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RESUMO

A superficie das células endoteliais é recoberta por microdominios constituidos de
carga negativa. A presenga de substincias catidnicas, por expemplo policétions, em contato
com a derme, peritdneo e pata de rato desencadeiam um processo inflamatério
caracterizado pela infiltracdo de leucécitos e aumento da permeabilidade local.

Neste trabalho avaliou-se o efeito de policdtions (poli-L-arginina e poli-L-lisina) em
duas superficies de caracteristicas fisioldgica € morfoldgica distintas; a pleura e o alvéolo.
Para tal, empregou-se o modelo da pleurisia (pleura) e o modelo da instilagéo intratraqueal
de policitions (alvéolo) em animais.

Policitions foram agentes capazes de induzir pleurisia ¢ edema de pulmio. A
introdugéo intratraqueal desse agente, na mesma dose utilizada por via pleural apresentou
alta mortalidade. A resposta inflamat6ria a esse composto depende do local de sua
aplicagdo. A deplec¢do de histamina e 5-HT nos animais reduziu e o volume de exsudato
produzido nos animais submetidos 2 pleurisia, porémnio reduziu a mortalidade nos animais
que receberam polications pela via intratraqueal. -

O antagonismo da carga dos policdtions, através da utilizacio de agentes anidnicos
(sulfato de heparina e de dermatam) reduziu drasticamente o volume de exsudato pleural
¢ abolinu completamente o efeito letal desse agente quando recalizada a instilacao
intratraqueal.

Esses resultados sugerem que a superficie pleural e alveolar sio dotadas de
microdominios negativos, que podem ser neutralizados durante o processo inflamatério. de
acordo com essa teoria agentes anidnicos ‘aferecem uma nova abordagem terapéutica no
tratamento da inflamacio.
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Capitulo |
Introducao Geral



| - Introdugéo

A natureza das cargas elétricas d¢ membranas celulares e suas modificagbes por
diferentes agentes tem sido relacionada a diferentes patologias. As membranas celulares de
macrofagos (Skultelsky et al, 1975), linfocitos (Marinovisky et al., 1974), fibroblastos
(Subjeck & Weiss., 1975) e células endoteliais de vasos sdo negativamente carregadas
(Skultelsky et al., 1975). Acredita-se que essa propriedade contribua para a repulsdo mitua
entre c€lulas e estruturas vasculares (Katchalsky ef al., 1959). Sawyer & Srinivasan (1972)
sugerem que alteracdes na densidade de cargas da superficie endotelial, como resultado da
lesdo de endotélio, poderiam iniciar a formagédo de trombo na parede do vaso.

A carga da superficie endotelial pode ser determinada através da microscopia
eletrOnica de varredura comutilizagao de polications marcados, como a ferritina cationizada
(Danon et al., 1972). Com a utilizagio desse método, demonstrou-se que a superficie
endotelial apresenta sitios aniGnicos que em contato com a ferritina cationizada se agregam,
seguindo a internalizacao e despreendimento desse complexo, deixando a superficie
destituida de sftios anidnicos (Skultelsky & Danon., 1976). Os microdominios aniénicos das
células endoteliais do pancreas e mucosa intestinal sdo constituidos de glicosaminoglicanos
sulfatados, principalmente o sulfato de heparina (Simionescu ez al., 1981).

As células endoteliais contraem-se frente a mediadores tipo histamina (Majno et al.,
1969). Essa atividade resulta na internalizacdo e protusdo da membrana. A internalizacio
de vesiculas tem a finalidade de regenerar a membrana (Skultelsky & Danon, 1976), e como
consequéncia desse processo ha substitui¢iao de novos sitios aniénicos.

A passagem transvascular de moléculas € controlada pelo tamanho e configuracio
molecular e pelas forgas hemodindmicas que ocorrem através da microcirculagio e e
influenciada pela interacdo de cargas na superficie do endotélio (Simionescu et al., 1981).
A membrana basal glomerular contém sitios anidnicos fixos que estdo relacionados com o
transporte de substincias anidnicas através dessa barreira (Barnes ef al., 1984). Capilares
glomerulares filtram moléculas anidnicas mais lentamente que moléculas catibnicas
(Brenner et al., 1978). Em contraste, na microcirculagido pulmonar a passagem transvascular
de 4nions é facilitada quando comparado com substancias neutras (Pietra et al., 1982). Uma
vezque esses dois 6rgaos apresentam microdomifnios anidnicos em sua superficie endotelial,
essa diferenga de transporte provavelmente ocorre devido a diferenca estrutural e de cargas
namembrana basal e intersticio (Parker et al., 1985). A membrana basal do capilar pulmonar
¢ alveolar € densa e amorfa, ¢ contém sitios anibnicos, que diferem para essas duas
estruturas. A membrana basal alveolar contém maior densidade de sitios anidnicos em sua
superficie que a capilar. Esses sitios sdo constituidos principalmente por proteoglicanos
contendo sulfato de heparina, enquanto que a membrana capilar contém esses e outros
proteoglicanos sulafatados (Vaccaro & Brodi., 1981).

Policitions sao liberados por plaquetas (Camussi ef al., 1986), leuc6eitos humanos
(Zeya & Spitiznagel, 1966) ¢ de coelho (Olsson & Vangue, 1974), que podem interagir com
a carga da superficie celular de diferentes sitios.

Policitions sintéticos tipo polilisina, poliarginina e sulfato de protamina apresentam
varias a¢oes "in vive" e "in vitro". Causam aumento da permeabilidade e infiltragio de
leucéeitos quando aplicados na derme ou no peritdneo de ratos (Stein et al., 1956), na pele
de coelho (Needham et al., 1988),e na pata de rato (Antunes ef al., 1990). Quando injetados
por via intravenosa em ratos, induzem a coagulagio sanguinea e sintomas anafilactéides
(Rubini et al., 1953), edema de retina (Lin, 1988), hipertensao e edema pulmonar (Fairman
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et al., 1987). Substancias catiénicas sintéticas tém sido empregadas no tratamento de
doengas oncologicas em humanos. E descrito que pacientes que recebem a droga-

endovenosamente apresentam cfeitos colaterais como febre, hipotensao, leucopenia, e
reagoes tipo anafilactéide (Krown et al., 1985).

Policétions in vitro possuem atividade antibacteriana (Odenberg & Olsson, 1975),
liberam histamina (Kazimierczak & Diamond, 1978) agregam plaquetas (Jenkins et al, 1971,
Guccione et al, 1986), e agregam e induzem fusdo de vesiculas sintéticas (Gad et al, 1982).

A polilisina libera prostaciclina e purinas citoplasméticas de células endoteliais de
aorta de porco em cultura (Needham et al., 1988) e libera 4cido araquidénico e
prostaglandinas de fibroblastos em cultura (Shier ef al.,1984). O mecanismo proposto ¢ a
interac¢do de cargas catidnicas com sitios aniOnicos na superficie da célula alvo (Shier &
Dubourdieun, 1986). Cultura de células glomerulares epiteliais aumentam a produgio de
prostandides quando expostas a polilisina (Pugliese et al., 1987). Poliaminodcidos basicos
ricos em arginina, lisina ou ornitina estimulam a formacéo e/ ou liberagao do fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF; Furchgott & Zawdizki, 1980; Thomas er al., 1986) em
segmentos de veia e artérias bovina perfundida (Ignarro et al., 1989)

A utilizacdo de substincias anidnicas, como a albumina (Chang et al., 1987), heparina
e 4cido poli-L-aspértico (De vries et al., 1953) inibe as lesdes decorrentes dos polications
em diversos sistemas. A heparina se liga ao endotélio vascular (Hiebert e al., 1981).

Os policdtions parecem iniciar o processo inflamat6rio pela agregagdo dos sitios
anidnicos, deixando a superficie célular destituida da camada de cargas negativas (Skultelsky
& Danon, 1976), favorecendo assim a passagem de mediadores e células para o local da
inflamacdo.

Objetivos
Com base nessas informagdes os objetivos desta tese séo:

1- Observar os efeitos dos polications, principalmente poli-L-arginina ¢ poli-L-lisina
quando introduzidos em duas superficies de caracteristicas morfoldgica e
fisiol6gica distintas, tais como:

- Pleura;
- Alvéolo.

Os efeitos dos policdtions na superficie pleural serdo avaliados através da
utilizacio do método da pleurisia, e os efeitos na superficie alveolar através da
producio de edema de pulmdo pela instilagdo intratraqueal dos polications.

2- Avaliar os possiveis mediadores envolvidos no processo inflamatério induzido
pelos polications.

3- Observar o efeito da neutralizagae de policitions através da utilizagdo de &nions,
nesses modelos de inflamagao.

A literatura referente as altera¢des decorrentes na pleura e alvéolo serdo discutidas
nos capitulos Il e IV respectivamente.
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11 - Material e Métodos

ll-1 Animais
Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, pesando 250-400g.

Para a anélise histologica dos pulmdes foram utilizados além de ratos coetho macho
da linhagem New-Zealand pesando 2.5kg; cobaia albina da linhagem inglesa, macho,
pesando 300-400g; camundongo macho da linhagem Swiss, pesando30-40g. Acesso 2
alimentacio e &gua dos animais foi ad libitum.

[I-2 Hemograma

Os ratos foram anestesiados com éter etilico, e amostras de sangue foram coletadas
por incisdo da cauda. O sangue (10ul) foi diluido (1/20) em solugéo de Turk e a contagem
de leucécitos foi realizada em cidmara de Neubauer. Para a contagem do diferencial de
leucécitos, as laminas foram cobertas com o corante de May-Grunwald-Giensa e
examinadas em microscopia 6tica. O resultado foi expresso em porcentagem de leucéeitos
polimorfonucleares (PMN) ¢ mononucleares (MN).

I1-3 Pleurisia

Os ratos foram anestesiados com éter etilico e a pleurisia foi induzida através de
inje¢ao, no sexto espago interscostal esquerdo, de 0.1ml do agente flogistico, diluido em
salina. Ap6s intervalos de tempo estipulados (1, 4, e 6 horas) os animais foram anestesiados
e exsanguinados através da incisao dos vasos cervicais. O torax foi aberto ¢ a cavidade pleural
foi lavada com tampao salina-fosfato heparinizado (2ml; heparina sodica 10U/mt). O
exsudato produzido, foi aspirado e mensurado em ml, subtraindo-se o volume de tampao
adicionado. Amostras (10ul) de exsudato foram diluidas em solugfio de Turk e a leitur%
realizada em cdmara de Neubauer. O resultado foi expresso em células totais x 10
(células/ml X volume total de exsudato). Q diferencial de células foi analisado conforme
descrito acima. O volume de esxudato restante foi congelado a -20 C.

l1-4 Edema de Pulmao

O edema de pulmdo foi induzido sob anestesia apos incisao a nivel da farcula esternal,
divulsao dos miisculos supratraqueais e injecdo intratraqueal (IT) do agente flogistico
diluido em salina. Imediatamente apés a inje¢do IT 2 movimentos respiratérios sob pressao
positiva foram realizados através de uma cénula de borracha posicionada na narina do
animal permitindo que o conteudo injetado se distribuisse para todos os lobos pulmonares
e impedindo o refluxo para a cavidade nasal. Ap6s intervalos de tempo determinado (1, 1
1/2, 3, 4, e 6 horas) os animais foram anestesiados com éter etilico e exsanguinados através
de incisdo dos vasos cervicais.



I1-5 Sobrevida dos Animais
O indice de sobrevida dos animais foi expresso em porcentagem:

numero de animais sobreviventes/ nimero de animais injetados I'T X 100

11-6 Frequéncia Respiratbria

A frequéncia respiratoria foi estimada através da observag¢ao do animal por 5 minutos.

I-7 indice Pulmonar Seco-Gmido

Uma vez induzido o edema de pulmao o torax foi aberto € o pulmio retirado. Os
tecidos adjacentes aos lobos pulmonares foram removidos ¢ o pulmio pesado (peso timido)

e colocado para a secagem em estufa a 60°C por 24 horas, € novamente pesado (peso seco).
O resultado foi expresso conforme a férmula:

peso pulmonar seco/ peso pulmonar timido X 100. (Bakhle, 1982).

II-8 Lavado Broncoalveolar (LBA)

Apds indugio do edema de pulmio a traqueia foi canulada e injetada com 5 ml de
tampao salina-fosfato. O torax foi suavemente massageado e o conteudo aspirado com uma
seringa de pléstico. O procedimento foi repetido novamente, com um volume total injetado
de 10 ml. O volume recuperado foi mensurado em ml, € expresso em porcentagem do
volume injetado. Aliquotas (10ul) do volume recuperado foram utilizadas para a contagem
do nimero total de células (células/ml X volume recuperado total). Para a analise do
diferencial de células, 1 ml do LBA foi centrifugado a 2000rpm por 15 minutos, o
sobrenadante desprezado e realizado um esfregaco em liamina com o concentrado do
volume remanescente. Para a andlise do diferencial de células seguin-se o procedimento
descrito acima. O restante do volume do LBA foi estocado a -20 C.

