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RESUMO

Neste trabalho investigamos os efeitos de D-, L-nitro arginina metil éster (L-
NAME), D-, L-arginina, L-arginina metil éster (L-AME) e L-arginina etil éster
(L-AEE) em edema de pata em rato; descrevemos também os efeitos de L-
arginina, L-NAME e NG-monometil L-arginina (L-NMMA) em mastécitos
isolados do peritdneo de rato. )

L-NAME (0.15 umol/pata} reduziu significativamente o edema de pata
induzido por BK e 5-HT. L-arginina, D-arginina e D-NAME, nestas mesmas
doses, ndo interferiram na resposta edematogénica induzida por BK e 5-HT.
Em contraste, L- e D-arginina, L- e D-NAME, L-AME e L-AEE, na dose de 15

pmol/pata, aumentaram significativamente 0 edema de pata induzido por BK

e 5-HT.

O pré-tratamento dos animais com uma mistura de mepiramina (antagonista
H{) e metisergida {antagonista de 5-HT) aboliu 0 aumento produzido pelo L-
NAME, L-arginina e L-AME no edema de pata induzido por BK. Resultado
semelhante foi observado em animais que tiveram seus estoques de
histamina e serotonina cronicamente depletados. A indometacina (inibidor da
ciclooxigenase) e WEB 2086 (antagonista de PAF) ndo tiveram efeito no

aumento produzido por L-NAME no edema de pata induzido por BK e 5-HT.

L-NAME e L-arginina interferiram na detecgdo de histamina por fluorimetria.
L-arginina, L-NMMA e L-NAME, em concentracdo de 300 uM, nao afetaram
significativamente a liberagao de histamina /n vitro induzida por composto

48/80, quando medida através de radio-imunoensaio. L-arginina, L-NMMA e
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L-NAME induziram liberacdo de histamina em 40% dos experimentos apenas
e esta liberacdo foi significativamente menor (<10%) quando comparada

com a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (> 40%]).

Estes resultados indicam que a inibicdo observada com doses baixas de L-
NAME é devido a inibicdo da sintese de NO. O aumento observado com
doses altas de todos os analogos de arginina estudados é devido a
) degranulagdo de mastdcitos /n vive. Contudo, este fendmeno provavelmente
se deve a carga catidnica que estas substéncias apresentam, independente

da via L-arginina-NO.
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INTRODUCAO:

A resposta inflamat6ria aguda pode ser definida como uma reacao de
defesa do organismo frente a um estimulo nocivo. Os fendmenos envolvidos
neste processo compreendem lesdes celulares e teciduais, distdrbios
circulatérios, exsudacao e fenbmenos proliferativos reparadores.

Como descrito por Celsus (30 a. C. - 38 d. C.}, a inflamag&do aguda
caracteriza-se pelos sinais de: calor e rubor (hiperemia ativa, em que ha
maior afluxo de sangue arterial}, tumor (formado pelo exsudato que infiltra
os tecidos), dor (por estimulagdo de nociceptores, compressdo das
terminagdes nervosas pelo exsudato ou por lesdo destas estruturas).

Respondendo a um estimulo inicial, o processo inflamatorio envolve
uma interacdo complexa entre células do sangue, vasos sanguineos e
células do tecido que sofreu a agressdo, levando a modificagdes locais no
calibre vasculaf e no fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular
com consequente formagdo de exsudato, infiltragdo de leucOcitos para a
4rea afetada. Estes fendmenos sdo modulados através da ativagdo ou
liberacdo dos mediadores da inflamacdo de origem celular (histamina,
serotonina, prostaglandinas, leucotrienos, proteinas catidnicas, proteases
&cidas e proteases neutras) ou plasmética (cininas, fragbes do sistema
complemento, fatores do sistema de coagulagao}.

A  microvasculatura & o segmento do sistema vascular que
caracteristicamente responde aos estimulos nocivos, levando a modificagoes
morfologicas e funcionais. A microcirculagéo conecta a vasculatura arterial e
venosa. As pequenas artérias dividem-se em minusculas ramificagbes, as
arteriolas, que originam uma fina rede de capilares de onde 0 sangue é
drenado para vénulas emergentes. As anastomoses arteriovenosas permitem

a passagem de sangue das arteriolas diretamenie para as vénulas. A
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microcirculagdo estd sob constantes influéncias regulatorias de varios tipos
tais como nervosa, humoral e gquimica e sofre alteragbes através de
modificaces locais na concentragdo dos gases, pH e gradientes osméticos
produzidos pelos niveis de hormdnios circulantes e pela acdo de inumeras
substiancias vasoativas (Faria, 1988; Garcia-Leme, 1989).

As células endoteliais constituem um revestimento multifuncional em
todo o sistema circulatério e sdo separadas entre si por junghes
intercelulares de dois tipos basicos: jungbes ocludentes (tight) e jungdes
comunicantes {gap). Em resposta a determinados estimulos, © endotélio
vascular da area lesada torna-se menos restritivo que o normal a passagem
de constituintes do plasma para o tecido. Assim, as células endoteliais
podem aparecer menos alongadas, com nucleos compactos, tornando
visiveis os "gaps" intercelulares. O fenémeno é particularmente importante
para o aumento de permeabilidade vascular em vénulas pGs-capilares
observado durante o desenvolvimento da reagédo inflamatéria (Garcia-Leme,
1989).

As células endoteliais dispostas em uma monocamada envolvem o
sangue continuamente e tém sido associadas @ manutengdo da fluidez do
mesmo, sintetizando muitas substancias ativas, tais como: sulfato de
heparan, interleucina |, fator ativador de plasminogénio tecidual, varios
fatores de crescimento influenciando a angiogénese, prostaciclina, fator
ativador de plaguetas (PAF), fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF) e vérias substancias vasoconstritoras como endotelinas (Just, 1991).
Estas substincias produzidas pelas células endoteliais interagem com
plaquetas ou leucécitos da corrente sanguinea e, nos tecidos adjacentes,
interagem com células da musculatura lisa ou mastdcitos. Mensageiros

intracelulares como adenosina monofosfato ciclico, guanosina monofosfato



ciclico e/ou célcio modulam as acdes destas substancias produzidas pelas
células endoteliais {(Just, 1991). As células endoteliais s8o responsaveis,
ainda, pela sintese de componentes do tecido conjuntivo (laminina,
fibronectina), ligac8oc de lipase & lipoproteina e metabolismo de
lipoproteinas, conversdo de angiotensina | a angiotensina Il, inativagao de
catecolaminas e serotonina por monoamina oxidase (MAQ} e catecol-o-metil
transferase (COMT; Vanhoutte and Eber, 1991).

Injecbes intradérmicas de mediadores da inflamacdo como histamina,
bradicinina (Spector and Willoughby, 1968}, fator ativador de plaquetas
{PAF; Morley et a/, 1983; McGiven and Basran, 1984, Hwang et a/, 1985),
taguicininas {Chahl, 1977; Lembeck and Holzer, 1979; Gamse and Saria,
1985: Brain and Williams, 1989), leucotrienos By, C4 e Dg (Peck et al,
1981: Bray et a/, 1981) em pele de animais aumentam a permeabilidade
vascular. O aumento da permeabilidade vascular é potenciado quando estes
mediadores s3o co-injetados com  vasodilatadores  incluindo  as
prostaglandinas Eq, Eg, prostaciclina (Williams and Morley, 1973; Williams
and Peck, 1977; Chahl, 1977; Williams, 1979), 4acido araquidénico (Williams
and Peck, 1977), o neuropeptideo CGRP (Brain er a/, 1985; Brain and
Williams, 1989) e o polipeptideo intestinal vasoativo (Williams, 1982). E
possivel que a potenciacdo no edema causada pela co-inje¢do destes
vasodilatadores esteja relacionada, principalmente, com sua ag¢3do dilatadora
nas arteriolas locais levando a um aumento do fluxo sanguineoc com
consequente aumento na quantidade de proteinas extravasadas.

