismo de defesa e com o aumento 
do risco de infecções secundárias15.

Por outro lado, como foi proposto que a produção 
de NO pela ação da iNOS está elevada no epitélio nasal 
de pacientes com rinite alérgica, um estudo realizado 
com acetilcolina e com o L-NAME permitiu concluir que 
a atividade ciliar basal nasal é dependente da produção 
endógena de NO, mas que a estimulação ciliar promovida 
pelo estímulo colinérgico16 ou pelo estímulo mecânico17 
pode ser independente da produção endógena de NO. 
Para ambos os estímulos, foram observados que a ação 
conjunta do NO no batimento ciliar, melhora a defesa 
local contra alérgenos, em pacientes com rinite alérgica.

Os cílios se movem gastando energia armazenada 
sob a forma de ATP, que é estocado nas mitocôndrias, 
por isso, os cílios continuam se movimentando mesmo 
que tenha sido cortado o suprimento sanguíneo, desde 
que as condições do meio sejam favoráveis, até que todo 
o ATP seja consumido. Um sistema conveniente para 
estudar o transporte mucociliar é o palato de rã, que é 
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ciliado e secretor de muco similar ao observado nas vias 
aéreas do homem1,3.

O objetivo desta pesquisa foi de avaliar o papel do 
NO na regulação da transportabilidade ciliar, em condições 
normais. Para este estudo foram observados os efeitos dos 
inibidores das enzimas das vias constitutiva e indutiva da 
produção do NO, na transportabilidade mucociliar em 
palatos de rã e, assim, avaliar tanto a participação do NO 
neste mecanismo, bem como caracterizar a via de produ-
ção do NO envolvida com a transportabilidade mucociliar.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram utilizadas para este experimento oitenta e 
cinco rãs, de ambos os sexos, adultas e da espécie Rana 
catesbiana, com peso corporal compreendido entre 90 e 
150 g, adquiridas de ranário comercial. As rãs eram man-
tidas em caixas apropriadas e em ambiente aclimatizado 
em 23oC±2.0. Para a obtenção dos palatos, os animais 
foram colocados em banho de água gelada até perderem 
a sensibilidade ao estímulo mecânico e, logo após, sacri-
ficados por decapitação, sendo em seguida a mandíbula 
desarticulada e a porção superior (palato) separada. Os 
palatos eram mantidos a 4oC em uma câmara fechada, por 
72 horas, para que o muco fosse depletado. Vinte minutos 
antes dos experimentos os palatos eram retirados do refri-
gerador e colocados em uma câmara de acrílico acoplada 
com um nebulizador ultrassônico, que mantinha o interior 
da câmara com 100% de umidade, saturada com solução 
de Ringer modificada para rãs, preparada com uma parte 
de Ringer e uma parte de água destilada (RingerR); neste 
período de tempo a temperatura dos palatos tornava-se 
igual a do ambiente. A temperatura no interior da caixa de 
acrílico era de 24ºC. Amostras de muco foram coletadas 
da parte posterior do palato e imediatamente imersas em 
óleo mineral para evitar a desidratação. Nestas condições 
experimentais, a camada de muco é depletada, mas a 
atividade ciliar permanece mantida18,1.

Nove grupos experimentais utilizando palatos de 
rã foram usados para este estudo. Cinco grupos foram 
utilizados para avaliar a ação do NO, produzido pela ati-
vação da iNOS, na velocidade de transporte mucociliar. 
Para essa finalidade foi feito o bloqueio da iNOS com a 
aminoguanidina em quatro grupos constituídos de pala-
tos que foram imersos em soluções de aminoguanidina 
diluídas em RingerR nas concentrações de 40 ppm (N=8), 
50 ppm (N=10), 60 ppm (N=10) e 80 ppm (N=8) e um 
grupo controle (N=9) constituído de palatos imersos em 
solução de RingerR. Os outros quatro grupos de palatos 
foram usados para avaliar a ação do NO produzido pela 
ativação da cNOS na velocidade de transporte mucociliar. 
Para isso, foi feito o bloqueio inespecífico desta via através 
do L-NAME em três grupos de palatos imersos em solução 
de L-NAME diluídas em RingerR nas concentrações de 120 
ppm (N=10), 180 ppm (N=10) e 240 ppm (N=10) e um 

grupo controle (N=9) constituído de palatos imersos em 
solução de RingerR.