1I-9 Histologia Pulmonar

Ratos- Os animais foram anestesiados com éter etilico. Ap6s incisao a nivel da fiircula
esternal, injetou-se 1mg/IT de poliarginina 24 KD, solug¢do de 1mg/ml, e apds decorrido o
tempo de 3 horas, os animais foram reanestesiados com éter etilico, o torax foi aberto, e o
pulmado foi removido ¢ mantido em liquido de Bouin ate o processamento histol6gico. Apds
a fixaglo, cortes transversos nos lobos pulmonares foram realizados e processados para
histologia em parafina. Cortes de 4 um desses blocos de parafina, foram corados com
hematoxilina-eosina e analisados sob microscopia Gtica.

Coelho- O animal foi mantido anestesiado com tiopental 50mg/kg/iv por 3 horas.
Realizou-se uma inciséo a nivel da fircula esternal, divulsdo dos misculos supratraqueais
e injecdo IT de 1 ml de poli-L-arginina 24 KD (4mg/kg, solucdo de 1 mg/ml), seguido de
dois movimentos respirat6rios com pressdo positiva através de uma cimara de borracha
posicionada na narina do animal. Ap6s 3 horas da injecdo intratraqueal o pulmao foi
removido € processado conforme descrito anteriormente.



Cobaia- Ap6s as cobaias serem anestesiadas com uretana (50mg/kg/ip) injetou-se 1
mg de poli-L-arginina 24KD IT (solucao Img/ml). A cobaia foi reanestesiada com uretana
apos 3 horas, o pulmio removido, e processado para a analise histoldgica.

Camundongo- Os camundongos foram anestesiados em camara de éter, e imjetados
IT (0.1ml) com poli-L-arginina 24KD (solucao 1mg/ml). Ap6s 3 horas os animais foram
reanestesiados, € os pulmées removidos apds abertura do torax, O processamento para a
analise histolégica foi feito conforme descrito acima.

1I-10 Determinagéo os Niveis de TXB2 E 60x0PGF1«

A determinagdo dos niveis de TXB2 (tromboxano) e prostaciclina (60xoPGF1-« ) foi
realizado por radioimunoensaio. O anticorpo de coelho foi dilnido 1/400 em tampao
tris-HCL (50mM de tampao tris pH 7.4, contendo 0.1% de gelatina) e aliquotas (0.1mt)
foram adicionadas ao padrao ou amostras (0.1ml em tamp3o tris-gelatina). Eicosanoide[3H]
em tampéo gelatina (0.1ml contendo aproximadamente 10.000 dpm) foi adicionado ao tubo
de vidro, dando um volume de 0.4 ml. A incubagiio permaneceu por 4-24h a 0-4 C. Parar a
remogdo do material ndo ligado, adicionou-se a mistura de carvao e dextran (0.2ml de
tampao contendo 4 mg de carvio e 0.8 mg de dextran) em cada tubo, os quais foram agitados
por 10 segundos. Os tubos permaneceram em gelo por 10 minutos, e foram centrifugados
(2500rpm) por 10 minutos em centrifuga refrigerada spinVI (Incibras). O sobrenadante
contendo o complexo (antigeno-anticorpo) foi decantado ¢ misturado com fluido de
cintilagdo (Sml) e a contagem foi realizada em contador beta (Beckman).

A eficiéncia da contagem foi determinada utilizando-se padroes externcs. O
procedimento descrito acima foi realizado para TXB2 e 6-0x0-PGF1« (Salmon, 1978).

lI-11 Proteinas

Adosagem de proteinas foirealizada através do método de Lowry (1951), em amostras
do LBA (100ul).

i-12 Deplegio de PMN

Ratos foram depletados de PMN através da utilizagio de metotrexato 2.5mg/kg/ip por
3 dias seguidos. Os animais foram utilizados para o experimento 3 dias apds a tltima inje¢io
de metotrexato. A queda nos leucécitos circulantes foi acompanhada através da analise do
sangue periférico antes do tratamento e no terceiro dia apos ailtima administra¢ao da droga
(Willoughby & Giroud 1969).

il-13 Deplecao de Histamina e 5-HT

Para a deplecdo de histamina e 5-HT, ratos foram tratados com o composto 48/80
intraperitoneal (ip) de 12/12 horas, por 8§ doses consecutivas. As primeiras 6 doses foram de

(0.6mg/kg e as 1ltimas de 1.2 mg/kg, O experimento foi realizado 5-6 horas apos a Gltima
injecdo de 48/80 (Di Rosa et al., 1971).



1-14 Antagonismo de Histamina e 5-HT

Os receptores de histamina (H1) e 5-HT foram bloqueados através da utilizagio de
mepiramina € metisergida em ratos, respectivamente, ambos na dosagem de 2 mg/kg/ip 30
minutos antes do experimento (Di Rosa ef al., 1971).

1i-15 Antagonismo da Carga Catidnica dos Policéations

O antagonismo das cargas cationicas da poli-L-arginina foi realizado atraves da
utilizacao de compostos anidnicos (sulfato de heparina e de dermatam).

1I-16 Bloqueio da Cicloxigenase

O inibidor da cicloxigenase indometacina foi administrado em ratos na dosagem de 2
mg/kgfip 30 minutos antes do experimento.

1I-17 Preparagédo das Drogas

Todas as drogas foram diluidas em solugdo salina 0.9%, exceto a indometacina
(NaHCO3 5%). _

Poli-L-arginina (24, 115 e 139,2 KD), Poli-L-lisina (2 ¢ 85 KD), lambda-carragenina,
sulfato de dermatam, composto 48/80, mepiramina, histamina e indometacina fopram
obtidos da Sigma Chemical CO (St Louis, MO), e metotrexato do Laboratorio Bristol (SP,
Brasil). Metisergida e heparina sodica foram cedidos pelo laboratorio Sandoz (SP, Brasil)
e Roche (SP, Brasil) respectivamente. O material radioativo [3H] 60x0-PGF1-« e [3h|TXB2
foi obtido da Amersham International, Bucks, UK.

1I-18 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média, para um
determinado n. Para a comparagfo das medias utilizou-se o test t Student, ndo pareado,
tomando-se como significativo os valores de p < 0.05.
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Il - Introducao

A pleura de mamiferos € uma membrana serosa que reveste o parénquima pulmonar,
mediastino, diafragma, e a caixa tor4cica em sua superficie interna. De acordo com sua
localizagao é denominada pleura parietal ou visceral, apresentando diferengas morfolégicas
e fisiologicas segundo a localiza¢ao. A superficie pleural é recoberta por células achatadas,
chamadas células mesotéliais. O aspecto a olho nu € de uma superficie lisa, porém
observagbes da microscopia eletrénica de varredura, revelam microvilosidades
predominantemente na pleura visceral, com a fungdo de absorver o fluido formado na
cavidade pleural. De acordo coma equagio de Starling, o vetor de absor¢ao através da pleura
visceral € similar ao vetor de formacao através da pleura parietal, ¢ 0 maior niimero de
microvilosidades na pleura visceral explicaria porque a cavidade permanece quase livre de
fluido (Agostoni,1972; Wang, 1974).

Enquanto na pleura parietal a camada de células mesoteliais esta diretamente em
contato com uma camada de tecido conjuntivo, rico em coldgeno e fibras elasticas, a pleura
visceral repousa sobre uma delicada camada de tecido conjuntivo, que por sua vez liga-se a
uma camada mais profunda, que contém muito coldgeno e fibras elasticas. Entre essas duas
camadas de tecido conjuntivo esté o leito vascular da pleura visceral, coniende uma rica
rede de capilares, que apresentam um didmetro tres vezes maior que os capilares dos demais
tecidos. Este aumento de didmetro proporciona uma baixa pressdo nesse leito vascular,
favorecendo a absorcao de fluidos (Light, 1983).

A superficie pleural visceral e parietal apresentam vasos linfaticos distribuidos por
toda sua extensao, que drenam para sitios distintos. A porc¢ao caudal da pleura mediastinal
em ratos ¢ humanos apresentam células mesoteliais modificadas, que recobrem agregados
de macréfagos ¢ linfécitos. Esta estrutura chamada foco de Kampmeir, apresenta a funcéo
de impedir a drenagem de possiveis agentes lesivos situados no espago pleural para o tecido
mediastinal ¢ pulmonar (Cooray, 1949).

Utilizando albumina marcada com 1311, Spector (1956), demonstrou a alteragio de
permeabilidade dos capilares no modelo de pleurisia induzido pela terebentina. A
carragenina, foi utilizada por Winter (1962), como agente flogistico no modelo do edema
de pata. Esse modelo foi considerado a base para a descoberta da indometacina (Winter ef
al., 1962). Desde entdo a carragenina tem sido utilizada na indugiio de processo inflamatorio,
através da aplicagdo intraplantar no modelo do edema de pata (Winter et al.,1962);
intrapleural na pleurisia (Di Rosa et al., 1971); implantagio de esponja em subcutineo
(Higgs er al.,1976); e implantagdo de bolsa de ar no tecido celular subcutineo (Edwards et
al.,1981). O modelo da pleurisia apresenta sobre os outros modelos a vantagem de se poder
estimar o edema mats preciso, de se poder determinar a quantidade e qualidade de células
que migram para o espago pleural, além de oferecer a oportunidade de dosar mediadores
do processo inflamatério no exsudato formado.

Aparentemente estes mediadores sao virios e participam da resposta inflamat6ria
induzida pela carragenina, liberados em 3 fases. As aminas histamina e 5-HT (1a fase).
Cininas (22 fase), e as prostaglandinas (32 fase). Essa sequéncia de mediadores ocorre no
processo inflamatério induzido por outros agentes como a terebentina no modelo de edema
de pata e pleurisia (Willis, 1969; Di Rosa et al., 1971).



Com o objetivo de se indagar os possiveis efeitos de policdtions sobre a fisiologia
pleural utilizou-se o modelo da pleurisia em ratos. A utiliza¢ao de policitions na pleura néo-
foi descrita em literatura corrente.

111 Métodos

Foram utilizados ratos machos (Wistar, 250-400g), para os seguintes experimentos:
Contagem total e diferencial do sangue periférico e indugio da pleurisia. A indugio da
pleurisia foi avaliada em animais controle e tratados (deplecdo de PMN; deplecio de
histamina e 5-HT; antagonismo dos receptores de histamina e 5-HT; bloqueio da
cicloxigenase; e antagonismo de carga dos policitions).

Ill-2 Resultados

I11-2-1 Efeito dos Polications nos Leucocitos Circulantes

A administragio intravenosa (veia peniana) de 1 mg de poli-L-arginina 24KD (0.4ml),
em ratos levou a uma leucocitose precoce em sangue periférico (Fig Ia). O nimero de
leucoeitos retornou a niveis basais na 42 hora apés a injegdo de policdtions. O aumento na
porcentagem de PMN tornou-se evidente a partir da 42 hora, normalizando na 242 hora
(Figlb). Utilizou-se como grupe controle animais que receberam salina iv (0.4ml). Figura
Ib.

A introdu¢ao intrapleural de 1 mg de poli-L-arginina 24KD (0.1ml) causou uma
leucocitose em sangue periférico na 62 hora (pré:22.8+2.4; pos: 34.7+4.3; n=5; p< 0.05).
Os animais que receberam salina intrapleural (0.1ml), também apresentaram aumento no
nimero de leucocitos na 62 hora (pré: 22.2+2.0; p6s:33.7+ 3.8; n = 5; p< 0.05). Na primeira
hora do experimento nio houve diferenga na contagem de leucécnos periféricos no grupo

que recebeu poli-L-arginina (pré:24.4: 1,2; pés 27.9+2.4; n=>5) ou nos que receberam
salina (pré: 25.9+3.0; p6s 21.9+2.5; n= 5).

I11-2-2 Induczo da Pleurisia

O volume e a celularidade produzidos pela pleurisia induzida pela poli-L-arginina
24KD 1mg/pleura (0.1ml), em ratos, foi comparada com um grupo controle que recebeu
salina intrapleural (0.1ml). Houve diferenca significativa quanto @o volume de exsudato
produzido na 12 ¢ 62 hora. A celularideade diferiu do grupo controle na 62 hora. Figura IIa,b.

A figllLa,b,c mostra a compara¢io do exsudato pleural e a celularidade na pleurisia
induzida por poli-L-arginina 24KD 1mg/pleura (0.1ml) e a carragenina 100ug/pleura
(0.1ml). A lavagem da cavidade pleural forneceu os valores basais. Quanto a migragéo
celular para a cavidade pleural e o aumento porcentual de PMN, foram tempo dependente
para a poliarginina 24KD (p < 0.05). A inje¢do intrapleural de poliarginina induziu pleurisia
na 12 hora que se manteve até a 62 hora. Na carragenina o edema foi comparativamente
Menor.

Essa migracio celular poderia ser decorrente da distensio do espago pleural pelo
volume de plasma extravazado. Grupos de animais foram submetidos a inje¢io de 0.1 e 0.2
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FIG I-A
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FiG I- EFEITO DA INJEGAO INTRAVENOSA DE POLI-L-ARGININA (24KD) NA
LEUCOCITEMIA.