O EDRF foi descrito pela primeira vez em 1980 por Furchgott e
Zawadzki que, trabalhando com segmentos ou anéis de musculatura lisa
arterial de coelho, sobre o0s quais a acetilcolina produzia relaxamento,

sugeriu que este efeito ocorria de forma indireta, através da liberagdo de
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uma substancia das células endoteliais, uma vez que a remogao do endotélio
previnia o relaxamento induzido por acetilcolina. Isto sugeria que a ativagéo
dos receptores muscarinicos das células endoteliais induzia a geragao de
uma substancia labil capaz de se difundir facilmente para o musculo liso
vascular adjacente causando vasodilatacdo. Esta substéncia foi denominada
de EDRF (endothelium-derived relaxing factor).

Atualmente, o EDRF tem sido definido como sendo o préprio éxido
nitrico {(NO; Palmer et &/, 1987, lgnarro et al, 1987) e é originado do grupo
terminal guanidino do amino &cido L-arginina, através da N-oxidagao por
radicais de oxigénio, produzidos na ativagdo de fosfolipases (Hibbs et a/,
1987: Palmer et a/, 1988a,b) ou de um composto intermediario {(composto
organico nitroso, nitrito ou aménia) gerado no metabolismo deste terminal
(Ignarro, 1989). A sintese do NO ocorre de modo especifico e foi estudado
pela primeira vez por Palmer ef a/ {1988 a,b) trabalhando bom uma cultura
de células endoteliais de aorta de suinos como doadora de NO e uma tira
espiral de aorta de coelho como rebeptor do efluente. Foi demostrado que a
estimulacdo das células endoteliais com o iondforo de calcio A23187 libera
NO, que é originado a partir de L-arginina, mas nédo D-arginina e que esta
liberagdo 6 aumentada pela administracdo de L-arginina e L-citrulina, mas
ndo por D-arginina. A partir destes trabalhos, muitos outros foram feitos
sugerindo a especificidade na formag&o do NO, através da acéo da enzima
NO-sintase levando & formacdo do NO, gque é uma molécula endogena
responséavel pela estimulacdo da enzima guanil ciclase solivel em varios
tecidos como, cérebro, glandula adrenal, plaguetas. No entanto, o NO
liberado pela ativagdao de macréfagos € um fator citotoxico {(Moncada,
1992). Estas duas diversidades bioldgicas, comunicagdo intercelular e

citotoxicidade, diferem pela quantidade de NO liberada, o que leva a duas
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classes diferentes de NO sintase: uma € constitutiva, citosélica, dependente
de Ca2+ e calmodulina e libera picomoles de NO em resposta 2
estimulacdo; est4 presente no endotélio (Palmer et a/, 1987, Palmer and
Moncada, 1989), cérebro {Bredt et a/, 1990) e plaguetas (Radomski et a/,
1990). O outro tipo de NO sintase é induzivel, citosélica, independente de
Ca2t. sensivel a estimulo imunolégico e libera nanomoles de NO por longos
perfodos; sua induc8o é inibida por glicocorticoides e esta presente em
macrdéfagos ativados (Hibubs et al, 1987; Marletta et a/, 1988). Um terceiro
tipo de NO sintase tem sido descrita e é dependente de Ca2+ mas nio de
calmodulina, presente em neutréfilos polimorfonucleares (Hiki ef a/, 1991).

O envolvimento do NQO na resposta inflamatéria, aguda ou crénica,
nio estd totalmente esclarecido. No entanto, existem algumas evidéncias de
como o NO poderia modular a inflamagdo aguda, através dos seguintes
mecanismos: |
1. Controle do fluxo arterial: o NO é liberado pelas células endoteliais e
atingem a musculatura lisa vascular por difusdo ou através dos canails
comunicantes entre as células endoteliais, relaxando-a (Vanhoutte and Eber,
1991). O NO produz relaxamento da microvasculatura do misculo
tenuissimo de coelho in vivo (Persson et al, 1990}, da microvasculatura do
mesentério exteriorizado de rato (Fortes et al/, 1990}, anéis de artéria
omental de humanos (Vila et a/, 1991), de Imicrovasculatura da pele de rato
(Ralevic et al, 1992). O NO produz, ainda, inibicdo da adesdo e agregagao
plaquetéria in vitro (Furlong et a/, 1987; Radomski et a/, 1987; Sneddon and
Vane, 1988} e agregacao plaquetéria in vivo {May et a/, 1991). Estes efeitos
ocorrem através da estimulagdo da enzima guanil ciclase soldvel, levando a
um acdmulo de GMPc nos tecidos (Rapoport and Murad, 1983; Ignarro,

1989; Salvemini et a/, 1990; Salvemini et a/, 1991). Autacoides liberados
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localmente em uma reacao inflamatéria e que produzem vasodilatacao local,
como histamina (Toda et a/, 1984), serotonina (Cocks and Angus, 1983},
bradicinina (Cherry et al, 1982}, substéncia P (Zawadzki et al, 1981),
polications (Thomas et a/, 1989: Ignarro et a/, 1989; Antunes et a/, 1990}
induzem a liberagdo de NO.

2. Controle da permeabilidade vascular: a atuagao do NQ diretamente neste
controle ndc estd totalmente esclarecida, mas alguns mediadores da
inflamagdo que induzem a liberacdo de NO, ;uando injetados
intradermicamente em pele de animais aumentam a permeabilidade vascular,
tais como, histamina, bradicinina (Spector and Willoughby, 1968), fator
ativador de plaquetas (PAF; Moeley et a/, 1983; McGiven and Basran, 1984;
Hwang et a/, 1985), substancia P (Hughes et a/, 1990}, Recentemente tem
sido sugerido que o NO modula a permeabilidade vascular em bochecha de
hamster em resposta a adenosina b-difosfato e bradicinina (Mayhan, 1992).
3. Migragéo celular: leucécitos polimorfonucleares {PMN)} e mononucleares
produzem NO (Rimele et a/, 1988; Salvemini et a/,1989) e o préprio NO
inibe a ativacdo de leucocitos in vivo e in vitro, podendo estar envolvido no
fendmeno de adesdo, dependendo da dose utilizada {(Moncada, 1992}
Leucéecitos PMN e mononucleares circulam no sangue periférico e parte
deles margeia a parede vascular. Sob certas condicbes, comc em um
processo infeccioso, substancias sdo liberadas de células hospedeiras e
difundidas através dos tecidos formam um gradiente gue orienta a migragao
de PMN (quimiotaxia) para proximo da area lesada, podendo ocorrer a
fagocitose de substancias ou células responséveis pelo desencadeamento da
resposta (van der Valk and Herman, 1987). 0 monécito também é uma
célula circulante com muitas funcdes, dentre elas, a sua diferenciagcd@o nos

tecidos, transformando-se em histiécito, célula de Kupffer, macréfago
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alveolar e peritoneal e outras. Os mondécitos sao responsaveis pela defesa
nao especifica do organismo, com caracteristica de quimiotaxia e fagocitose
semelhantes as dos PMN (van der Valk and Herman, 1987). Os neutrofilos
produzem NO, o que parece estar relacionado com a citotoxicidade destas
células (Moncada, 1992}.