O mesmo procedimento foi utilizado para a expo-
sição de todos os palatos: imersão em solução de RingerR 
ou em uma das soluções de aminoguanidina ou de L-
NAME por quatro consecutivos períodos de 15 minutos. 
O transporte mucociliar foi avaliado antes e após cada um 
dos períodos de imersão dos palatos, seguindo técnica 
proposta19. O transporte mucociliar foi determinado pela 
medida da velocidade de deslocamento de amostras de 
muco autólogo colocadas na superfície do palato de rã 
depletado de muco. A velocidade de transporte mucoci-
liar foi realizada pela medida do tempo ocorrido para o 
deslocamento do muco da parte anterior para a posterior 
do palato, usando um estereoscópio equipado com uma 
escala de medida graticulada em uma das oculares3. As 
amostras de muco eram imersas em éter etílico para a 
remoção do óleo mineral entes de serem colocadas na 
superfície do palato18. A cada determinação da velocidade, 
eram realizadas cinco medidas para minimizar eventual 
erro20. Durante as medidas os palatos permaneciam dentro 
da câmara de acrílico com 100% de umidade e tempera-
tura de 24ºC.

O resultado final foi expresso em velocidade de 
transporte relativa, obtida dividindo a velocidade de trans-
porte dos palatos registrada aos 15, 30, 45 e 60 minutos 
pela velocidade determinada no tempo zero (antes das 
imersões) - a velocidade basal19. O projeto foi aprovado 
pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal sob o 
Nº 41/05.

Os valores das médias da velocidade de transporte 
relativa, dos vários grupos experimentais, foram compa-
rados pela one-way análise da variância (ANOVA), e pela 
aplicação do teste de múltipla comparação de Newman-
Keuls, para caracterizar as diferenças entre os resultados 
relativos a cada uma das soluções que foram utilizadas e 
às concentrações das soluções e, também, as diferenças 
relativas ao tempo de imersão para a mesma solução. O 
nível de significância foi de 5%.

RESULTADOS

Os palatos imersos em solução de RingerR (contro-
les) mantiveram a velocidade de transporte relativa à basal 
estatisticamente semelhante ao longo do período em que 
foi avaliada a velocidade de transporte, isto é, após cada 
imersão em solução de RingerR.

A aminoguanidina promoveu redução da velocida-
de de transporte mucociliar. Esta redução pareceu estar 
relacionada ao tempo, porém as diferenças não foram 
significativas. Das quatro soluções de aminoguanidina 
utilizadas no experimento, as soluções de 50 ppm e de 
60 ppm exibiram redução da velocidade de transporte 
mucociliar com relação à observada nos palatos controles 
(Figura 1).
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O L-NAME, ao contrário da aminoguanidina, pro-
moveu aumento da velocidade de transporte mucociliar. 
As soluções de 120 e de 180 ppm de L-NAME não pro-
moveram aumento significativo da velocidade de trans-
porte, quando comparada com a dos palatos controles. 
Observou-se, entretanto, em palatos imersos em solução de 
180 ppm de L-NAME, aumento da velocidade com relação 
ao tempo de imersão, havendo diferença estatística entre 
o período de 15 minutos e os de 45 e de 60 minutos de 
imersão. Aumento significativo da velocidade de transporte 
ocorreu em palatos imersos na solução de 240 ppm de 
L-NAME quando comparados com os palatos controles e 
os palatos imersos em solução de 120 ppm. Com relação 
ao tempo de imersão, as velocidades registradas após 15, 
30, 45 ou 60 minutos foram estatisticamente diferentes 
nos palatos imersos em solução de 240 ppm (Figura 2).

DISCUSSÃO

No presente trabalho optou-se por estudar o trans-
porte mucociliar utilizando o palato de rã que é ciliado 
e secretor de muco, similar ao observado nas vias aéreas 
do homem1,3 e, através desta metodologia, avaliar o en-
volvimento do NO e das vias de produção do NO (cNOS 
e iNOS) na transportabilidade mucociliar. O nosso estudo 
demonstrou que a inibição da via constitutiva da produção 
de NO pelo L-NAME promoveu aumento na velocidade do 
transporte mucociliar, e que de forma contrária, a inibição 
da via indutiva pela aminoguanidina promoveu queda no 
tempo de transporte.

Vários estudos constataram o envolvimento do NO 
na atividade ciliar. No seio maxilar de coelho, observou-
se que a L-arg aumenta a frequência do batimento ciliar, 
efeito que foi reduzido através do bloqueio da NOS com 
a N(G)-nitro L-arginina (L-NNA)21. Na estimulação ciliar 
promovida por substâncias transmissoras ou mediadoras, 
cuja mediação estaria relacionada ao NO, constatou-se 
que este atue como mensageiro intermediário no epitélio 
ciliado, em resposta a estes estímulos. Mas que os meca-
nismos dependentes de NO não constituem uma única 
via para a estimulação da função ciliar22. Posteriormente, 
foi observado que o nitroprussiato de sódio (doador de 
NO) reduziu o tempo de transporte da sacarina, enquanto 
o L-NAME diminuiu o NO nasal e prolongou o tempo 
de transporte da sacarina em indivíduos saudáveis pré-
tratados com agente anticolinérgico13.