Contagem de leucdcitos no sangue periférico apds inje¢do intravenosa de poli-L-arginipa
24£(D (1mg/0.4ml, n=8) e salina (0.4ml, n=7). Resultado expresso em leucdcitos x mm™ x
10°. (* p<0.03).
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Figura |-B
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FIG - EFEITO DA INJEGAO INTRAVENOSA DE POLI-L-ARGININA (24KD) NA
LEUCOCITEMIA.

Porcentagem de leucécitos PMN no sangue periférico apds inje¢do intravenosa de
poli-L-arginina 24KD (1mg/0.4ml, n =8} e salina (0.4ml, n=7). (*p <0.05, ***p < 0.001).
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FIG II-A
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FIG II- EFEITO DA INJEGAQ INTRAPLEURAL DE POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1mli, n=15) e salina (0.1ml, n=35) foram injetados no espago
pleural. O volume de exsudato produzido foi mensurado ml. (*** p < 0.001).
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FIG II-B
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FIG Hl- EFEITO DA INJEGAO INTRAPLEURAL DE POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n =5) e salina (0.1ml, n=5) foram injetaglas N0 espago
pleural. A celularidade no exsudato pleural foi expressa em cElulas totais x 10°. (p <0.01).
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FIG llI-A
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FIG Ill- EFEITO DA INJEGEO INTRAPLEURAL DE POLI-L-ARGININA 24KD E
CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n=5), carragenina (100ug/0.1ml, n=5) foram
injetados no espago pleural. O volume de exsudato produzido foi mensurado em ml ¢
analisado 1, 4 e 6 horas apds a injecao intrapleural de poli-I.-arginina, e 4 horas apos para a
injecdo de carragenina. A lavagem da cavidade pleural (adicionado salina 0.1ml,n=35)
forneceu o valor basal (zero hora). (* p <0.05)
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FIG llI-B
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FIG Ill- EFEITO DA INJEGAO INTRAPLEURAL DE POLI-L-ARGININA 24KD E
CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n=35), salina (0.1ml, n=35) e lambda-carragenina
(100ug/0.1ml, n = 5) foram injetados no espago pleural. A celularidade produzida no exsudato
pleural foi expressa em células totais x 10, e foi analisada apés 1, 4 e 6 horas ap6s a injecao
intrapleural de poli-L-arginina e 4 horas apos a inje¢do de carragenina. A lavagem da
cavidade pleural (adicionado salina 0.1ml, n=35) fornecen o valor basal (zero hora). (*
p<0.05)
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FIG lII-C
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FIG Ill- EFEITO DA INJECAO INTRAPLEURAL DE POLI-L-ARGININA 24KD E
CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n=3), salina (0.1ml, n=35) ¢ lambda-carragenina
(100ug/0.1ml, n=35) foram injetados no espago pleural. A porcentagem de PMN na
celularidade produzida no exsudato pleural, ¢ foi analisada ap6s 1, 4 e 6 horas apds a injegéo
intrapleural de poli-L-arginina e 4 horas apos a injegdo de carragenina. A lavagem da
cavidade pleural (adicionado salina 0.1ml, n=S5) forneceu o valor basal (zero hora). (*
p<0.05)
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mi de salina na cavidade pleural, ¢ avaliados 1 e 6 horas apds. A figlVa mostra uma
reabsorc¢do de 40% do volume injetado no grupo de animais que receberam 2 mi de salina -
intrapleural na 12 hora, e 60% na 62 hora. Na primeira hora ndo houve diferenga significativa
na migragéo celular quando comparada ao nivel basal de células na cavidade pleural ou com
o grupo que recebeu (.1 ml de salina. Na 62 hora ap6s a indugio da pleurisia houve diferenga
significativa na migracdo celular (p <0.001). FigIVa,b.

A FigVa,b demonstra o perfil da pleurisia induzida por poli-L-arginina 24 ¢ 115KD
(1mg/0.1ml/pleura). Nao houve diferenga quanto ao volume de exsudato. A celularidade foi
maior para a poli-L-arginina 24KD na 12 hora (p < (.05).

A dose de poliarginina de 1 mg/pleura poderia desencadear uma resposta inflamatéria
méxima, impedindo a determinagdo de diferencas dependentes do tamanho molecular dos
policitions. Utilizou-se poli-L-arginina 24 e 1392KD na dose de 300ug/pleura, e
comparou-se o efeito quanto ao volume produzido € celularidade 6 horas apés o estimulo
pleural. Nessa dose ndo houve diferenca significativa quanto ao volume de exsudato ¢ a
migragio celular para a cavidade pleural (FigVla,b)

A poli-L-arginina 24KD, foi utilizada nas doses de 100 ¢ 1000 ug/pleura (0.1ml) e
comparada a pleurisia induzida por carragenina 100mg/pleura ¢ salina (0.1ml) (Fig VII). O
volume de exsudato e a migragdo celular produzidos foram avaliados 6 horas apds a
introdugdo de policitions intrapleural. Houve diferenca significativa no volume de exsudato
¢ na celularidade. :

A poli-L-arginina 24KD foi utilizada em 3 diferentes doses 100, 300 ¢ 1000ug/pleura
(0.1ml). O volume de exsudato e a migracao celular foram avaliados 1, 4 e 6 horas ap6s a
injecdo intrapleural. A celularidade diferiu na 12 e 42 hora do experimento (p <0.05) e 0
volume de exsudato em todos os tempos estudados (p < 0.05).(Fig VIII).

I1-2-3 Deple¢dao de PMN

Os animais tratados com metotrexato mostraram uma redugio de 41% no niimero de
leucécitos circulantes (pré 13810x2400; pds 8162+ 1490), ¢ uma redugao de 68% na
porcentagem de PMN circulantes (pré 20.2x2.6%; pés 6.5x 1.4%).

A pleurisia foi induzida com poli-L-arginina 24KD 1mg/pleura, tanto em animais
controle como nos tratados com metotrexato. O exsudato € a celularidade foram analizados
4 horas apos a inje¢ao intrapleural de poliarginina. Houve uma reducéo significativa no
volume de exsudato produzido (2.1+0.08ml; 1.32+0.42ml; p<0.01), e uma reducdo no
niimero de leucocitos totais x 10™ que migraram para a cavidade pleural (23.3+ 1.4; 7.1+ 1.4;
p<0.001) (Fig IXa,b). Em um grupo a pleurisia foi induzida com carragenina em animais
controle e tratados com metotrexato, com 0 mesmo protocolo para a deple¢io de PMN,

II1-2-4 Antagonismo dos Receptores para Histamina e 5-HT

A pleurisia induzida pelo composto 48/80, 10ug/pleura (0.1ml), apresentou redugio
significativa no volume de exsudato produzido nos animais que receberam o antagonista de
receptor de histamina. O ntimero de células que migrou para a cavidade pleural foi reduzido
com o tratamento para os dois receptores (FigXa,b).
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FIG IV-A

Bl BASAL SALINA 0.1 ml SALINA 2 ml
ml

1.4 YY)
1.2}

1 .

# 8
08l
0.6
0.4+
0.2}
0:00 1:00

FIG IV- EFEITO DA INJEGAQ INTRAPLEURAL DE SALINA.

O volume de exsudato produzido aps a inje¢do intrapleural de salina em volumes distintos
(0.1mLn=5; ¢ 2min=5) foi mensurado em ml, e avaliado 1 e 6 horas apds a inje¢do
intrapleural. A lavagem da cavidade pleural (adicionado salina 0.1ml, n=35) forneceu o valor
basal (zero hora). (***p<0.001)
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FIG IV-B
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FIG IV- EFEITO DA INJEGAQ INTRAPLEURAL DE SALINA.

A celularidade no exsudato produzido apés a injegdo intrapleural éle salina em volumes
distintos (0.1mln=5; ¢ 2mi,n=>5) foi expressa em células totais x10°, e avaliada 1 e 6 horas
ap6s a injegao intrapleural. A lavagem da cavidade pleural (adicionado salina 0.1lml, n=5)
forneceu o valor basal (zero hora).( ***p < 0.001)
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FIG V-A
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FIG V- EFEITO DO PESO MOLECULAR NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

A poli-L-arginina 24 ¢ 115KD, (1mg/0.1ml,n =5 para cada grupo) foram injetadas na cavidade
pleural ¢ o volume de exsudato produzido foi avaliado 1, 4 e 6 horas apds a injecdo
intrapleural. O exsudato foi mensurado em mi.(** p < 0.01)
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FIG V-B
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FIG V- EFEITO DO PESO MOLECULAR NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

Apoli-L-arginina 24 ¢ 115KD, (1mg/0.1ml,n =5 para cada grupo) foram injetadas na cavidade
pleural e a celularidade no exsudato produzido foi avaliada 1, 4 ¢ 6 horas apés a injedio
intrapleural. A celnlaridade foi expressa em células totais x 106( * p<0.05,** p<0.01).
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FIG VI-A
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FIG VI- EFEITO DO PESO MOLECULAR NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

Apoli-L-arginina 24 e 139KD (1mg/0.1ml, n = 5 para cada grupo) ¢ salina (0.1ml, n=5) foram
injetadas na cavidade pleural e o volume de exsudato avaliado 6 horas apds a injegio
intrapleural. O volume de exsudato produzido foi mensurado em ml.



FIG VI-B
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FIG VI- EFEITO DO PESO MOLECULAR NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

Apoli-1-arginina 24 e 139KD (1mg/0.1ml, n = 5 para cada grupo) ¢ salina (0.1ml, n=>5) foram
injetadas na cavidade pleural e a celularidade do exsudato pleural avaliada 6 hgras apés a
injecao intrapleural. A celularidade produzida foi expressa em células totais x 10°.
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FIG VII-A
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FIG Vil- CURVA DOSE-RESPOSTA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD. COMPARACAQO COM CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24KD (100 ¢ 1000ug em 0.1ml, n=>5 para cada grupo) e carragenina
(100ug/0.1ml, n=5) foram injetados no espage pleural e o volume de exsudato pleural
produzido foi avaliados 6 horas ap6s a inje¢io intrapleural. O volume foi mensurado em ml.
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FIG VII-B
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FIG VII- CURVA DOSE-RESPOSTA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD. COMPARAGCAO COM CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24KD (100 e 1000ug em 0.1ml, n=35 para cada grupo) e carragenina
(100ug/0.1ml, n=35) foram injetados no espago pleural ¢ a celularidade do exsudato pleural

foi agaliada 6 horas apos a injecao intrapleural. A celularidade foi expressa em células totais
x 107,
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FIG VIII-A
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FIG VIli- CURVA DOSE-RESPOSTA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD EM FUNGAO DO TEMPO.

A poli-L-arginina 24KD (100, 300 ¢ 1000ug em 0.1ml, n =5 para cada grupo); e salina (0.1ml,
n=>5) foram injetadas no espago pleural e o volume de exsudato pleural produzido avaliado
1, 4 e 6 horas apoés. O volume foi mensurado em mi.
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FIG Vill-B
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FIG VIII- CURVA DOSE-RESPOSTA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD EM FUNGAO DO TEMPQ.

A poli-L-arginina 24KD (100, 300 € 1000ug em 0.1ml, n=>5 para cada grupo); e salina (0.1m],
n=>5) foram injetadas no espaco pleural e a celularidade do exséudato pleural avaliada1l,4e
6 horas apos. A celularidade foi expressa em células totais x 10°. (8 p<0.05, *** p<0.001)
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FIG IX-A
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FIG IX- EFEITO DO METOTREXATO NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLIARGININA.

Apoli-L-arginina24KD (1mg/0.1ml, n = 5) ¢ carragenina (100ug/0.1ml, n =4) foraminjetados
no espago pleural de animais normais (N) e tratados previamente com metotrexato (MTX).
O volume de exsndato produzido foi mensurado em ml e analisado 4 horas apds a injecéo
intrapleural.(**p <0.01)
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FIG IX-B
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FIG IX- EFEITO DO METOTREXATO NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLIARGININA.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n = 5) e carragenina (100ug/0.1ml, n = 4) foraminjetados
no espago pleural de animais normais (N) e tratados previamente com metotrexato (MTX).
A celularidade do exsudato produzido foi expressa em celulas totais x 10 e analisada 4 horas

apés a injegéo intrapleural.(** p<0.01)
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FIG X-A
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FIG X- EFEITO DA MEPIRAMINA E METISERGIDA NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml) ¢ o composto 48/80 (10ug/o.1ml) foram injetados no
espaco pleural de animais normais(N) e tratados (T) com mepiramina e metisergida. O
volume de exsudato produzido foi avaliado 1, 4 e 6 horas para os animais que receberam
poli-L-arginina e 1 hora apds para os que receberam o composto 48/80, e expresso em ml(n=
4 ou 5 para cada grupo) (* p<0.05, ** p<0.01)
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FIG X-B
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FIG X- EFEITO DA MEPIRAMINA E METISERGIDA NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml) e o composto 48/80 (10ug/o.1ml) foram injetados no
espago pleural de animais normais(N) e tratados (T) com mepiramina e metisergida. A
celularidade do exsudato pleural foi avaliada 1, 4 ¢ 6 apds a injecdo intrapleural de
poli-L-arginina e 1 hora apés a injegdo do composto 48/80. (n= 4 ou 5 para cada grupo) (*
p <0.05).