4. Células residentes: NO & produzido por mastécitos (Salvemini et a/, 1990}
que estdo presentes em inimeros tecidos como: pele, pulmao, intestino e,
quando ativados, liberam mediadores quimicos pré-formados, dentre eles,
histamina, heparina, serotonina e radicais livres que podem agir como
mensageiros em muitos processos fisiologicos e patolégicos como em uma
reacio inflamatéria aguda. O NO tem importante papel no controle da
reatividade destas células, através da estimulagdo da guanil ciclase solivel
que modula a liberagdo de histamina por estas células {Salvemini et al,
1991). O NO é produzido por macréfagos (Marletta et a/, 1988) a partir da
L-arginina. E um intermedidrio dos produtos finais NO2™ e NOg", os guais
possuem atividade citotéxica (Moncada, 1992).

5. Transmissdo neuronal: utilizando anticorpos marcados contra NO sintase
purificada de cerebelo, a localizacdo desta enzima foi mapeada
imunochistoquimicamente no cérebro, a qual foi encontrada em inervacao
neuronal da parte posterior da gléndula pituitéria, em fibras do nervo
auténomo na retina, em fibras nervosas do plexo mesentérico do intestino,
medula adrenal (Bredt et a/, 1990). Além disso, alguns neuropeptideos como
substancia P e CGRP, que s3o liberados de terminagdes nervosas periféricas
por véarios estimulos, sdo potentes vasodilatadores, contribuindo para a
instalagdo de uma inflamagdo neurogénica (Payan, 1989). A substancia P,
que é liberada de fibras C de terminais nervosas, ¢ um potente mediador da

farmacdo de edema em pele de rato (Brain and Williams, 1888} através da
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ativagdo de mastocitos ou agindo diretamente nas células endoteliais,
aumentando a permeabilidade vascular {Hughes et a/, 1990}). O NO parece
estar envolvido na modulagdo da resposta inflamatdria induzida por
substancia P {Hughes et a/, 1990} mas ndo modula a acdo do CGRP {Ralevic
et al, 1992).

Alguns analogos da L-arginina sdo descritos como inibidores da
sintese de EDRF. O NG-monometil-L-arginina (L-NMMA}, mas ndo o seu
enantidmero D-NMMA, inibe a liberacdo de EDRF em macréfagos (Marletta
et al, 1988), em fibroblastos de pulm&o de rato (Ishii et a/, 1990), em
mastécitos (Salvemini ef af, 1991}, em mdscule circular do ileo humano
(Maggi et a/, 1991), em aorta de sulno (Paimer et al, 1988b}, em aorta de
coelho (Rees et al, 1989), em microcirculagdo de mesentério exteriorizado
de rato (Fortes et af, 1990). Esta inibicdo é revertida pela L-arginina mas
ndo pela D-arginina (Rees ef a/, 1989; Salvemini et a/, 19381, Maggi et a/,
1991, Fortes et a/, 1990). _

Outros analogos da L-arginina também tém sido descritos como
inibidores da sintese de EDRF, como a L-nitro arginina {Ishii et a/, 1990;
Maggi et a/, 1991), nitro arginina metil éster (Moore et a/, 1990; van
Gelderen er a/, 1991), NW-nitro arginina benzil éster {inibicdo irreversivel;
Thomas and Ramwell, 1991} e NG-amino-L-arginina (Fukuto et a/, 1990).

Em 1990, Antunes e colaboradores, demonstraram que o L-NMMA
reduz de forma significativa o edema de pata induzido por poli-L-arginina em
rato. O anélogo estavel da prostaciclina, iloprost, reverte parcialmente o
efeito inibitéric do L-NMMA, sugerindo que este inibidor exerce seus efeitos
por reducdo de fluxo sanguineo, néo alterando a permeabilidade vascular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o envolvimento do EDRF, através

da utilizacdo de inibidores quimicamente derivados da arginina; e avaliar 0s
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efeitos da arginina e de alguns de seus anélogos na resposta inflamatéria
aguda, mensurada através da resposta edematogénica induzida por BK e 5-
HT em edema de pata em rato e por ativagdo de mastécitos isolados do

peritbneo de rato /n vitro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Procedéncia dos animais
Foram utilizados ratos machos Wistar procedentes do Biotério Central

da UNICAMP.

2.2. Edema de pata

Ratos machos Wistar {130-200 g, mantidos com agua e comida ad
libitum) foram anestesiados superficiaimente com éter e submetidos a uma
injegdo sub-plantar de 0.1 ml do agente edematogénico {dissolvido em
solucdo fisiolégica) na pata traseira esquerda do animal. O volume da pata
do rato foi medido imediatamente antes e apds a injecdo do agente
edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos, utilizando  um
hidroplestimdmetro {(modelo 7150, Ugo Basile, Italia}.

Os agentes edematogénicos utilizados foram a BK e a 5-HT nas doses
de 50 nmol/pata e 17 nmol/pata, respectivamente. Estas doses foram
previamente selecionadas a partir de curvas dose-efeito desses agentes, de
forma que fosse possivel modular {inibir ou aumentar) o edema formado nos
diferentes tratamentos utilizados.

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento do volume
da pata (ml), calculado por subtragdo do volume basal. Os resultados foram
apresentados como médias + erro padréo das médias. Em alguns casos, 0s
resultados foram apresentados como area {Area; ml.min}, calculada a partir
da curva de edema em funcdo do tempo, utilizando-se o método trapezoidal.

Eventualmente, os resultados foram expressos como % de variagao
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{aumento ou inibicdo) do volume total de edema em comparagdo com

animais controle, 0s quais receberam apenas solucéo fisiolégica.

2.3. Esgotamento crdnico dos estoques de histamina e 5-HT

O esgotamento crénico dos estoques de histamina e 5-HT dos animais
foi feito por injecdes repetidas do composto 48/80. O composto 48/80
(0.1% p/v, dissolvido em solugdo fisiolégical foi administrado
intraperitonealmente nos animais, de manhd e a tarde, perfazendo um tot:al
de 8 doses, comecando com a dose da tarde. Nas primeiras 6 injegdes, a
dose utilizada foi de 0.6 mg/Kg e nas duas ditimas, 1.2 mg/Kg. Os
experimentos foram realizados 5 a 6 horas apds a Gitima injegao do
composto 48/80 (Di Rosa et a/, 1971).

O esgotamento cronico foi considerado eficiente visto que o edema
subplantar induzido por composto 48/80 (10 ug/pata} foi reduzido

significativamente (76.0 + 5.3%, n=10).

2.4. Obtencédo do lavado peritoneal

Ratos machos {180-300 g) foram anestesiados profundamente com
éter e, a sequir, foram exanguinados por secgdo ampla dos vasos cervicais,
colocados em declbito dorsal e injetados intraperitonealmente com 10 ml de
tamp3o Krebs-Ringer. O abdémen foi massageado por cerca de 90
segundos; em seguida, foi aberto longitudinalmente e o lavado retirado. A
suspensdo de células foi centrifugada a 300g por 10 minutos {centrifuga
Hermle Z 380K}, o sobrenadante desprezado e ¢ precipitado ressuspenso
em solucio tampdo Krebs-Ringer (método de Uvnas and Thon, 1959,
modificado por Moran et al, 1962}. O ndmero de mastécitos presentes nesta

suspensdo de células peritoneais foi determinado através de esfregago em



laminas de vidro, coradas com solugdo de azul de toluidina {0.1%])}. A
contagem foi realizada através de microscopia éptica comum. A populacdo

de mastéeitos encontrada foide 11.2 + 0.8% (n=12).