Os resultados obtidos em estudo realizado com a 
L-arg e com L-NAME sugeriram que o NO pode estar en-
volvido com a função reguladora sobre a motilidade ciliar 
na mucosa do seio paranasal de indivíduos saudáveis, e 
que ambas, eNOS e iNOS produzem o NO na mucosa 
saudável, observando que a eNOS parece ter papel mais 
importante na produção do NO23.

No nosso trabalho, constatamos que o L-NAME pro-
moveu aumento da velocidade de transporte mucociliar no 
palato de rã, quando esta velocidade era comparada com 
a observada antes da imersão dos palatos em solução de 
L-NAME. Este resultado mostra-se diferente da proposta 
de que o L-NAME reduz a atividade ciliar. É importante 
ressaltar que o L-NAME, pelo fato de ser um inibidor 
inespecífico da cNOS, pode bloquear também a ação da 
iNOS, de acordo com a dose utilizada24,9. Nesse sentido, o 
nosso trabalho utilizando o L-NAME e a aminoguanidina 
para bloquear a cNOS e a iNOS, respectivamente, e ob-
tendo resultados diferentes e antagônicos, sugere que o 
bloqueio promovido tenha sido seletivo e que o papel do 
NO no transporte mucociliar depende da via enzimática 
que é ativada.

Outros estudos também apresentam diferentes 
resultados quanto à ação do NO. A instilação de Lipo-
polissacarídeo (componente da parede celular de E colli, 

Figura 1. Velocidade relativa do transporte mucociliar em palatos de 
rã imersos em solução deRingerR (controles) ou em soluções 40 ppm, 
50 ppm, 60 ppm ou 80 ppm de aminoguanidina.

Figura 2. Velocidade relativa de transporte mucociliar em palatos de rã 
imersos em solução deRingerR (controles) ou em soluções de L-NAME.
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que desenvolve processo infeccioso) na cavidade nasal 
de cobaia resultou em grande produção de NO, que foi 
considerado lesivo para o epitélio ciliado respiratório, pois 
provocou dano nas células do epitélio ciliado e diminuiu a 
frequência dos batimentos ciliares25. No processo da otite 
média, sugeriu-se que a ação contraditória do NO pode ser 
explicada pela diferente reação do NO em cada condição 
biológica específica. Em condições fisiológicas, quando a 
produção de NO é baixa, este pode ter função reguladora 
ou antiinflamatória. Por outro lado, em condições patoló-
gicas, como no processo inflamatório, a iNOS é ativada e a 
produção de NO aumenta26. No entanto, considerou-se que 
no seio maxilar de indivíduos saudáveis o NO produzido 
pela expressão da iNOS mantém a função ciliar e promove 
defesa imune, enquanto que no processo da rinossinusite 
e da septicemia, a produção do NO diminui pela redução 
da atividade da iNOS, resultando em prejuízo da defesa 
local e em maior risco para infecções secundárias15.

Posteriormente, foi proposto que em condições nor-
mais, o NO é produzido principalmente através da via da 
iNOS das células epiteliais dos seios nasais, e no processo 
inflamatório, pela via da iNOS das células inflamatórias. A 
atividade da iNOS do epitélio sinusal parece ser essencial 
para a constante produção do NO, necessário para a ma-
nutenção do batimento ciliar em frequência suficiente para 
otimizar a função de clearance mucociliar e manter os seios 
saudáveis. Durante a rinossinusite a expressão da iNOS 
das células epiteliais diminui, no entanto, a produção do 
NO pela iNOS das células de defesa do hospedeiro, da ca-
vidade nasal, aumenta significantemente. Neste processo, 
grande quantidade de NO e dos seus metabólitos podem 
ter um papel fundamental na patogênese da rinossinusite27.

Os nossos experimentos demonstraram que os 
palatos imersos na solução de aminoguanidina tiveram 
redução da velocidade de transporte mucociliar em rela-
ção à velocidade medida antes da imersão. As doses que 
promoveram maior efeito inibitório foram de 50 ppm e 
de 60 ppm, sugerindo haver adequação de dose para a 
resposta inibitória da enzima nos palatos de rã. Os resul-
tados confirmam que, no epitélio saudável de rã, o NO 
produzido pela iNOS promove o transporte mucociliar, 
uma vez que a inibição da iNOS pela aminoguanidina 
reduziu a velocidade do transporte.

CONCLUSÃO

Desta forma, o bloqueio inespecífico da cNOS com 
o L-NAME e o bloqueio relativamente específico da iNOS 
com a aminoguanidina permitiu propor que, dependendo 
da via de produção, o NO pode aumentar ou diminuir o 
transporte mucociliar em palatos de rã, sugerindo duplo 
papel para o NO no transporte mucociliar neste epitélio.
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