32



O antagonismo dos receptortes de histamina e serotonina reduziu em 50% o volume
de exsudato pleural na pleurisia induzida por poli-L-arginina 24KD (1mg/pleura), na 12 e

42 hora (figXa,b), porém nio houve redugio na migragio de leucdcitos para a cavidade
pleural.

I11-2-5 Deplegio de Histamina e S-HT

O composto 48/80 foi utilizado para a deple¢do de histamina e 5-HT. A pleurisia foi
induzida com poli-L-arginina 24KD, (1mg/pleura), ¢ o exsudato e a celularidade analizados
1 e 6 horas apos. Houve uma redugio de 84% do volume de exsudato produzido na 12 hora,
e uma redugio de 43,6% no nimero de leucdcitos que migraram para a cavidade pleural
nessa hora (FigXIa,b), na sexta hora o volume foi reduzido em 75% e o nfimero de celulas
em 47,5%.

Como controle do experimento, animais foram submetidos a pleurisia com o composto
48/80 (10ug/pleura) em um grupo tratado ¢ ndo tratado previamente. Houve redugio do
volume na 12 hora, e redugéo celular na 62 hora (Controle 0.2+ 0,07, n =4. Tratados 12.5+ 3,
n=4. p<0.05) (Fig Xla,b).

III-2-6 Antagonismo de Cargas

A heparina 50U foi injetada na cavidade pleural juntamente com a poli-L-arginina
24KD (1mg/pleura) e o exsudato e a celularidade analizados 1,4 e 6 horas apés a injegdo
intrapleural da mistura. A Fig XIIb, mostra a redugio dramética de 96% do volume de
exsudato pleural na 12, 42 ¢ 62 hora. A utilizagio da heparina 1000U iv, diminuiu o volume
de exsudato em 40% apenas na 42 hora, na pleurisia induzida por poli-L-arginina 24KD.
Quanto a celularidade, figXTIb, houve redugio apenas com a utilizagfo de heparina iv na 42
hora, quando a mistura heparina-poliarginina foi administrada houve um aumento da
celularidade produzida, porém a maioria dos exsudatos apresentava aspecto sanguinolento.

Um outro agente o sulfato de dermatam, também foi utilizado para a neutralizagao
de carga dos policdtions. Uma mistura contendo poli-L-arginina 115KD 1mg + sulfato de
dermatam 1.5mg, volume total de (.1ml, foi injetada e a andlise do volume de exsudato e a
celularidade realizados 4 horas apos. A fig X111a,b mostra os resultados obtidos.

I1I-2-7 Bloqueio da Cicloxigenase

A indometacina foi utilizada na dose de 2mg/kg/ip 30 minutos antes da injegdo
intrapleural do agente flogistico. A anélise do volume de exsudato e a celularidade foram
realizados 1 e 6 horas apés. Utilizou-se como controle do bloqueio da cicloxigenase pela
indometacina o0 modelo da pleurisia induzido pela carragenina (100ug/0.1ml/pleura)
(FigXIVa,b). Houve reducao significativa na celularidade na 62 hora.

Nio houve alteragio significativa do volume ou celularidade na pleurisia induzida por
poli-L-arginina 24KD e (1mg/pleura) (FigXIVa,b).
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FIG XI- EFEITO DA DEPLEGAO DE HISTAMINA E 5-HT NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

A poli-L-arginina 24 KD (1mg/0.1ml, n =5) ¢ o composto 48/80- foram injetados na cavidade
pleural de animais normais (N) ¢ tratados previamente com o composto 48/80 (T). O volume
de exsudato pleural produzido foi avaliado 1 € 6 horas apo6s a injegdo intrapleural. O volume
de exsudato foi mensurado em ml. (*** p<0.001) (n=35 para a poli-L-arginina, e n=4 para
o composto 48/80).
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FIG XI-B
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FIG XI- EFEITO DA DEPLECAO DE HISTAMINA E 5-HT NA PLEURISIA INDUZIDA POR
POLI-L-ARGININA.

A poli-L-arginina 24 KD (1mg/0.1ml, n = 5) e 0 composto 48/80 foram injetados na cavidade
pleural de animais normais (N) e tratados previamente com o composto 48/80 (T). A
celularidade do exsudago pleural foi avaliada 1 e 6 horas aps a inje¢do intrapleural, ¢ expressa
como células totais x 10°. (*** p < 0.001) (n =5 para a poli-L-arginina, ¢ n =4 para 6 composto
48/80).
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FIG XlI-A
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FIG Xll- EFEITO DA HEPARINA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n=35) foi injetada na cavidade pleural de animais
normais ¢ animais tratados com sulfato de heparina (1000U/iv). Sulfato de heparina
(50U,n=35) juntamente com poli-L-arginina 24KD foram injetados na cavidade pleural de
animais normais. O volume de exsudato foi analisado 1,4 ¢ 6 horas aps ainjecéo intrapleural.
O volume foi mensurado em ml. (*** p <0.001).
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FIG XII-B
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FIG XIl- EFEITO DA HEPARINA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA 24KD.

A poli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n=>5) foi injetada na cavidade pleural de animais
normais e animais tratados com sulfato de heparina (1000U/iv). Sulfato de heparina
(S0U,n=>5) juntamente com poli-L-arginina 24KD foram injetados na cavidade pleural de
animais normais. A celularidade do exsudato 6fc»i analisada 1, 4 e 6 horas apds a injegdo
intrapleural,e expressa como células totais x 10°, (*** p<0.001)
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FIG Xiil
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FIG Xill- EFEITO DO SULFATO DE DERMATAM NO VOLUME DE EXSUDATO NA
PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA 115KD.

A poli-L-arginina 115KD (1mg/0.1ml/pleura}, e poli-L-arginina 115KD(img) + sulfato de
dermatam (1.5mg) foram injetados na cavidade pleural (volume 0.1ml). O volume de

exsudato produzido foi avaliado 4 horas apés, € mensurado em ml. (n=>5 para cada
grupo).(*** p<0.001)
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FIG XIV-A
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FIG XIV- EFEITO DA INDOMETACINA NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD E CARRAGENINA,

Apoli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n =5) e carragenina (100ug/0.1mi, n = 5) foram injetados
na cavidade pleural de animais normais e tratados com indometacina (2mg/kg/ip 30 min. antes
da injecdo intrapleural). O exsudato pleural produzido foi avaliado 1 e 6 horas apds, e
mensurado em ml. (* p<0.05).
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FIG XIV-B
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FIG XIV- EFEITO DA INDOMETACINA NA PLEURISIA iINDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD E CARRAGENINA.

Apoli-L-arginina 24KD (1mg/0.1ml, n = 5) e carragenina (100ug/0.1ml, n = 5) foram injetados
na cavidade pleural de animais normais e tratados com indometacina (2mg/kg/ip 30 min, antes

da inje¢fo intrapleural). A celularidade do exsudato pleural foi avaliada 1 e 6 horas apos, e
expressa como celulas totais x 107, (** p<0.01).
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FIG XV-A
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FIG XV- NIVEIS DE TXB2 NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA (24 E 115KD)
E CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24 ¢ 115KD (1mg/0.1ml, N=35), salina (0.1ml, N=5) e carragenina
(100ug/0.1ml, n=>5) foram injetados na cavidade pleural e os niveis de TXB2 avaliado nesse
fluido 1, 4 ¢ 6 horas apds. O exsudato recuperado apés a lavagem da cavidade pleural
(adicionado 0.1ml de salina) forneceu os valores basais (zero hora, n = 5). Os niveis de TXB2
foram expresso em TXB2 total em ng.
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FIG XV-B
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FiG XV- NilVEIS DE 6-0x0-PGF1« NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA (24
E 115KD) E CARRAGENINA.

A poli-L-arginina 24 ¢ 115KD (1mg/0.1ml) e carragenina (100ug/0.1ml) foram injetados no
espago pleural, e os niveis de 6-0x0-PGF1« foram analisados 1, 4 e 6 horas apés. O exsudato
recuperado apds a lavagem da cavidade pleural (adicionado 0.1ml de salina) forneceu os
valores basais desse mediador. Os valores foram expressos como 6-0xo-PGF1« total em ng.
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FIG XVI-A
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FIG XVI- NiVEIS DE TXB2z NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA 24KD.
CURVA DOSE-RESPOSTA.

A poli-L-arginina 24K (100 e 1000ug/0.1ml) e salina (0.1ml) foram introduzidos no espaco
pleural e os niveis de TXB2 foram analisados no exsudato pleural produzido 6 horas ap6s a
inje¢do intrapleural. Os niveis de TXB2 foram expressos como TXB2 total em ng.
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FIG XVI-B
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FIG XVI- NiVEIS DE 6-0x0-PGF1« NA PLEURISIA INDUZIDA POR POU-L-ARGININA
24KD. CURVA DOSE-RESPOSTA.

A poli-L-arginina 24KD (100 e 1000ug/0.1ml) e salina (0.1ml) foram introduzidos no espacgo
pleural e os niveis de 6-0x0-PGF1« foram analisados no exsudato pleural produzido 6 horas
apos a inje¢do intrapleural. Os niveis de 6-0x0-PGF1« foram expressos como 6-0x0-PGF1«
total em ng.
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FIG XVII-A
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FIG XVIl- NIVEIS DE TXB2 NA PLEURISIA IMDUZIDA POR POLI-L-ARGININA 24KD.
EFEITO DO METOTREXATO.

A poli-L-arginina 24KD (100 ¢ 1000ug/0.1ml), carragenina (100ug/0.1ml) e salina (0.1ml)
foram injetados no espago pleural ¢ os niveis de TXB2 no exsudato pleural produzido foram

avaliados 4 horas apés a inje¢ao intrapleural. Os niveis de TXB2 foram expressos em TXB2
total em ng.
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FIG XVII-B
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FIG XVII- NIVEIS DE 6-0x0-PGF1« NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLI-L-ARGININA
24KD. EFEITO DO METOTREXATO.

A poli-L-arginina 24KD (100 ¢ 1000ug/0.1ml), carragenina (100ug/0.1ml) e salina {0.1ml)
foram injetados no espago pleural e os niveis de 6-0x0-PGF1« no exsudato pleural produzido
foram avaliados 4 horas apos a injegio intrapleural. Os niveis de 6-0x0-PGFi« foram
expressos em 6-0x0-PGF1« total em ng.
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FIG XVIIi
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FIG XVill- NIVEIS DE TXB2 NA PLEURISIA INDUZIDA POR POLIARGININA. EFEITO DO
SULFATO DE DERMATAM.

A poli-L-arginina 115KD (1mg/0.1ml) e poli-L-arginina (1mg) + sulfato de dermatam
(1.5mg) (volume 0.1ml) foram injetados na cavidade pleural e os niveis de TXB2 foram
analisados no exsudato formado 4 horas apés. (** p<0.01)
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I11-2-8 Radicimunoensaio

Os niveis basais de TXB2 € 60xoPGF1« total (concentragdo X volume) em ng da
cavidade pleural foram obtidos ap6s lavagem da cavidade pleural (TXB2: 6.0+2.4;
60x0PGF1«: 11.7+2.4; n=5).

A FigXVa,b mostra os resultados dos niveis de TXB2 e 60xoPGF1« na pleurisia
induzida pela poliarginina 24 ¢ 115KD (1mg/pleura), carragenina (100ug/pleura) e niveis
basais (lavagem das cavidade pleural com 2 ml de tampdo). Os niveis de TXB2 diminuiram
com o tempo na pleurisia induzida com poliarginina 115KD (p<0.01). Os niveis de
60x0PGF1« apresentaram perfil semelhante (p<0.001). A pleurisia induzida por
poliarginina 24KD apresentou queda nos niveis de TXB2 da 12 para a 62 hora (p <0.001), e
nos niveis de 6oxoPGFlalfda (p < 0.005).

A curva dose-resposta na pleurisia induzida pela poliarginina 24KD (100, 300, ¢
1000ug/pleura), mostrou queda nos niveis de TXB2 na administragio da dose de
300ug/pleura (p<0,01). Andlise realizada 6 horas apés a inje¢do intrapleural de
poliarginina. FigXVIa,b.

A pleurisia induzida por poliarginina 24KD (1mg/0.1mi/pleura) em animais
depletados de PMN mostrou uma queda nos niveis de 60x0PGF1« total (p < 0.05). Anélize
realizada 4 horas ap6s a introdugdo de poliarginina intrapleural. A pleurisia induzida com
carragenina (100ug/pleura/0.1mil) ndo alterou os niveis dessas prostaglandinas apés a
deplecio de PMN dos animais. Anélise realizada em 4 horas. Fig. XVIIa,b.