2.5. Purificacdo dos mastécitos peritoneais

A suspensdo de células, obtida como descrito anteriormente, foi
centrifugada a 300g por 5 minutos & 49C e ressuspendida em 0.75 ml de
tampao Krebs-Ringer. A seguir, fo?am adicionados 3.5 ml de solugdo de
Percol isoténico e deixado sedimentar por 10 min. Apds a sedimentac¢io, foi
adicionado 0.5 ml de tampdo Krebs-Ringer ao topo da solucao e
centrifugada a 125g por 15 min a 40C. As fases superiores foram removidas
com o auxilio de uma pipeta Pasteur. O precipitado {onde estdo contidos os
mastdcitos em uma populacdo de 86.0 + 6.9%, n=18)} foi lavado duas
vezes com tampao KrebS-Ringer e centrifugado a 300g por & minutos a
40C, O rendimento foi determinado em c8mara de Neubauer numa dilui¢3o
de 1:2 em solucdo 0.1% de azul de toluidina {Enerback and Svensson,
1980).

A viabilidade das células (88.9 + 1.9%, n=10) foi avaliada por

exciusdo com azul de Trypan 0.1%, numa diluicdo de 1:2 em camara de

Neubauer,

2.6. Incubacédo dos mastécitos peritoneais

Apds purificacdo, a suspensdo de mastocitos foi padronizada para
uma concentracac final de 1-2x10% células/ml. Cada tubo de polipropileno
recebeu uma aliquota de 500 pll desta suspensdo de células e 300 pl de
solugdo tampio Krebs-Ringer. Os tubos foram colocados em banho-maria

por 10 minutos & 370C para estabilizagdo. Para a pré-incubagédo {37°C por
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1 hora} foram adicionados 100 pl de L-arginina {300 uMj, L-NMMA (300
1M}, L-NAME (300 pM) ou tampso Krebs-Ringer. A seguir, uma aliquota de
100 pl de composto 48/80 (0.5 ou 1.0 pg/mi} ou tampao Krebs-Ringer, foi
adicionada para uma incubac¢do de 10 min, perfazendo um volume final de 1
ml. Terminada a incubacdo, os tubos foram colocados em gelo para que a
lieracdo de histamina fosse interrompida e, em seguida, foram
centrifugados a 300g por 10 min. O sobrenadante (histamina liberada) e o
precipitado (histamina mastocitéria residual) foram separados e, aoseguir,
adicionado 0.2 ml de HCI 1IN e 1 mi de HCI 0.1N, respectivamente. O
sobrenadante e o residuo foram levados & fervura por 10 minutos para
rompimento de células. A concentragdo em cada tubo foi quantificada por
R!A com duplo anticorpo ou fluorimetria.

Os resultados foram expressos como porcentagem de histamina
liberada, calculada em fun¢dc da quantidade de histamina no sobrenadante
em relagdo 3 concentragdo total de histamina (sobrenadante + residuo).
Todos os valores foram corrigidos pela liberacdo esponténea de histamina

(16.9 + 3.2%, n=6), a qual ocorreu na auséncia de estimulo.

2.7. Dosagem de histamina por fluorimetria

Aliquotas de 2 ml de solugGes de histamina, com concentragdes
crescentes de 0.006 a 0.5 ug/mi, foram transferidas para tubos de ensaio.
A seguir, 0.4 ml de NaOH 1N foi adicionado em cada tubo, seguido por 0.1
ml de solucdo de OPT {1% em metanol). Apés 4 minutos, 0.2 ml de HCI 3N
foi adicionado, para estabilizacdo do complexo histamina-OPT, agitando-se
os tubos a cada nova adi¢cdo. A solucao foi transferida para uma cubeta e a
fluorescéncia medida a 450 nm, resultado da ativagao a 360 nm, em um

espectréometro de fluorescéncia Perkin-Eimer MPF-44B (Shore et a/, 1959}.
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2.8. Dosagem de histamina por RIA

As aliquotas de solucdo de histamina com concentracoes
desconhecidas foram diluidas (1:100) e a estas amostras foram adicionados
100 ui de histamina marcada {H3) seguidos por 100 pl de anticorpo para
histamina. Os tubos foram agitados fortemente e incubados a temperatura
ambiente por 30 min. Uma aliquota de 200 [l do segundo anticorpo de
histamina foi adicionada em cada amostra e os contetddos dos tubos foram,
entdo, ligeiramente misturados e incubados & 2-8°C por 30 min. Os tubos
foram centrifugados a 4000g por 15 min a 409C. O sobrenadante foi
aspirado e o precipitado diluido em 50 ui de NaOH 0.5N, 0.5 mi de agua
destilada e 4.5 m! de coquetel de cintilagdo. A radioatividade foi contada em
cada tubo durante 1 min utilizando um contador beta de cintilagdo. O
mesmo procedimento foi feito com padrées de histamina nas concentragoes
de 1.5 a 100 ng/ml. As concentragcbGes de histamina das amostras,
procedentes da incubagdo com mastocitos, foram determinadas & partir da

curva padrao de histamina.

2.9. Andlise estatistica
Os resuitados estdo expressos como médias -+ erro padro das
médias. A anédlise estatistica dos dados foi feita através do teste f de

Student ndo pareado, considerando-se p<0.05 como significante.
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3. RESULTADOS

3.1. Edema de pata induzido por BK
3.1.1. Efeito do L- e D-NAME

O edema de pata induzido por BK foi dependente de tempo, com
resposta maxima obtida em torno de 15-30 minutos (Figura 1). A co-
administracdo subplantar de L-NAME nas doses de 0.15 e 1.5 umol/pata
produziram inibicdo do edema (Figura 1), enquanto qJe na dose de 15
umol/pata produziu um aumento significativo. A area (ml.min) do grupo
controle foi de 3.78 + 0.20; do grupo que recebeu L-NAME 0.15
umol/pata: 2.76 + 0.41, p<0.05; L-NAME 1.5: 2.80 + 0.30, p<0.05; L-
NAME 15: 4.72 + 0.31, p<0.01.

be maneira semelhante, a administragc2o endovenosa deste composto
produziu inibigdo ou aumento do edema, dependendo da dose utilizada (100
e 370 umol/Kg, respectivamente; Figura 2j. A &rea (ml.min} do grupo
controle foi de 1.28 + 0.17; do grupo que recebeu L-NAME 100 pmol/Kg:
0.71 + 0.11, p<0.05; L-NAME 370: 1.64 + 0.14, p<0.05.

A co-administracdo do enantidmero inativo, D-NAME, na dose de
0.15 pumol/pata, ndo alterou a resposta edematogénica induzida por BK. No
entanto, na dose de 15 tmol/pata produziu aumento significativo do edema,
‘semelhante 3 resposta do L-NAME (Figura 3). A &rea (ml.min) do grupo
controle foi de 1.32 + 0.13; do grupo que recebeu D-NAME 0.15
pmol/pata: 1.46 + 0.15; D-NAME 15: 1.85 + 0.14, p<0.01.
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3.1.2. Efeito da L- e D-arginina

A co-administragdo de L-arginina produziu aumento significativo no
edema de pata induzido por BK nas doses de 0.15, 1.5 e 15 pumol/pata
(Figura 4).

A co-administracdo de D-arginina, enantidémero inativo, nao alterou o
edema induzido por BK nas doses de 0.15 e 1.5 umol/pata; no entanto, na

dose de 15 pumol/pata produziu aumento significativo do edema (Figura 5).

3.1.3. Efeito de alguns derivados da arginina e aminoacidos

A L-AME (15 umol/pata) e a L-AEE (15 umol/pata) produziram
aumento significativo do edema (Figura 6}. No entanto, o acido L-aspartico
(molécula polar carregada negativamente}, L-glicina (molécula polar sem
carga) e L-leucina (molécula apolar}, na dose de 15 umol/pata, nao

modificaram significativamente o edema induzido por BK (Figura 7.

3.1.4. Envolvimento da histamina e serotonina no aumento produzido por L-
NAME, L-AME e L-arginina

O aumento produzido pelo L-NAME (15 pmol/pata) no edema induzido
por BK foi abolido em animais tratados com uma mistura de mepiramina (6
mg/Kg) e metisergida (6 mg/Kg), administrada intraperitonealmente, 30 min
antes da inducdo do edema (Figura 8). Resultados semelhantes foram
obtidos no aumento produzido por L-arginina {15 umol/pata) e L-AME (15
umol/pata; Figura 9}.

O esgotamento cronico dos estogues de histamina e serotonina dos
animais, utilizando o composto 48/80, também aboliu 0 aumento produzido

por L-NAME (15 pumol/pata} no edema induzido por BK (Figura 10J.
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3.1.5. Efeito da indometacina e do WEB 2086

O pré-tratamento dos animais com O antagonista de receptores de
PAF (fator ativador de plaquetas), o WEB 2086 (20 mg/Kg, via oral, 30
minutos antes), ndo modificou significativamente o aumento produzido por
L-NAME {15 pmol/pata} no edema de pata induzido por BK (Tabela I). Da
mesma maneira, o inibidor de ciclooxigenase, a indometacina (10 mg/Kg,
i.p., 30 minutos antes), ndo modificou significativamente o aumento

produzido pelo L-NAME {15 umol/pata) neste edema (Tabela ).

3.2. Edema de pata induzido por 5-HT
3.2.1. Efeito do L-NAME

A B-HT injetada subplantarmente na pata do rato induziu a formagao
de um edema dependente de tempo, com pico aos 15-30 minutos (IFigura
11). A co-injecdo de L-NAME, na dose de 0.15 umol/pata, produziu discreta
inibicdo do edema. Na dose de 1.5 pmol/pata, o L-NAME n3o alterou o
edema; no entanto, produziu aumento significativo quando administrado na

dose de 15 pmol/pata (Figura 11).

3.2.2. Efeito da L-arginina

A L-arginina e a D-arginina ndo modificaram o edema induzido por b-
HT quando administradas na dose de 0.15 umol/pata. Doses maiores destes
compostos (1.5 e 15 umol/pata} aumentaram significativamente o edema
(Figura 12). A 4rea (ml.min) do grupo controle foi de 1.77 + 0.10; do grupo
que recebeu L-NAME 0.15 pmol/pata: 1.48 + 0.09, p<0.05; L-NAME 165:
2.33 + 0.13, p<0.01.
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3.2.3. Efeito de alguns derivados da arginina e outros aminoéacidos

A L-AME {15 pmol/pata) e a L-AEE (15 umol/pata) produziram
aumento significativo no edema de pata induzido por 5-HT, semelhante a
resposta obtida com a co-administragéo de D- e L- arginina nas mesmas
doses {Figura 13). No entanto, o edema produzido por 5-HT nao sofreu
alteragdo significativa quando os animais foram co-injetados com acido L-
aspértico, L-glicina e L-leucina, administrados na dose de 15 umol/pata

o

(Figura 14},

3.2.4. Efeito da indometacina e do WEB 2086

O pré-tratamento dos animais com WEB 2086 (20 mg/Kg, via oral, 30
minutos antes) nac modificou significativamente o aumento produzido por L-
NAME (15 umol/pata) no edema de pata induzido por 5-HT (Tabela Il}.

O pré-tratamento com indometacina (10 mg/Kg, i.p., 30 minutos
antes) também nioc modificou significativamente o aumento produzido por i-

NAME (15 pmol/pata; tabela ll}.

3.3. Efeito da L-arginina, L-NMMA, L-NAME e composto 48/80 na liberagdo
de histamina in vitro

A dosagem de histamina por fluorimetria baseia-se na formacao do
complexo l&bil histamina-OPT em meio fortemente basico, que € estabilizado
ap6s acidificagdo, e capaz de emitir luz a 4560 nm gquando estimulado a 360
nm. Assim, a intensidade de fluorescéncia emitida é proporcional a
concentragdo de histamina. Nas amostras de histamina gue continham
arginina ou algum de seus derivados, houve reducéo significativa na
fluorescéncia emitida pelo complexo histamina-OPT (Figuras 15 e 16} e

aparecimento de cor, impossibilitando, assim, o uso desta técnica nos
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protocolos experimentais onde houvesse presenga destes compostos em
concentracoes acima de 1.5 uM.

O espectro de absorgdo para os complexos OPT-derivados da arginina
(D- e L-arginina, D- e L-NMMA, D- e L-NAME} foram muitc semelhantes,
com um coeficiente de absar¢cdo molar médio a 450 nm (E450) de 27 M-
Tem-1 (variando de 16 a 41 M-tcm1). O espectro de absorgdo de
histamina apresentou um vale importante a 450 nm (comprimento de onda
onde ha emissdo maxima), apesar de que o valor de E450 (875 M-lem1)
foi maior que para os analogos da arginina. Embora este valor seja 32 vezes
maior que para os andlogos da arginina, estes dltimos foram utilizados, em
nossos experimentos, em concentracdes muito maiores (10.000 vezes
maior}, senda portanto, responsaveis pelo efeito "quencher" observado,
caracterizado pela inibigdo da curva de histamina (figuras 15 e 186).

No sentido de investigar o efeito de doses maiores destes compostos
{>1.5 uM) sobre mastécitos in vitro, foi utilizado RIA para a quantificagao
de histamina. Assim, os resultados abaixo foram obtidos através de Kit para
radio-imunoensaio, com o qual ndo se observou reatividade do L-NAME com
anticorpo para histamina. A capacidade do anticorpo de se ligar a histamina
marcada com H3 nao foi alterada na presenca de até 168 UM de L-NAME,
correspondendo a uma concentracio de 1 mM de L-NAME na suspensé&o de
células (@ média total de ligacdo foi de 105.4%, variando de 99.4 a
111.0%)

A dosagem de histamina por RIA baseia-se na formagao de um
complexo histamina-anticorpo especifico, que € isolado por centrifugacgao
ap6s reagdo com o segundo anticorpo.