A administra¢do da mistura de suifato de dermatam (1.5mg) e poli-L-argininal15KD
(Img), diminuiu os niveis de TXB2 no exsudato pleural (p <0.01). Andlize em 4 horas.
Figura XVIIL

111-3 Conclusao e Discussao

A via de acesso da poliarginina nos animais foi fator fundamental na determinacio da
leucocitose em sangue periférico, a mesma dose de poliarginina por via pleural suscitou
leucocitose precose, como observado na adminisiragao de policitions iv. O aumento de
leucéeitos PMN no sangue periférico ocorreu apds o aumento de leucéeitos circulantes,
quando o mimero total de leucdcitos periféricos ja retornou a niveis basais. A administracao

de salina ou poliarginina intrapleural causou uma elevagdo dos leucécitos circulantes
provavelmente devido a manipulagio cirdrgica.

‘Os policitions demonstraram ser agentes capazes de induzir pleurisia em ratos com a
caracteristica de produzir um grande volume de exsudato sem hemorragia. Quanto a
celularidade foi um fenomeno de menor importincia quando comparado a pleurisia
induzido por outros agentes como a carragenina.

A pleurisia induzida por policitions ndo mostrou ser dependente do tamanho
molecular das poliargininas na dose de Img/pleura. A utilizacio de doses menores de
poliarginina (300ug) também ndo apresentou relagio carga-tamanho-molecular
dependente, pois doses grandes poderiam desencadear uma resposta maxima, mascarando
a relagdo efeito-carga. A pleurisia induzida pela poliarginina de menor peso molecular
(24KD) sempre apresentou tendéncia a causar maior migragio celular para a cavidade
pleural que a poliarginina de maior peso molecular {115KD).
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A utilizag¢io de poli-L-lisina (85KD) de tamanho molecular superior a poli-L-arginina
(24KD) nio mostrou diferenga na resposta a pleurisia, sugerindo que a resposta observada -
a poliarginina se deva principalmente a sua propriedade catiénica, e ndo a caracteristicas
especificas de sua molécula.

A migracio celular para a cavidade pleural foi pequena quando comparada a outros
agentes empregados no modelo da pleurisia. Tal fato provaveimente ocorre devido a
distenc¢do pleural causada pela grande quantidade de volume de exsudato na cavidade
pleural ap6s a pleurisia induzida por policitions. A introdugio de 2 ml de salina na cavidade
pleural levou a uma migracio celular importante na sexta hora do experimento, mesmo
quando comparado a agentes que causam grande migragdo para a cavidade pleural como a
carragenina, Na sexta hora do experimento a pleura do animal j4 havia reabsorvido 60% do
volume de salina injetado.

O leucécito PMN ¢ essencial para a resposta de alteragio de permeabilidade a
substdncias leucotdcicas, como CSa, LTB4, ¢ FMLP (substincia sintética baseada em
peptideos formil secretados por bacterias) (Williams & Jose, 1981; Samuelsson et al., 1979;
Schiffmann et al., 1975) Animais depletados de PMN ndo produzem edema em pele, mesmo
na presenga de PGE2 (Wedmore & Willams, 1981). A migragéo celular para a cavidade
pleural na pleurisia induzida por polications foi constituida principalmente por leucécitos
PMN. A deplecdo de PMN levou a uma reducido no volume de exsudato produzido na
migragao celular. Esses resultados indicam que a alteracio de permeabilidade que leva a
produgio de exsudato pleural induzida por policitions e dependente dos PMN.

Estudos em modelo de inflamagdo em animais, como exemplo o edema de pata em
rato, sugerem que a resposta vascular aguda (vasodilatacio e aumento da permeabilidade
vascular) resulta na liberagio de mediadores de baixo peso molecular: histamina, 5-HT,
bradicinina e prostaglandinas (Di Rosa et al., 19712). Wedmore & Willams (1981)
demonstraram que o edema induzido por histamina em pele de coelho nio é afetado quando
0s animais sao depletados de PMN. Bloqueadores de histamina e 5-HT reduziram o volume
de exsudato pleural na pleurisia induzida por policdtions nas primeiras horas do
experimento. Essa resposta aos bloqueadores j4 era esperada uma vez que substincias
catibnicas como o composto 48/80 degranulam o mastédcito (Kazimierczak & Diamond,
1978). E descrito que em ratos a histamina tem pequena participacio na alteragio da
permeabilidade vascular (Rowley & Benditt, 1956; Wilhelm et al., 1962) porém a resposta
inflamatéria na pleurisia induzida por poliarginina foi reduzida peio bloqueador de
histamina, a mepiramina. A migragio celular ndo foi afetada com a utilizacdo desses
bloqueadores. a dose dos bloqueadores foi eficaz, pois houve bloqueio do volume de
exsudato e da migracio celular na pleurisia induzida pelo composto 48/80.

Quando os animais foram depletados de histamina ¢ serotonina a redugio no volume
de exsudato foi maior, e houve inibi¢io da migracio celular.

Durante um estimulo inflamatério ou imunolégico a superficie do mastdcito é
estimulada e ocorre liberagao dos granulos contendo aminas catidénicas como a histamina e
substancias anionicas como a heparina. Pensa-se que a heparina seja armazenada
juntamente com essas aminas para a prevengao da difusao da histamina, através de ligagio
ionica (Scully et al.,1986). Estudos de polications in vitro demonstram liberacio de
metabolitos da cicloxigenase em cultura de células endoteliais de aorta, fibroblastos e célula
epitelial glomerular (Needham et al., 1988; Shier et al., 1984,1986; Pugliese et al., 1987). O
processo inflamatério desencadeado pelos polications no espago pleural nao € afetado pelos
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mediadores derivados dos metabolitos da cicloxigenase. A indometacina ndo reduziu o
volume ou celularidade no exsudato pleural. A dose utilizada foi eficaz, uma vez que houve:
inibigio na pleurisia induzida por carragenina. A pleurisia induzida por policitions
apresentou uma redugao nos niveis de TXB2 e 60xoPGF1« tempo-dependente, porém nio
dose dependente. Os niveis de 60xoPGF1« sempre foram inferiores ao basal da cavidade
pleural, ¢ foram reduzidos durante experimentos em que os animais foram depletados de
PMN. A mistura sulfato de dermatam + poliarginina foi capaz de reduzir a quantidade de
TXB2 no exsudato pleural. Ao contrédrio de estudos com policdtions em cultura de células,
estes experimentos in vivo demostram que as prostaglandinas estao diminuidas, e que
bloqueadores da cicloxigenase ndo afetam a evolugéo do processo inflamatério.

Provavelmente a mistura de poliarginina e sulfato de dermatam seja um fator irritante
na cavidade pleural, uma vez que a administragio desse agente anticoagulante, heparina
50U, na cavidade pleural ndo aumentou a migra¢do dos leucécitos. E descrito que a
administracdo intravenosa de heparina reduz o edema de pata induzido pela carragenina,
agdo esta decorrente da diminuigdo da formagdo de fibrinogénio (Wiseman & Chang, 1969).
Hanahoe & Jones (1988), supoe que aredugio do edema de pata induzido pela carragenina
seja decorrente da diminuigdo do fator de Hageman, uma vez que a heparina j4 apresenta
a caracteristica de diminuir o fibrinogénio. Antunes et al.,, 1990, também cbservaram
inibi¢do do edema de pata induzido por policitions ap6s a administragdo de heparina iv. A
utilizagao de heparina na pata juntamente com o polication aboliu em maior grau a resposta
inflamatéria através do aumento de sitios aniénicos na superficie endotelial vascular. A
superticie do endotélio vascular ¢ a membrana basal glomerular (Skultelsky et al.,1975;
Simionescu et al., 1981; Barnes et al,, 1984) contém sitios anidnicos. A heparina aboliu o
volume de exsudato produzido na pleurisia induzida por policitions quando dada
localmente, possivelmente por interagéo de cargas com os policdtions. Esses resultados
sugerem que a superficie pleural possue sitios anidnicos.
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Capitulo IV
Edema de Pulmao



IV - Edema de Pulmao

V-1 Introdugéo

IV-1-1 Anatomia Pulmonar

I- Epitélio Pulmonar. O epitélio alveolar é formado por uma delgada camada de
células escamosas, células tipo I, que ocupam 95% da 4rea total da superficie alveolar, e
células cubdides, tipo 11, que recobrem pequena drea na superficie do alvéolo. Um terceiro
tipo célular, mais raro, encontrado nessa superficie, as células em escova, localizadas
préximo ao bronquiolo terminal (Weibel et al., 1976). As células epiteliais apresentam-se
como uma camada ininterrupta, através de ligagdes chamadas "zonulae occludentes". O
epitélio é impermedvel a moléculas grandes, como proteinas plasmaticas (Taylor, 1970), e
permedvel a d4gua (Gee & Staub, 1977).

II- Endotélio Capilar. Comparado a "zonulae occludentes” do epitélio pulmonar, as
jungdes do endotélio capilar sao relativamente menos potentes (Chinard et al., 1962;
Schneeberger & Karnovsky, 1976). O endotélio dos capilares pulmonares sdo os tinicos 2-3
vezes mais permedveis a moléculas soliveis em dgua que os endotélios de outros 6rgaos
(Renkin, 1964), sendo altamente permeédvel a proteinas plasmdticas (Landis &
Pappennheiner, 1963). Além da passagem direta através da membrana plasmaética, 4gua e
solutos podem passar através do endotélio por fendas intercelulares e canais na membrana
celular de cada lado do endotélio (Simionescu et al., 1975). Estd claro que constitue a
principal barreira para a entrada de proteinas para o espaco alveolar e o epitélio pulmonar
(Brigham et al., 1974). Na superficie luminal do endotélio encontramos mosaicos de
microdominios aninicos (Pietra et al., 1983).

I1I- Espago Intersticial. Na regido em que as membranas basais do endotélio e epitélio
se encontram ha fuséo, com formagao de uma tinica camada. Esta € a regido fina. Na regido
espessa, em que encontramos duas camadas de membrana basal, existe um tecido
conjuntivo, destinado a sustengdo dos capilares. A partir do alvéolo, o intersticio € ocupado
por mucopolissacarides, especialmente o dcido hialurdnico, que apresenta a fungdo de

diminuir a difusdo de moléculas pequenas e 4gua, ajudando também na elasticidade desse
meio (Harris & Health, 1986).

IV-1-2 Sitios AniOnicos na Barreira Alvéolo-capilar

No trajeto em que o epitélio pulmonar est4 em contato com o capilar pulmonar a
membrana basal € Ginica, e constituida por 3 camadas de densidades diferentes amicroscopia
eletrénica. A camada lamina rara, que estd em contato com o epitélio pulmonar ¢ contém
maior densidade de sitios anidnicos que a ldmina rara em contato com as células endoteliais
(Vaccaro & Brodi, 1981). Na regido em que a l4mina basal é dupla, encontramos uma
camada de tecido conjuntivo composta por proteoglicanos e glicoproteinas de alto peso
molecular. A maior parte dos proteoglicanos contém grande quantidade de sulfato e sdo
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altamente anidnicos (Pietra, 1984). A superficie do alvéolo puimonar é coberta por uma
camada de glicocalix rico em glicoproteinas aniénicas (Kuhn, 1968). :

IV-1-3 Modelos Animais

Uma grande variedade de modelos animais tém sido utilizada para a reprodugio da
SARA (sindrome da angustia respiratéria do adulto), a administragio da toxina do antrax
(Beal & Dalldorf, 1966), enterotoxina estafilococica (Finegold et al.,1967), endotoxina
(Borg et al.,1985; Brigham & Meyrick, 1986), «-naftil-tiuréia (Richter et al., 1945),
adrenalina (Stone & Loew, 1949), aloxana (Cotrell et al., 1967), solugbes 4cidas (Alexander,
1968), indugdo de hipoxia (Kish, 1965), instilagio de 4gua salgada e doce (Reibord and Spitz,
1966), pneumonias virais (Plummer & Stone, 1964), sulfato de aménia intraperitoneal
(Hayes & Shiga, 1970), didlise com membrana de celofane (Craddock et al., 1977),

introducdo de complemento intratraqueal (Larsen ez al.,1980), etichlorvinil (Fisher et al.,
1977).

IV-1-4 Mediadores

Desde a descrigio da SARA que se procura os mediadores responsiveis pela sua
fisiopatologia. A correlagéio entre o inicio do edema pulmonar ¢ alteragdo nos mediadores
seria de extrema importéncia, pois mediadores funcionariam como marcadores precoces da
doenga.

1- A histamina leva ao aumento da permeabilidade pulmonar mesmo em pequenas
doses (Brigham & Owen, 1975).

2- A serotonina ndo altera a permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, mas
aumenta a pressao hidrostética capilar devido a contracido da artéria pulmonar ¢
pequenas veias pulmonares (Brigham & Owen, 1975).

3- O papel da bradicinina na patogénese do edema de pulmio nio estd bem
estabelecido, e apesar de causar um aumento da permeabilidade em capilares
sistémicos esse efeito nao foi observado na circulagio pulmonar. A perfusao de
pulmdo isolado com bradicinina leva a discreto edema (Lewis et al., 1963).

4- O fator de necrose tumoral por via sistémica em altas doses aumenta a

permeabilidade pulmonar levando a formacgéo de edema de pulmio (Stephens ef
al., 1988).