0 L-NAME {300 pM}, L-NMMA (300 puM) e L-arginina (300 uM)

praticamente ndo induziram liberagdo de histamina de mastdécitos isolados
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do peritbneo de rato (3.0 + 3.3%; 6.9 + 5.2% e 101 + 5.2%,
respectivamente; n=3; resultados expressos em % de liberacédo; p>0.1). A
pré-incubagio com L-NAME (300 pM) ndo modificou a liberagdo de
histamina por composto 48/80 {0.5-1.0 pg/ml; 35.1 + 16.9% e 50.7 +
19.0: n=3; auséncia e presenga de L-NAME, respectivamente}. A liberagao
de histamina induzida por composto 48/80 (0.5-1.0 pg/ml} também néo foi
alterada pela pré-incubagio com L-NMMA (300 uM; 29.1 + 5.7% e 26.4 +
3.8%: n=23; auséncia e presenca de L-NMMA, respectivamente}, nem por
pré-incubagdo com L-arginina (300 pM; 28.1 + 5.7% e 18.4 + 14.2%;

n=3; auséncia e presenga de L-arginina, repectivamente).
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Figura 1: Efeito da administragdo subplantar de L-nitro arginina metil éster
{L-NAME) no edema de pata induzido por bradicinina. Bradicinina (50
nmol/pata) foi injetada individualmente em animais controle {O} ou co-
injetada com L-NAME nas doses de 0.15 ([}, 1.5 (W) e 15 (A) pumol/pata .
As barras verticais representam o erro padrao das médias (n=D5). As barras
verticais representam o erro padrao das meédias (n=D5b}. * n<0.05, quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 2: Efeito da administracdc endovenosa de L-nitro arginina metil éster
{L-NAME) no edema de pata induzido por bradicinina. Os animais foram
injetados com salina (O} ou L-NAME imediatamente antes da injecdo
subplantar de bradicinina (50 nmol/pata). As doses utilizadas de L-NAME
foram 100 {O) e 370 (A) umol/Kg. As barras verticais representam o erro
padrdo das médias (n=5). ¥ p<0.05; ¥** p<0.01, quando comparados ao

grupo controle.
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Figura 3: Efeito da administragdo subplantar de D-nitro arginina metil éster
(D-NAME) no edema de pata induzido por bradicinina. Bradicinina (50
nmol/pata) foi injetada individualmente em animais controle (4) ou co-
injetada com D-NAME nas doses de 0.15 (B}, 1.5 (O) e 15 (O) umoi/pata.
As barras verticais representam o erro padrdo das médias (n= 5-10). *

p<0.05; ¥* p<0.01, quando comparados ao grupo controle.
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Figura 4: Efeito da administragdo subplantar de L-arginina no edema de pata
induzido por bradicinina. Bradicinina (50 nmol/pata) foi administrada
individualmente em animais controle ou co-administrada com L-arginina nas
doses de 0.15, 1.5 e 15 umol/pata. As barras verticais representam o erro

padro das médias (n=5). ¥ p<0.05; *¥* p<0.01, quando comparados ao

grupo controle.
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Figura 5: Efeito da administragéo subplantar de D-arginina no edema de pata
induzido por bradicinina. Bradicinina (50 nmol/pata} foi administrada
individualmente em animais controle ou co-administrada com D-arginina nas
doses de 0.15, 1.5 e 15 umol/pata. As barras verticais representam o erro

padrio das médias {(n= 5-10). ** 5<0.01, quando comparados ao grupo

controle.
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Figura 6: Efeito da administragdo subplantar de L-arginina metil éster (L-

AME) e L-arginina etil éster (L-AEE} no edema de pata induzido por

bradicinina. Bradicinina (50 nmol/pata} foi administrada individualmente em

animais controle ou co-administrada com L-arginina (15 umol/pata), D-

arginina (15 pmol/pata), L-AEE {15 umol/pata} e L-AME (15 wmol/patal. As

barras verticais representam o erro padrdo das médias (n= 5-15).

p<0.01, quando comparados ao grupo controle.
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Figura 7: Efeito da administrag§o subplantar de L-glicina, L-leucina e acido L-
aspartico no edema de pata induzido por bradicinina. Bradicinina foi
administrada individualmente em animais controle ou co-administrada com L-
leucina {15 pmol/pata)l, L-giicina {15 pumol/pata) e acido L-aspartico (19

wmol/pata). As barras verticais representam o0 erfo padrdo das medias

{(n=10).
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Figura 8: Envolvimento da histamina e serotonina no aumento produzido por
L-nitro arginina metil éster (L-NAME) no edema de pata induzido por
bradicinina. Bradicinina (50 nmol/pata) foi administrada individualmente em
ratos controle, gue receberam salina (®) e em ratos pré-tratados com uma
mistura de mepiramina (6mg/Kg, i.p., 30 min) e metisergida (6 mg/Kg, i.p.,
30 min} (%). Bradicinina foi co-administrada com L-NAME (‘;5 pmol/pata}
em ratos controle (A} e em ratos pré-tratados com mepiramina e metisergida
{+). As barras verticais representam o erro padrdo das médias (n= 5-10). *
p<0.05 ¥k p<0.01, quando comparados 0s grupos pre-tratados aos seus

respectivos controles.
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Figura 9: Envolvimento da histamina e serotonina no aumento produzido por
L-arginina e L-arginina metil éster (L-AME} no edema de pata induzido por
bradicinina. Bradicinina (50 nmol/pata) foi injetada individualmente em
animais controle, que receberam salina e em animais pré-tratados com uma
mistura de mepiramina (6 mg/Kg, i.p., 30 min} e metisergida {6 mg/Kg, i.p.,
30 min). A bradicinina foi, ainda, co-administrada com L-arginina {15
Hmol/pata) em animais controle e em animais tratados; e foi co-administrada
com L-AME (15 umol/pata) em animais controle e em animais tratados. As
barras verticais representam o erro padrdo das médias (n= 5-10}. ¥
p<0.05; * %k p<0.01, quando comparados 0S grupos pré-tratados aos

seus respectivos controles.
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Figura 10: Envolvimento da histamina e serotonina (através de deplecao
cronica de seus estoques) no aumento produzido por L-nitro arginina metil
éster (L-NAME) no edema de pata induzido por bradicinina. Bradicinina {50
nmol/pata) foi administrada individuaimente em animais controte {O) e em
animais depletados de histamina e serotonina {(ver métodos) {C1).
Bradicinina foi co-administrada com L-NAME (15 umol/pata) em cr,att;rs
controle {x) e em ratos depletados {@). As barras verticais representam o
erro padrdao das medias (n=10).*¥¥% p<0.01, quando comparados os

grupos pré-tratados aos seus respectivos controles.
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Figura 11: Efeito da administra¢do subplantar de L-nitro arginina metil éster
(L-NAME) no edema de pata induzidoe por serotonina. Serotonina ({17
nmol/patal foi administrada individualmente em animais controle {X) e co-
administrada com L-NAME) nas doses de 0.15 (@), 1.5 (&) e 15 (4)
umol/pata. As barras verticais representam o erro padrdo das médias

(n=10}. ¥ p<0.05), ¥* p<0.01, quando comparados ac grupc controle.
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Figura 12: Efeito da administracao subplantar de L-arginina no edema de
pata induzido por serotonina. Serotonina (17 nmol/pata} foi administrada
individualmente em animais controle e co-administrada com L-arginina nas
doses de 0.15, 1.5 e 15 umol/pata. As barras verticais representam O erro

padrio das médias (n=5). ¥ p<0.05 *¥* p<0.01, quando comparados ao

grupo controle.
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Figura 13: Efeito da administragdo subplantar de L-arginina metil éster (L-
AME) e L-arginina etil éster {L-AEE) no edema de pata induzido por
serotonina. Serotonina {17 nmol/pata) foi administrada subplantarmente em
animais controle e co-administrada com L-arginina (15 umoi/pata}, D-
arginina (15 pmol/pata), L-AEE (15 pmol/pata} e L-AME {15 pmol/pata). As
barras verticais representam o erro padrdo das médias (n=5). * p<0.05;