5- Em modelos de SARA em carneiro, com endotoxina, a administracdo de
N-acetilcisteina atenuon o aumento da pressio arterial pulmonar, a resisténcia
vascular, e preveniu a queda do fluxo cardiaco (Bernard et al., 1984).

6- Aleucocitose observada durante a hemodiélise em humanos é devida ao sequestro
de PMN no pulmio (Craddock et al., 1977). O PMN e recrutado para o pulméao
durante o edema pulmonar possivelmente por dois mecanismos: liberagéo de
fatores quimiotdticos através dos macréfagos alveolares (Kasmierowski et al.,
1978) e fatores derivados do compiemento (C5a) (Larsen et al., 1980).

7- As prostaglandinas aumentam o conteddo proteico da drenagem linfatica
pulmonar, porém acredita-se que este aumento ocorra devido ao aumento da
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pressdo hidrostética, secunddria & administragio das prostaglandinas. As

prostaglandinas ndo alteram a permeabilidade microvascular pulmonar (Bernard -
& Brigham, 1986).

8- Substdncias catibnicas causam edema ¢ vasoconstrigdo pulmonar que sédo
bloqueados com agentes aniénicos (Chang et al., 1987).

IV-1-5 SARA

A sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA) tem sido aceita como uma
categoria clinica desde a época passada. Porém encontram-se relatos de sindromes
semelhantes desde 1914, quando W. Pasteur relata um caso de colapso pulmonar macigo
devido a faléncia da capacidade inspiratoria. Durante a 1* Grande Guerra Mundial os
médicos do exercito descrevem o colapso pulmonar maci¢o ap6s trauma em outras regides
extra-pulmonares. Posteriormente, em 1945,

Bradford, apresenta a teoria que a sindrome se imiciaria em uma pequena drea
pulmonar e entdo se expandiria por todo pulmao, € denominou a sindrome de "wet lung".
A melhoria do atendimento médico durante a 22 Grande Guerra Mundial, fez com que a
sobrevida dos soldados em choque aumentasse, e o nimero de casos decorrente do colapso
pulmonar macigo aumentou, agora denominado "traumatic wet lung”. Durante a guerra do
Vietnan a ressucitacao dos soldados com fluido j4 se iniciava no campo de batalha, a
incidéncia da SARA aumenton ainda mais. As autopsias gerais revelavam 89% dos soldados
mortos apresentavam aumento no peso pulmonar (Connors ef al, 1981).

Ashvbaugh (1967), descreve 12 pacientes que apresentavam dispnéia, hipoxemia ndo
responsiva ao oxigénio, perda da complacéncia pulmonar, ¢ opacificagdes pulmonares ao
radiograma pulmonar. A doenga de base variava desde infecgdo viral ao trauma grave. A
autopsia de 7 desses pacientes revelou um pulméio edemaciado, com aumento de peso,
hiperemia, aumento de didmetro dos capilares pulmonares, hemorragia intersticial ¢
alveolar, ¢ 6 pacientes apresentavam membrana hialina. Os achados eram muito
semelhantes aos de neonatos com sindrome da angustia respiratéria, e Ashbaugh
denominou essa entidade de sindrome da angustia respiratéria do adulto (Ashbaugh et al.,
1967).

A taxa de mortalidade atual em pacientes com SARA é de 60-70% e ndo mudou desde
que a sindrome foi descrita, apesar da melhora das condigbes nos centros de terapia
intensiva.

IV-1-6 Objetivo

O objetivo deste capitulo € descrever o efeito da administragio de substincias
catibnicas intratraqueal, e seus provaveis mediadores.
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IV-2 Material e Métodos

IV-2-1 Animais

Foram utilizados ratos machos (Wistar, 250-400g), para os seguintes experimentos:
hemograma do sangue periférico, edema de pulmio, determinacdo da sobrevida dos
animais, LBA e histologia. Também foram utilizados coelhos (New-Zealand, 2,5Kg),
cobaias (Linhagem inglesa 300-400 g) ¢ camundongo (Swiss, 30-40g) para a andlise
histologica.

IV-2-2 Métodos

O indice pulmonar seco-imido foi determinado apés a indugdo do edema de pulmaio.
Em amostras do LBA determinou-se a concentragdo proteica ¢ os niveis de TXB2 ¢
60x0PGF1«.

IV-2-3 Tratamento

- Os ratos foram tratados previamente com o composto 48/80 para a deplegdo de
histamina e serotonina, e depletados de PMN através da utilizagio de metotrexato.

IV-3 Resultado

IV-3-1 Frequéncia Respiratoria

Apos a injegdo intratraqueal de 1 mg{1mg/ml) de poli-L-arginina 115KD, os animais
apresentaram aumento da frequéncia respiratdria (134.7+ 3.86;n = 8; p < 0.001), em relagio
a0s que receberam salina (1ml/IT) (87.4+0.94;n=7).

IV-3-2 Hemograma

A administrag¢io de poli-L-arginina 115KD (1mg/IT) em ratos causou uma leucopenia
em sangue periférico na primeira hora apds a indugio do edema de pulmaio. A Fig I mostra
os resultados do mimero de leucdcitos periféricos em animais que receberam
poli-L-argininal15KD (1mg/ml/IT) € em animais que receberam salina (1ml/TT).

IV-3-3 Sobrevida dos Animais

O edema de pulmao foi induzido em tres grupos de animais, através da inje¢éio de 1
ml da solugdo de poli-L-arginina diluido em salina: 1) 115KD {1mg/IT); 2) 24KD (1mg/IT);
3)Grupo controle com salina (1ml/IT). Os resultados foram expressos em porcentagem de
sobrevida em cada grupo FiglL
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FIG |- EFEITO DA POLI-L-ARGININA INTRATRAQUEAL NOS LEUCOCITOS
PERIFERICOS.

A poli-L-arginina 115KD (1mg/1ml), e salina (1ml), foram injetas pela via intratraqueal € o

namero de leucdcitos (leucdeitos mm™ x 107) analisado pré injegdo € ap6s 1, 4, 6, 12 € 24 horas.
{n=23 para cada grupo. ** p <(.001).
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FIG li- EFEITO DA POLI-L-ARGININA INTRATRAQUEAL NA SOBREVIDA DOS ANIMAIS.

A poli-L-arginina 24 e 115KD, (1mg/1ml), e salina (1ml) foram injetados pela via traqueal e
a sobrevida dos animais avaliada 1, 3 e 6 horas apés . (24KD 1h:n=35, 3h:n=12, 6h:n=12;
poli.1153KD 1h:n=19, 3hin="7, 6h:n=28; salina 1h:n =14, 3h:9, 6h:n=13),
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IV.3-4 Indice Pulmonar Seco-dmido

O edema de pulmaio foi induzido através da inje¢do intratraqueal de poli-L-arginina
24KD (Ilmg/ml), e um grupo controle recebeu salina (Im{/IT). O indice pulmonar
séco-imido foi analisado 1,4 ¢ 6 horas ap6s a injegdo IT. A figlll mostra que o indice
pulmonar nos grupos que receberam poliarginina foram menores que aqueles produzidos
pela salina, ou seja, houve edema pulmonar, durante todo o experimento.

O indice pulmonar séco-imido foi também realizado apés o LBA, e niao houve
diferenca significativa entre o grupo controle com salina, ¢ o grupo tratado com
poli-L-arginina 115KD (1mg/T).

IV-3-5 Lavado Broncoalveolar (LBA)

O LBA nos animais que receberam poli-L-arginina 115KD (1mg/IT) foi analisado 1,
4, ¢ 6 horas ap6s a injegdo IT. O volume recuperado diferiu significativamente do controle
durante todo experimento. Fig.IV-A

O nimero de leucécitos no LBA aumentou (Fig. IV-B) em relagio aos animais que
receberam salina (IT), a partir da 42 hora, com um pico na 62 hora. Esse aumento célular
ocorreu principalmente pelo aumento de PMN, na 6 hora onde o niimero de leucdcitos e
méximo, a porcentagem de PMN atinge 80% das células constituintes do LBA. Fig. IV-C.

O aumento na migra¢do célular foi tempo dependente (1h 15.3+4.7x 106; 6h
51.5+1.9x10"; p< 0.01).

IV-3-6 Efeito da Poliarginina Intravenosa no LBA

Com o objetivo de avaliar o efeito da poliarginina intravenosa na celularidade do LBA,
animais foram injetados com 1 mg de poli-L-arginina 115KD (iv/0.4ml) e introduzido salina
IT (1mi). Um grupo controle recebeu salina (1ml) IT e salina iv (0.4ml). A poliarginina por
via endovenosa nao alterou a celularidade do LBA, Fig V. O niimero de células no LBA
diferiu significativamente no grupo que recebeu poliarginina I'T na sexta hora.

IV-3-7 Comparacao das Cargas de Policdtions no LBA

Comparou-se a poli-L-arginina 24 ¢ 115KD (1mg/IT), e poli-L-lisina 2 KD (1mg/IT)
com salina (1ml/IT). O experimento foi realizado 3 horas apés a inje¢do IT. Fig VI-A e B.
A poli-L-arginina 115KD apresentou maior migragido celular que a de menor peso
molecular (p< 0.01)

IV-3-8 Curva Dose-resposta no Edema de Pulmao Induzido por Poliarginina

A utilizagdo de concentracoes crescentes de poli-L-arginina 24KD, Fig.VI-ABCD, na
indugio do edema de pulméo mostrou um aumento na mortalidade dos animais. Houve
aumento da migragio celular para o espago alveolar relacionado ao aumento da dose
(100-1000ug), em experimentos analisados 3 horas apds a inje¢do IT. A porcentagem de
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FIG IlI- EDEMA DE PULMAO INDUZIDO POR POLI-L-ARGININA. INDICE PULMONAR
SECO-UMIDO (%).

A poli-L-arginina 115KD (1mg/1ml) e salina (1ml) foram injetados pela via traqueal € o
edema de pulmido mensurado 1, 4 e 6 horas apés. (Poli. 6h: n=6; n=>35 para os grupos
restantes. *** p <0.001).
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FIG {V-A
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FIG IV- EDEMA DE PULMAO INDUZIDO POR POLI-L-ARGININA. EFEITO NO { BA.

A Poli-L-arginina 115KD (1mg/1ml)e salina (1ml) foram injetados pela via traqueal ¢ a
porcentagem do volume recuperado foi mensurado 1, 4 e 6 horas apés. (Poli.1h:n=5,4h:n=3,
6h:n=2; salina lhin=>5, 4h:n=4, 6h:n=5). (** p<0.01; *** p<0.001.)
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FIG IV-B
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FIG IV- EDEMA DE PULMAQ INDUZIDO POR POLI-L-ARGININA. EFEITO NO LBA.

A Poli-L-arginina 115KD (1mg/iml)e salina (1ml) foram injetados pela via traqueal e a
celﬁularidade avaliada 1, 4 e 6 horas apos. A celularidade foi expressa como células totais x
10".(Poli.1h:n =5, 4h:n=3, 6h:n=2; salina lh:n=35, 4h:n=4, 6h:n=5). (** p<0.01; ***
p<0.001).
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FIG IV-C
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FIG IV- EDEMA DE PULMAQ INDUZIDO POR POLI-L-ARGININA. EFEITO NO LBA.

A Poli-L-arginina 115KD (1mg/lml)e salina (1ml) foram injetados pela via traqueal ¢ a
porcentagem de PMN da celularidade do LBA foi avaliada 1, 4 ¢ 6 horas apés. (Poli.1hin=35,
4h:n=23, 6h:n=2; salina 1h:n=5 4h:n=4, 6h:n=>35). ( ** p<(0.01).
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FIG V
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FIG V- EFEITO DA POLI-L-ARGININA INTRAVENOSA NO LBA.

Grupol: Poli-L-arginina 115KD 1mg/0.4ml/iv e salina 1mYIT. Grupo II: salina 0.4ml/iv e
salina 1mUIT. Grupo III: Salina 0.4ml/iv e poli-L-arginina 115KD 1g1g/1mI/IT . A
celularidade foi avaliada 1 e 6 horas ap6s, e expressa como células totais x 107, *** p<(.001.
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FIG VI
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FIG VI- COMPARAGAO DO PESO MOLECULAR DOS POLICATIONS NO EDEMA DE
PULMAQ. Poli-L-arginina 24 e 115KD 1mg/1mIAT, e poli-L-lisina 2KD 1mg/1mi/IT, sallna
1mI/IT. A celularidade foi avaliada apds 3 horas, & expressa como células totais x 10°,

(Poliarginina 115KD n =4, poliarginina 24KD n =5, palilisinan=5, salinan=4). * p<0.05,
** n<0.01.
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PMN no LBA aumentou com a utilizacdo de doses maiores. A poli-L-arginina 24KD
(500ug/IT) mostrou maior migragio celular que doses menores (100ug/AT), em -
experimentos realizados 24 horas apés. No grupo que recebeu poli-L-arginina 24KD
(2mg/IT), o experimento foi realizado em 90 minutos para evitar o sofrimento dos animais.
Em relagio a poli-L-arginina 115KD houve a mesma relagio dose-resposta ao niimero de
células que migraram para o espago alveolar em experimento realizado 3 horas ap6s

(po]%—L—argininallSKD 1mg/IT 12.7+ 1.7; poli. 300ug/IT 12.4= 1.0; poli. 100ug/IT 7.7 = 0.39
x 10%; p < 0.001). Fig VIL

IV-3-9 Neutralizagio de Cargas

Verificou-se o efeito da neutraliza¢ao da poli-L-arginina 11SKD (1mg/IT) através da
utilizagio de sulfato de dermatam (1.5mg + poliarginina Img). A mistura, formou um total
de 1ml, e foi injetada IT. O experimento analisado 1,4 e 6 horas apdés a injegao IT.

A sobrevida, Fig. VIII, nos animais que receberam a mistura foi de 1009 durante todo
experimento, os animais que receberam apenas poli-L-arginina 115KD a sobrevida foi
decrescente com o tempo {1h: 100%; 4h:50%; 6h: 25%).

IV.3-10 Proteinas

A quantidade de proteinas no 'LBA aumentou nos grupos que receberam
poli-L-arginina 115KD. Para descartar a hip6tese de um aumento proteico devido a
presenga da poli-L-arginina 115KD, construiu-se uma curva padrido com ¢ sem a dose
méxima que a poliarginina atingiria no LBA em cada amostra (10ug/100ul). Fig.IX. O
aumento na concentragio proteica do LBA foi tempo dependente, atingindo concentragoes
méximas na sexta hora apos a injegido intratraqueal (p < 0.01). A fig X mostra os resultados
das concentragdes proteicas, no edema de pulmdio induzido pela poli-l-arginina 115KD
(1mg/IT) 1, 4 ¢ 6 horas ap0s.

A fig. XI mostra a concentragdo proteica na primeira hora no grupo que recebeu
poli-L-arginina 115KD (1mg/IT), e nos grupos tratados com sulfato de dermatam (1.5mg/IT)
durante todo o experimento (1, 4 e 6 horas). A quantidade proteica no LBA foi reduzida
drasticamente na primeira hora quando comparada ao grupo que néo recebeu sulfato de
dermatam.

IV-3-11 Deplec¢io de PMN

Houve uma redugio no nimero de lencdcitos ciraglantes ap6s a deplegio de PMN
nos animais de 41% (pré: 13.8+2.4; p6s 8.1x 1.4x10-3/mm”; n = 5), e uma redugio de 67.9%
na porcentagem de leucécitos PMN (pré: 20.2+2.6; p6s: 6.5+ 1.4; n=>5).

Utilizou-se como controle salina (1ml) IT, ¢ um grupo recebeu somente
poli-L-arginina 115KD (1mg/IT), e o terceiro grupo poli-L-arginina 115KD(1mg/IT) em
animais previamente tratados com metotrexato, o experimento foi realizado 1,4 e 6 horas
ap6s a injecao IT. A Fig. XII-A mostra que os animais depletados de PMN apresentaram
menor migragdo de leucéeitos para o espago alveolar, durante todo o experimento, porém
sem redugio na mortalidade dos animais quando comparado com os animais que receberam
apenas poliarginina, Fig XTI-B.
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FIG VII-A
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FIG VI- CURVA DOSE-RESPOSTA NO EDEMA DE PULMAQ INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L~arginina 24KD (100, 300, 500, 1000 e 2000ug/1ml/IT), salina 1ml/IT, (n=S5 para cada
grupo). A sobrevida dos animais foi avaliada em 90 minutos para poli. 2mg, ¢ em 3 e 24 horas
para as demais doses.
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FIG-VIIB
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FIG VI- CURVA DOSE-RESPOSTA NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 24KD (100, 300, 500, 1000 ¢ 2000ug/1ml/IT), salina 1mI/IT. (n=>5 para cada
grupo). A porcentagem do volumne recuperado foi avaliada em 90 minutos para poli. 2mg, ¢
em 3 e 24 horas para as demais doses.
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FIG VII-C
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FIG VII- CURVA DOSE-RESPOSTA NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L-~arginina 24KD (100, 300, 500, 1000 e 2000ug/1ml/IT), salina 1mi/IT. (n =S5 para cada
grupo). A celularidade no LBA foi avaliada em 90 minutos para polé. 2mg, e em 3 € 24 horas
para as demais dosess. A celularidade foi expressa céulas totais x 10°. (**p<0.01)
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FIG VII-D
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FIG VI- CURVA DOSE-RESPOSTA NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDQ PELA
POL!I-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 24KD {100, 300, 500, 1000 € 2000ug/1ml/IT), salina 1mI/IT. (n=>5 para cada
grupo). A porcentagem de PMN da celularidade do LBA foi avaliada em 90 min para a poli
2mg ¢ em 3 horas para as demais doses. (* p< 0.05)
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FIG VI
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FIG VIIl- EFEITO DA NEUTRALIZAC DE CARGAS NO EDEMA PULMONAR INDUZIDO
PELA POLI-L-GININA NA SOBREVIDA DOS ANIMAIS.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1ml/T, e poli-I-arginina 115 KD + sulfato de dermatam l.mg
(mistura em 1mYIT). A sobrevida foi avaliada 1, 4 € 6 horas apos a injecdo IT.(n=5 ou 6 para
cada grupo)
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FIG IX

} =~ Curva Padrao  —*— Curva Padrao + P.arg I

Absorbancia 750 nm

1.6

1.2

f

0.8

0.6

0.4
0.2

0_ | | 3 1 L
0 20 40 60 80 100 120

Concentracao Proteica ug/ml

FIG IX- EFEITO DA POLI-L-ARGININA NA CURVA PADRAQO DE PROTEINA.

Poli-L-arginina 115KD 10ug adicionado aos seguintes pontos da curva padréo: 0, 50 e 100 ug
de ovoalbumina bovina.
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FIG X
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FIG X- CONCENTRACAQ PROTEICA NO LBA APOS INDUGAO DO EDEMA DE PUMAO
PELA POLI-L-ARGININA.

Poli-l-arginina 115KD 1mg/1mlAT, salina 1ml/IT. Experimento 1, 4 ¢ 6 horas apos.
Poliarginina 1h: n=35,4h:n=3, 6h:n=2; salina 1ih:n=>35, 4h:n=4, 6h:n=>5.
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FIG XI

B pPoli-L-arg.115KDAT KN p.arg.+ Sulf Derm/iT I

Proteina Total {mg)

1:00 4:00 6:00

FIG XI- EFEITO DA NEﬁUTRALIZAQ;E\O DE CARGAS NA CONCENTRAGAO PROTEICA
NO LBA APOS INDUCAO DO EDEMA DE PULMAQ PELA POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1mVIT, e poli-L-arginina 115KD 1mg + sulfato de dermatam
1.mg/ volume total 1m/IT. Experimento realizado 1,4 e 6 horas apds. Poliarginina 1h: n=6;
poliarginina + sulfato de Dermatam 1h: n=6, 4h:n=6, 6hin=>5. (** p< 0.01)
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FIG XIIA
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FIG Xll- EFEITO DO METOTREXATO NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1ml/IT, e poliarginina em grupos tratados com metotrexato,
salina 1ml/IT. A sobrevida foi avaliada 1, 4 e 6 horas apés.(Poliarginina 1h: n=>5, 4h: n=35,
6h: = 6; poliarginina + metotrexato e salina cada grupo com n=35)
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FIG XII-B
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FIG XIl- EFEITO DO METOTREXATO NO EDEMA DE PULMAQ INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1ml/IT, e poliarginina em grupos tratados com metotrexato,
salina 1mIAT. A celulari%adc foi avaliada 1, 4 e 6 horas apés. A celularidade foi expressa
como células totais x10°.(Poliarginina 1h: n=5, 4h: n=35, 6h: n=46; poliarginina +
metotrexato e salina cada grupo com n=>5) (** p<0.05).
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IV-3-12 Deplecao de Histamina e 5-HT

O edema de pulmio foi induzido com poli-L-arginina 24KD (1mg/IT) em animais
controle e tratados com o composto 48/80. O experimento foi conduzido 1 e 6 horas apés a
injecdo intratraqueal. Os animais depletados de histamina e 5-HT ndo apresentaram
diferenca significativa quanto ao volume recuperado ou quanto a sobrevida Fig XIII-A,
porém a migragdo celular para o espago alveolar foi reduzida na 12 e 62 hora, Fig. X1II-B.

O edema de pulmio foi induzido pelo composto 48/80 (10ug/IT)

em animais controle e tratados previamente com ¢ composto 48/80. Os animais
tratados apresentaram redug¢io da migracdo celular na 12 hora do experimento. Ndo houve
diferenca significativa na quantidade de volume recuperado e a sobrevida foi de 100% no
grupo tratado e controle. Fig XIII-A,B.

IV-3-13 Eicosanéides

O edema de pulmio foi indvuzido com poli-L-arginina 11SKD (1mg/IT), e salina
(1mi/IT), como controle. O experimento foi conduzido 1, 4 e 6 horas apés. A figXTV-A
mostra que a concentragio de TXBz2 total do LBA nos animais tratados com poli-L-arginina
estd significativamente diminuida na 12 hora do experimento, apresentando uma elevagio
na 42 hora. Os niveis de 60xo-PGF1« permaneceram sempre baixos para ambos grupos, nio
havendo diferenca significativa entre eles. FigXIV-B.

Nao houve diferenca significativa nos niveis de TXB2 total, em ng, do LBA de animais
injetados com poli-L-arginina 115KD (1mg/IT) (4.6+ 1.2;n =6) ¢ a mistura poli-L-arginina
115KD (1mg) + sulfato de dermatam (1.5mg) IT (7.6+ 1.7, n=>5) na 12 hora. Nas horas
seguintes apenas os niveis de TXB2 dos animais tratados foi verificado (4h:4.1+ 0.7, n=6;
6h: 6.4+2.0; n=>5). Fig. XV.

IV-3-14 Histologia Pulmonar

A Fig. XVI-A,B mostra um pulmio controle, apés 4 horas de injetado com 1ml de
salina IT, em aumento 400X, e pulméo tratado com poli-L-arginina 115KD (1mg/1ml/IT),
aumento 400X. O pulmio que recebeu poliarginina apresenta grande quantidade de
hemdceas e liquido no espago alveolar, observando-se também infiltragdo discreta de PMN.

Ainjecdo IT de poliarginina em outras espécies como o camundongo, cobaia e coelho
determinou lesdes semelhantes as observadas no rato. Como mostram as Fig. XVII. Ae B
ainfiltragdo leucocitaria nas lesdes induzidas no coelho foi significativamente maior quando
comparadas as observadas nas outras espécies estudadas.

A histologia do pulméo de um rato que casualmente sobreviveu por sete dias mostrou
reacdo caracterizada por proliferacido fibroblastica focal e aumento da celularidade
intersticial (Fig. XVIII). Observa-se também, auséncia de infilitrado de PMN restando
reduzido niimero de macréfagos intralveolares (FigXVIII-C).
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FIG Xlll-A
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FIG Xlll- EFEITO DA DEPLECAO DE HISTAMINA E 5-HT NO EDEMA DE PULMAO
INDUZIDO PELA POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 24KD 1mg/1ml/IT em animais normais e¢ animais tratados com (T) o
composto 48/80. Composto 48/80 10ug/1ml/IT em N e T. A sobrevida foi avaliada 1 ¢ 6 horas
apos.(Poliarginina 1h: n=4, 6h: n=6, poliarginina + tratamento 1h: n=4, 6h: n=>5.
Composto 48/80 1h: n=3, 6h: n=4. Composto 48/80 + tratamento lh: n=4 e 6h: n=4)
(**p<0.01)
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FIG Xill-B
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FIG XlIIl- EFEITO DA DEPLEGAO DE HISTAMINA E 5-HT NO EDEMA DE PULMAQ
INDUZIDO PELA POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 24KD 1mg/iml/IT em animais normais e animais tratados com (T) o
composto 48/80. %‘omposto 48/80 10ug/Imi/IT em N e T, A celularidade foi expressa como
células totais x 10°. Experimento realizado em 1 e 6 horas apos. (Poliarginina 1h: n=4, 6h:
n=6, poliarginina + tratamento 1h: n=4, 6h: n=5. Composto 48/80 1h: n=3, 6h: n=4.
Composto 48/80 + tratamento 1h: n=4 e 6h: n=4). (**p<0.01)
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FIG XIV-A
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FIG XiV- NIVEIS DE TXB2 NO LBA DO EDEMA DE PULMAQO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L~arginina 115SKD 1mg/1mI/IT, ¢ salina iml/IT. TXB3 total em ng, mensurado 1,4¢e 6
horas apds.(Poliarginina 1h: n=35, 4h: n=4, 6h:n=2. Salina lh:n=35, 4hin=4, 6h:n=3), **
p<0.01.
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FiG XIV-B
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FIG XIV- NIVEIS DE 6-0x0-PGF1-« NO LBA DO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1ml/IT, ¢ salina 1ml/TT. 6-OXO-PGF1- total em ng, mensurado
1, 4 e 6 horas ap6s. (Poliarginina 1h: n=5, 4h: n=4, 6hn=2. Salina 1h:n=35, 4h:n=4,
6h:n=35). ** p<0.01.
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FIG XV
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FIG XV- EFEITO DAj\IEUTHALIZA(;f\O DE CARGAS NOS NIVEIS DE TXB2 NO LBA DO
EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA POLI-L-ARGININA.  Poli-L-arginina 115KD
1mg/1ml/IT, poli-L-arginina 115KD 1mg + sulfato de dermatam 1.5mg/ volume total de
1mi/IT. Poliarginina 1h: n=6. Mistura 1h:n=>5, 4h: n=6, 6h: n=>5.
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FIG XVI- ALTERAGOES MORFOLOGICAS NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POPLI-L-ARGININA EM RATOS.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1ml/IT. Experimento 4 horas ap6s. A- Salina aumento 400X,
B-Poliarginina, aumento 400X. Mostrando intenso acimulo de material eosinofilico
intralveolar. C- poliarginina aumento 1600X. mostrando marginalizacdo leucocitdria e
acamulo de eritrdcitos ¢ material eosinofilico extravascular.
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FIG XVII- ALTERAGOES MORFOLOGICAS NO EDEMA DE PULMAQO INDUZIDO PELA
POLI-L-ARGININA NO COELHO.