*¥* p<0.01, quando comparados ao grupo controle.»
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Figura 14: Efeito da administragdo subplantar de L-glicina, L-leucina e acido
L-aspartico no edema de pata induzido por serotonina. Serotonina (17
nmol/pata) foi administrada individualmente em animais controle e co-
administrada com L-glicina (15 pumol/pata}, L-leucina {15 umol/pata) e &cido

L-aspartico {15 umol/pata). As barras verticais representam o erro padrdo

das médias {n=10).
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Figura 15: Interferéncia da L-arginina na dosagem de histamina por
fluorimetria. Doses crescentes de histamina foram quantificadas através de
fluorimetria, resultando em uma curva dose-resposta controle (O); esta
curva dose-resposta foi quantificada também na presenca de L-arginina nas
doses de 1.5 (W), 15 {A} e 150 ([} uM[‘As barras verticais representam o

erro padrao das médias {n =2}.\
P
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Figura 16: Interferéncia do L- nitro arginina metil éster (L-NAME) na
dosagem de histamina por fluorimetria. Doses crescentes de histamina
foram quantificadas através de fluorimetria, resultando em uma curva dose-
resposta controle {O}); esta curva dose-resposta foi quantificada também na
presenca de L-NAME nas doses de 15 (4) e 150 {®) uM. As barras

verticais representam o erro padrdo das médias (n=2).
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Tabela | - Efeito do WEB 2086 e da indometacina no

aumento produzido por L-nitro arginina metil éster (L-

NAME; 15 umol/pata) no edema de pata induzido por
bradicinina (50 nmol/pata):

% aumento de edema
controle 46.8 + 9.0 o

tratado com WERB .5 + 7.1
{20 mg/Kg, v.0.,30 min antes)}

% aumento de edema
controle 40.2 + 11.
1

+ 11.6
tratado com indometacina 66.4 + 10.7
(10 mg/Kg, i.p.,30 min antes}

10

=
i



Tabela Il - Efeito do WEB 2086 e da indometacina no

aumento produzido por L-nitro arginina metil éster (L-

NAME; 15 pumol/pata) no edema de pata induzido por
serotonina {17 nmol/pata):

% aumento de edema

controle 53.7 + 8.5
tratado com WEB 64.2 + 11.9
(20 mg/Kg, v.0., 30 min antes)

% aumento de edema

controle 49.2 + 9.0
tratado com indometacina 871 + 11.9
(10 mg/Kg, i.p., 30 min antes) :



52

DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o inibidor da
sintese de EDRF/NO estudado {L-NAME} & capaz de inibir ou aumentar a
resposta edematogénica induzida por bradicinina e serotonina, dependendo
da dose utilizada. Por outro lado, a arginina {enantidmeros L- ou D-} e os
derivados testados (L-AME, L-AEE} apenas aumentam a resposta
edematogénica quando administrados em doses elevadas.

A reducéo dagresposta edematogénica causada por doses baixas de L-
NAME parece ser devido a inibicdo da sintese de EDRF/NO visto que, em
doses equimolares, a L-arginina (precursor de EDRF}, D-arginina
(enantibmero inative) e D-NAME (enantibmero inativol nado apresentam
efeito inibitdrio no edema de pata induzido por BK e 5-HT. O EDRF é
produzido localmente em diversos leitos vasculares para manter um ténus
dilatador da microvasculatura (Furchgott and Zawadzki, 1980; Hughes et a/,
1990; Lawrence and Brain, 1992; Fortes et a/, 1990; Persson et a/,1990},
Na microcirculagdo cutdnea de ratos, o L-NAME e o L-NMMA reduzem o
fluxo sanguineo basal acarretando inibicdo da resposta inflamatéria induzida
por substincia P (Hughes et a/, 1990}, carragenina e dextrana {lalenti et a/,
1992). Estes efeitos foram associados a inibicdo da sintese de EDRF, pois
os mesmos nao foram compartilhados por D-NAME; além disso, a L-arginina
{mas ndo a D-arginina) foi capaz de reverter a inibigao produzida por L-
NAME e L-NMMA,

Em pata de rato, o L-NMMA ¢é capaz de inibir a formag¢io de edema
induzido por BK, 5-HT, composto 48/80 (Antunes et a/, 1992} e polications,
sendo que esta inibicdo € particularmente revertida pela co-administragdo de
um vasodilatador como o iloprost (anélogo estavei da prostaciclina; Antunes

et al, 1990). Estes resultados sugeriram que ¢ efeito inibitério do L-NMMA é
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principalmente devido a reducao de fluxo sanguineo e nao permeabilidade
vascular. A possibilidade do EDRF atuar diretamente a nivel de
permeabilidade vascular tem sido também investigada. Em preparacdes de
bochecha de hamster in vivo foi demonstrado que o L-NAME inibe, de
maneira dose-dependente, a permeabilidade vascular induzida por BK e
adenosina di-fosfato {Mayhan, 1992}.

Curiosamente, doses maiores de L-NAME produziram um aumento
significativo no edema de pata induzido por 5-HT é BK. Este aumento ndo
foi abolido em animais que receberarm WEB 2086 e indometacina, indicando
gue nem o PAF (fator ativador de plaquetas), nem os derivados do &cido
araquiddnico, via ciclo-oxigenase, participam deste fendmeno. No entanto, o
aumento produzido pelo L-NAME foi abolido através do pré-tratamento dos
animais com uma mistura de mepiramina (antagonista de histamina) e
metisergida (inibidor da serotonina) ou por esgotamento crénico de
histamina e serotonina dos animais pelo composto 48/80 (desgranulador de
mastécitos). Estes resultados sugerem que o aumento produzido pelo L-
NAME no edema de pata de rato induzido por BK e 5-HT ¢é devido a
ativagcdo de mastocitos, com consequente desgranulacdo e liberacao local
de histamina e 5-HT.

No edema de pata induzido por 5-HT e BK, 0 aumento produzido
pelos andlogos de arginina testados, inclusive a D- e L-arginina,
provavelmente deve-se a ativagdo de mastécitos, pois este efeito é revertido
em animais tratados com mepiramina e metisergida.

Esta ativagdo de mastécitos in vivo provavelmente ocorre por
interacdo destas células com as cargas catibnicas da arginina e de seus
analogos, independente da via L-arginina-NO, pois estes efeitos também

ocorrem com a D-arginina, mas ndc s3o observados com amino-acidos
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neutros como a L-glicina e L-leucina ou com amino-acido carregado
negativamente, como ¢ &cido L-aspartico. Compostos ricos em cargas
catibnicas como polications (Ennis et a/, 1980; Antunes et al/, 1990),
composto 48/80 (Paton, 1251) e proteinas catibnicas (Ranadive and Ruben,
1973) degranulam mastécitos in vitro e in vivo. Véarios peptideos derivados
da substéncia P e BK, guando comparados em sua atividade como
liberadores de histamina de mastocitos peritoneais de rates, mostram que
para induzirem a liberagdo de histamina héd necessidade da presenc¢a de um
terminal arginina, contendo um nitrogénio carregado positivamente (Devillier
et al/, 1985; Devillier et a/, 1989). Para liberacdo de histamina de mastdcitos
peritoneais de rato induzida por substancia P, neuropeptideo Y, peptideo YY
é essencial, também, a presenca de residuos de amino-acidos com o©
nitrogénio terminal carregado positivamente {Shibata et a/, 1985; Grundemar
and Hakanson, 1991).

Por outro lado, alguns autcres trabalhando com  mastécitos
peritoneais de rato, descreveram que estas células sao capazes de sintetizar
e liberar EDRF (Salvemini et al, 1990} & semelhanga de outras células
sanguineas, tais como leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares
(Rimele et a/, 1988), neutréfilos (Salvemini et a/, 19892; Condino-Neto et a/,
1993}, macréfagos (Marletta et a/, 1988} e astréeitos {Murphy et a/, 1990).
0O L-NMMA é capaz de aumentar a liberacdo de histamina induzida por
agitagcdo ou LPS, quando incubado com mastécitos peritoneais de rato in
vitro. Este aumento é revertido por L-arginina, € nao por D-arginina,
indicando um mecanismo dependente de NO nestas células (Salvemini et a/,
1991). Estes autores propuseram que a inibicdo da sintese de NO em

mastdécitos levaria a uma queda dos niveis intracelulares de GMPc,

e —— T
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resultando em uma degranulagao destas células com consequente liberacdo
de histamina e 5-HT.

Em contraste, nossos resultados mostram que L-NAME, L-NMMA e L-
arginina, quando incubados com mastécitos peritoneais de rato in vitro,
liberam quantidades semelhantes de histamina, apesar de muito pequenas.
Além disso, estes agentes nao alteraram a liberacdo de histamina induzida
por composto 48/80. Esta discrepancia nos resultados € devido,
provavelmente, & utilizagdo do método fluorimétrico para dosagem de
histamina por aqueles autores. Em nossas condicdes de quantificacdo de
histamina, demonstramos que, apesar do complexo OPT-derivado de
argining ser uma espécie fluorescente {(com comprimento de onda de
excitacdo maxima e emissdo menores que 0s comprimentos de onda para
histamina), nas quantidades utilizadas neste estudo, os derivados de
arginina contribuiram principalmente como "quencher” levando a uma
diminuicdo na intensidade total de fluorescéncia.

C efeito da arginina e seus derivados Jin vivo, foi maior quando
comparado com os experimentos in vitro. Esta diferenca pode ser devido as
diferentes populagbes de mastdcitos {pata de rato in vive e peritoneais in
vitro}. Em roedores, como camundongos, algumas populacdes de mastécitos
{peritoneais, de mucosa, derivados da medula dssea) apresentam diferentes
caracteristicas na densidade granular, quantidade de histamina e reacao
frente a diversos agentes (Stevens and Austen, 1989; Katz et a/, 1991}.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que o
emprego de quantidades elevadas de L-arginina para reverter efeitos do L-
NAME e L-NMMA como evidéncia do envolvimento do NO em inflamagio

aguda {lalenti et a/, 1992}, deve ser feito com cautela pois tal reversdo pode
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ser devido a outras agdes da L-arginina, como degranulacdo de mastocitos

in vivo.
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CONCLUSOES

1. O EDRF modula as respostas edematogénicas induzidas por BK e 5-HT in
vivo, pois o seu inibidor, L-NAME, produziu reducado destas respostas
enqguanto que D-NAME e L- e D-arginina, em doses equimolares, nao
produziram alteracoes nestas respostas edematogénicas.

2. A arginina e seus analogos, em doses altas, produziram aumento nas

respostas edermatogénicas induzidas por BK e 5-HT in vivo.

3. Este aumento é devido a ativacao de mastécitos com consequente
liberacdo local de histamina e b-HT, pois 0 pré-tratamento com mepiramina
e metisergida e o esgotamento crénico dos estoques de histamina e 5-HT

aboliram este aumento.

4. A ativacdo de mastdcitos provavelmente deve-se a carga catidnica da
arginina e de seus derivados, independente da via L-arginina-NQ, pois o
aumento que produziram nas respostas edematogénicas induzidas por BK e
B-HT também ocorreram com D-arginina, L- e D-NAME, mas ndo foi
observado com amino &cidos neutros {L-leucina e L-giicina) ou com amino-

acido carregado negativamente (acido L-aspartico)

5. A dosagem de histamina por fluorimetria na presenca de L-arginina e L-
NAME nao foi possivel pois, nas concentragdes utilizadas, produziram efeito

"quencher”, diminuindo a fluorescéncia emitida.
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6. A L-arginina, L-NMMA e L-NAME induziram & liberacao de quantidades
muito pequenas de histamina de masidcitos peritoneais de rato /n vitro
(<10%)} quando comparados com a liberacao induzida por composto 48/80

(>40%) e ndo alteraram a liberagao induzida por composto 48/80 in vitro.

7. O contraste entre os resultados in vivo e in vitro provavelmente se deve
as diferengas morfolégicas e funcionais das populagbes de mastdcitos

utilizadas (mastécitos de pata in vivo e mastécitos peritoneais in vitro).
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ABSTRACT

The effects caused by L-arginine {L-ARG), D-arginine {(D-ARG)}, N~
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)}, nitro-D-arginine methyl ester (D-
NAME), L-arginine methyl ester {L-AME)} and L-arginine ethy! ester (L-AEE)
on the rat hind paw oedema induced by bradykinin (BK) and 5-
hydroxytryptamine {5-HT) were investigated. We have also examined the
effects caused by L-ARG, L-NMMA and L-NAME on in vitro rat mast cell
activation, as measured by histamine release. The rat paw volume was
measured with a hydroplethysmometer at 15, 30, 60 and 120 min after the
subptantar injection of the inflammatory agent. Histamine release from
peritoneal rat mast cells was measured either fiuorometrically or by
radioimmunoassay. L-NAME (0.15 pmol/paw) significantty reduced both BK-
and 5-HT-induced oedema. At this dose L-ARG, D-ARG and D-NAME had no
effect on the oedematogenic responses induced by these agents. In
contrast, L-NAME, L-ARG, D-ARG, D-NAME, L-AME and L-AEE, at the dose
of 15 umol/paw, significantly potentiated both BK- and 5-HT-induced
oedema. Pre-treatment of the animals with both mepyramine and
methysergide abolished the potentiation caused by L-NAME, L-AME and L-
ARG on paw oedema induced by BK. Similar results were observed in rats
chronically treated with the histamine releasing agent compound 48/80.
Indomethacin and WEB 2086 had no effect on the potentiation induced by
L-NAME in both BK and 5-HT-induced oedema. L-NAME and L-ARG dose-
dependently (1.5-150 nM)} decreased histamine detection by fluorescence.
L-NAME, L-NNMA and L-ARG, at the concentration of 300 uM, did not
significantly affect compound 48/80-induced histamine release from rat
peritoneal mast cells as detected by radioimmunoassay. L-NAME, L-NMMA

and L-ARG induced histamine release in only 40% of the experiments.
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Histamine release induced by L-NAME, L-NMMA 3and L-ARG was
significantly smaller (<10%) than that induced by compound 48/80
(>40%)}. Our results indicate that the inhibition of rat paw oedema observed
with low doses of L-NAME is due to NO synthesis inhibition. The
potentiation of BK- and 5-HT-induced paw oedema observed with higher
doses of ail arginine analogues is caused by in vivo mast cell degranutation.
Ho:rvever, this latter phenomen is probably due to the cationic charge of

these substances rather than to the invoivement of NO.