Poli-L-arginina 24KD 4mg/kg/IT, solucao 1mg/mi. Mostrando acUmulo de material
eosinofilico intralveolar ¢ intenso infiltrado predominantemente neutrofilico. (A: aumento

400X; B: aumento 1600X).
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FIG XVIIl- ALTERAGOES MORFOLOGICAS NO EDEMA DE PULMAO INDUZIDO PELA
POU-L-ARGININA EM RATOS, EFEITO TARDIO.

Poli-L-arginina 115KD 1mg/1mI/IT. Experimento em 7 dias. A- Notam-se lesOes
inflamatdrias focais e alveolos distendidos e rompidos.(aumento 400X). B- Detalhe dafigura
anterior mostrando infiltrado inflamatério mononuclear e proliferagio fibrobléstica
(aumento 1600X). C- Alvéolos com presenca de material eosinofilico rendilhado e
macrofago alveolar "espumoso” {aumento 1600X). Nota-se auséncia de PMN em A B, e C.
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IV-4 Conclusdes e Discussio

A introducio de policitions via traqueal resultou em taquipnéia duradoura e a
presenga de liquido espumoso e sanguinolento na narina dos animais. Esses sinais
precediam a morte dos animais, e optou-se pelo sacrificio dos animais antes da instalacdo
do quadrdo clinico completo, na tentativa de evitar o sofrimento dos animais. A mortalidade
aumentou com o tempo sendo méxima apds a 62 hora da injegao IT de poliarginina.

A introdugdo de poliarginina intratraqueal em ratos, levou a uma leucopenia precoce
(12hora) em sangue periférico, acompanhado da presenga de aprisionamento de leuctcitos
em pulmio, segundo os achados em histologia pulmonar. A presenca de leucdcitos
principalmente do tipo PMN no LBA reforga o conceito de que a queda dessa célula no
sangue periférico € devida ao seu sequestramento no pulméo, como pode acontecer em
outros modelos de SARA em animais (Stephens et al., 1988)

A migragio celular para o espago alveolar se deu principalmente as custas de PMN,
apresentando um aumento tempo ¢ dose-dependente com a administragio de poliarginina
IT. O PMN f{oi implicado como principal agente desencadeador da SARA em humanos e
animais, baseado nos achados de histologia nessas situagoes (Esbensahde et al., 1979).

Atualmente acredita-se que o leucécito nao seja o agente desencadeador, mas que seja
atraido para o pulmao pela acdo das quimiocininas produzidas por macréfagos e CS, pois
pacientes leucopénicos € animais depletados de PMN continuam a apresentar a SARA. O
modelo de edema de pulmao induzido por policdtions também nao mostrou ser dependente
do PMN uma vez que animais depletados de PMN apresentaram a mesma mortalidade
encontrada nos animais nio depletados de PMN.

A presenca de policitions no espago aéreo desencadeou um edema pulmonar,
mantido durante todo o experimento. A diminui¢io do indice pulmonar séco-timido na
administra¢do de poliarginina intratraqueal € 0 aumento na celularidade observada no LBA
foi acompanhado da presenca de liquido e migracio de PMN no espago alveolar como
observado a histologia. '

A deplegdo de histamina e 5-HT nos animais apenas reduziu a migracio celular, sem
reduzir a mortalidae. Torna-se dificil a explicagdo para a redugio de células no LBA no
edema de pulmio induzido pela poliarginina frente a depleg¢do de histamina ¢ 5-HT uma
vez que o pulmao de rato ndo apresenta mastocitos em sua constituicio.

A quantidade de proteinas no LBA aumentou dramaticamente no grupo de animais
que receberam poliarginina intratraqueal, ¢ foi méxima na sexta hora do experimento. A
principal barreira para a passagem de proteinas para o alvéolo e o epitélioc pulmonar
((Brigham ef al., 1974). A neutraliza¢do das cargas dos polications, foi o tnico fator que
diminuiu a mortalidade dos animais. A perda da configura¢io anidnica no intersticio e
superficie da barreira alvéolo-capilar foi fator fundamental na determinagéio da mortalidade
do edema de pulméo induzido por policitions.

E descrito niveis aumentados de TXB2 e 6 0xo0PGF1e durante a SARA, e algumas
das anomalias encontradas nessa sfndrome atribui-se a esses mediadores. Os niveis de TXB2
foram reduzidos no edema de pulmio induzido pela poliarginina, porém mantiveram-se
baixos com a utilizacdo da mistura de polidnions e policitions.

A introdugio de policitions na pata (Antunes et al.,1990), na derme e no periténeo
(Stein et al., 1956), na pleura e na via endovenosa (Capitulo III) ndo levaram os animais a
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morte. A instilagao intratraqueal de mesma dose de policdtions levou os animais a alta
mortalidade. A inje¢do de policitions intravenosa no levou a um maior aumento na
migragdo celular para o espago alveolar. Isto indica que é necessério a neutralizagdo de
cargas da superficie epitelial (ou membrana basal abaixo dela) para haver edema pulmonar.

descrito que substdncias catidnicas sdo indutoras do edema de pulméo e hipertensio
pulmonar, € que estes efeitos podem ser neutralizados com substincias aniénicas (Chang et
al., 1987; Fairman et al., 1987). A mortalidade dos animais ap6s induzido o edema de pulmao
com polications intratraqueal apenas foi drasticamente abolida apds a administracao de
agentes anibnicos.

A indugio da SARA através dos policdtions oferece um novo modelo para o estudo
da fisiopatologia e terapéutica dessa sindrome.

86



Capitulo V
Conclusdes Gerais



Conclusoes Gerais

A poliarginina e polilisina induziram a pleurisia em ratos.

A poliarginina e polilisina induziram edema de pulmio em ratos quando
administradas intratraqueal.

V-1 Efeito no Sangue

A poli-L-lisina in vitro inibe a formacdo de trombina e a aglutinagio e destrtui¢do dos
eritrocitos. Esses efeitos ocorrem in vivo apenas quando empregados em doses letais
(80mg/kg). A utilizagdo de polimeros dcidos heparina e 4cido poli-l-aspértico antagoniza o
distirbio hemolitico e de coagulacio (De Vries et al., 1953).

A administragio de poli-L-arginina por diferentes vias mostrou resultados distintos.
Através da via endovenosa levou a uma leucocitose periférica precoce, Capitulo III,
provavelmente devido ao aumento do hemat6crito, como soe acontecer na administragio
de sulfato de protamina (Fairman et al., 1987). A introdugao intrapleural no diferiu do
controle com salina na indugao da leucocitose tardia. Provavelmente os policitions chegem
a circulagdo com suas cargas neutralizadas. A via intratraqueal levou a uma leucopenia
precoce, devido ao aprisionamento de PMN no tecido pulomonar, visto a histologia
pulmonar, Capitulo I'V.

Assim como o pulmdo a pleura oferece uma grande superficie para a interacio e
neutralizagio dos policétions.

V-2- Pleurisia

Policitions induziram a pleurisia sem levar a morte dos animais, Capitulo III A
pleurisia foi tempo e dose dependente para a migragio celular ¢ dose dependente para o
volume de exsudato produzido. Nao houve dependéncia com a carga molecular utilizada da
poliarginina. Os PMN influenciaram no processo inflamatério induzido por policitions,
porém ndo foram agentes capazes de inibir a inflamacao, como observado com a utilizagio
de substéncias anionicas.

Prostaglandinas ndo desempenharam papel importante na evolugio da pleurisia
induzida por policétions, como observado nos niveis de TXB2 e 60x0PGF1-« do exsudato
pleural. A utilizagdo de bloqueador da cicloxigenase, indometacina, nio alterou a evolucio
do processo inflamatério pleural.

A pleurapossivelmente apresente sitios aniénicos em sua superficie, como ocorre com
os microdominios na superficie endotelial dos capilares.

V-3 Edema de Pulmao

De Vries (1953) utilizou polilisina (15mg/kg/iv) emratos e observou morte dos animais
dentro de 12 minutos. O exame histolégico pulmonar revelou edema perivascular e acumulo
de fluido no interior do alvéolo, A mortalidade dos animais foi abolida com a utiliza¢do de
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histamina. A administra¢io de suifato de protamina por via endovenosa leva a hipertensao
pulmonar revertidos com a utilizagéo de compostos anidnicos como a heparina e albumina -
(Chang et al., 1987, Fairman et al., 1987).

A administragio de poliarginina (3mg/kg) em ratos ndo levou os animais a morte
quando injetado intraplantar (Antunes et al., 1999), intrapleura ou intravenoso (Capitulo
IIT). A mesma dose intratraqueal causou uma mortalidade de 70% na sexta hora. Houve
uma migragio de PMN tempo ¢ carga dependente, cujo dpice culminou com a mortalidade
dos animais, porém a hip6tese de que o PMN seja responsével pela sindrome foi descartada
através da observacdo da mortalidade dos animais previamente depletados de PMN.
Animais depletados de PMN apresentaram a mesma mortalidade que o grupo que recebeu
apenas poliarginina intratraqueal.

Animais depletados de histamina e serotonina ndo apresentam reducdo da
mortalidade.

Prostaglandinas ndo desempenham um papel fundamental na indugio do edema de
pulmaéo.

A utilizacao de agentes anidnicos reduzin drasticamente o extravazamento de
proteinas do capilar pulmonar para o alvéolo, reduzindo para zero a mortalidade dos
animais.

V-4 Polications

Provavelmente a superficie pleural e alveolar apresentem sitios aniénicos em sua
superficie, formando uma barreira para a passagem de proteinas em seu interior. Os
polications na superficie pleural estimulariam os mastdcitos pleurais a liberarem histamina
e amplificarem o processo. A deplecdo de histamina e serotonina reduziu a resposta
inflamatdria observada na pleurisia. Na superficie alveolar do rato ndo hd mastdcitos, sendo
de localizagdo predominantemente tissular, e neste local a histamina provavelmente nio
atue como um agente amplificador do processo.

Mastécitos pulmonares humanos apresentam uma capacidade de liberar histamina
diferente dos mastécitos das superficies serosas de ratos na presenga de policitions (Holgate
et al,1982). A neutralizacio de sitios anidnicos em pulmido por substincias catidnicas
liberadas por bacterias ou por células durante o processo inflamatério pulmonar poderia
ser o inicio da SARA. A utiliza¢ao de compostos anidnicos no tratamento da SARA abriria
uma nova perspectiva terapéutica no tratamento dessa patologia.
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Summary



Summary

The surface of endothelial cells is covered by negatively charged microdomains. The
presence of cationic substances, for example polycations, in contact with rat skin,
peritoneum and paw initiates an inflammatory process characterized by the infiltration of
leukocytes and an increase in local permeability.

In this work, the effect of polycations (poly-L-arginine and poly-L-lysine) was studied
intwo surfaces with distinct physiological and morphological characteristics: the pleura and
the alveolus. For this purpose, a model of pleurisy and a model utilizing the intratracheal
administration of polycations were used.

Polycations were capable of inducing pleurisy and pulmonary edema. The
intratracheal administration of these compounds, in the same dose used via the pleural
route, resulted in a high mortality. The inflammatory response to these compounds depends
on the site of application. Histamine and 5-HT depletion reduced the volume of exudate

produced in animals subjected to pleurisy, but did not reduce the mortality in animals which
received polycations intratracheally.

Neutralization of the polycation charge, through the use of amionic compounds
(heparin and dermatan sulfate) markedly reduced the volume of pleural exudate and
completely abolished the lethal effect of polycations administered intratracheally.

These results suggest that the pleural and alveolar surfaces possess negatively charged
microdomains which may be neutralized during the inflammatory process. This hypothesis
suggests that anionic compounds may offer a new therapeutic approach to the treatment of
inflammation.
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