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RESUMO

Neste trabalho, investigamos os efeitos do tratamento agudo e crénico
mm N°-nitro-L- arginina metil éster (L-NAME) e nitro-D-arginina metil éster (D-
N&ME) sobre a resposta inflamatoria (edema de pata, permeabilidade vascular
e pleurisia) induzida pela carragenina em ratos.

A administragdo subcutédnea na regifo plantar (0.15-1.0 pmol/pata) ou
%éendavenasa (35-100 pmol/kg) de L-NAME reduziu significativamente o edema
ﬁe pata induzido por carragenina. O efeito inibitério do L-NAME foi revertido
g}eia administrac8o de iloprost (0.3 nmol/pata). D-NAME, nestas mesmas doses,
né'm interferiu na resposta edematogénica induzida por carragenina. A
%?aciministragéo endovenosa de L-NAME (100 pmol/kg) reduziu de maneira
%sigﬁificativa o extravasamento de profeinas plasmaticas. Entretanto, quando o
L~NAME fol injetado na pata (1.0 pmollpata), ndo foi capaz de reduzir o
gext:avasamento de proteinas. A injecdo intrapleural (3 e 10 pmol/cavidade) ou
gendovenasa {35 e 100 umolkg) de L-NAME inibiu (p< 0.08) a migracéo
E!euﬂz}cita’ria. D-NAME (em doses altas) ndo interferiu na migracéo leucocitaria
éimduzida por carragening.

A administracdo por via oral de L-NAME (aproximadamente 75
" nmolfrato/dia), mas ndo D-NAME (mesma dose) diluidos em agua por duas ou
guatre semanas, produziu elevagdo significativa da press@o arterial dos
animais. O tratamento com L-NAME {(mesma dose), por duas ou qualro
semanas, reduziu (p< 0.05) o edema de pata de rato, porém, néo interferiu
significativamente com o extravasamenio de proteinas plasmaticas. A
administracdo de iloprost (0.3 nmol/pata) reverteu significativamente a inibigéo
causada pelo tratamento com L-NAME durante quatro semanas. Animais
tratados com captopril por quatro semanas n&o apresentaram modificacdo
significativa em relagio a inibigio causada pelo L-NAME. Animais 2K-1C

apresentaram resposta edematogénica significativamente maior do que animais



iﬁcmtm!es normotensos, porém a inibicdo causada pelo tratamento crénico com
LNAME (duas ou quatro semanas) neste grupo de animais foi de magnitude
%Emifar ao seu grupo controle. A migrac&o leucocitaria e o volume de exudato
mduzzdas por carragenina nao foram alterados em animais tratados
écronzcameme com L-NAME por duas ou quatro semanas.

Estes resultados indicam que o &xido nitrico modula a formagao local de
éedema provavelmente por regular o fluxo sanguineo local em vez de afetar
éédtretamente a permeabilidade. Os resultados obtidos em pleurisia indicam que o
iééxido nitrico ndo modula a migragao celular no leito microcirculatorio pleural do

rato.



INTRODUCAO



| A reag8o inflamatdria aguda representa uma reago local de defesa do
organisme em resposta a estimulos nocives. Isto envolve interagbes complexas
entre células do sangue e do tecido lesado, levando a vasodilatag8o local e
aumento do fluxo sanguineo, aumento de permeabilidade microvascular com
consequente extravasamento de proteinas plasmaticas e formag&o de edema e,
infiltrac8o de leucdcitos na drea lesada. A reagéo inflamatdria pode ainda ser
acompanhada por hiperalgesia em decorréncia da estimulacéo de nociceptores,
por compresséo das terminagdes nervosas pelo exudato inflamatdrio. Todos
ssses fendmenos séo mediados pela liberacdo de diferentes mediadores de
origem  celular (histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos,
interieucinas, fator ativador de plaguetas, proteinas catidnicas) ou plasmatica
{cininas, fragGes do sistema complemento e fragbes do sistema de coagulagdo).
Cada um desses mediadores e, geralmente, responsavel por um evento em

particular da resposta inflamatoria.

Dessa forma, a administracéo local de um mediador em potencial devera
evocar parte da resposta inflamatéria pelo qual o mesmo e supostamente
responsavel. Na inflamacao experimental induzida por carragenina em patas de
rafos, acredita-se que ocorra inicialmente uma primeira fase (em torno da 1*
hora apds o estimulo) com participag8o de histamina e serotonina oriundos da
degranulacdo de mastécitos. Em uma segunda fase (2° - 3* hora apds o
estimulo), ocorreria a liberagBo de cininas plasméticas e, finalmente, uma
terceira fase (3% - 4 hora apds o estimulo) onde as prostaglandinas seriam os
principais mediadores presentes no sitio inflamado (Di Rosa ef al,, 1871).
Recentemente, foi relatado que a fase tardia do edema de pata induzido pela
carragening & mediada principalmente por radicais de oxigénio (Boughton-Smith
ef af, 1993). Assim, a carragenina representa um bom exemplo de substéncia
usada experimentalmente capaz de demonstrar que o processo inflamatério é
multi-mediado e onde os mediadores possivelmente interagem entre si no

sentido de favorecer o desenvolvimento do processo inflamatorio.



Na verdade, foi a partir dos frabalhos picneiros de Williams & Morley
{(1973) que ficou demonstrado a existéncia de sinergismo entre diversos
mediadores da inflamacBo. Neste trabalho, os autores demonstraram que
injecbes intradérmicas de histamina ou bradicinina em pele de cobaias,
causavam um exitravasamentc de albumina plasmaética dependente da dose
utilizada, sendo esta resposta marcadamente potenciada pela co-injecio de
pequenas doses de prostaglandinas k, e k. Este fendmeno nfo representava
apenas uma adicdo de resposta destes médiadores, visto gue injeces
infradérmicas individuais de prostaglandinas ndo causavam extravasamento
significante de albumina plasmatica. Os autores demonstraram ainda que este
fenbmeno era também observado em reagBes inflamatdrias enddgenas do tipo |,
th e IV e concluiram que as prostaglandinas representam um papel importante
em processos inflamatérios, Mais tarde, Williams & Peck (1977), mediram
simultaneamente o fluxo sanguineo e a exudacdo plasmatica induzida por
histamina e. bradicinina em pele de coetho e concluiram que a potenciacéo da
resposta edematogénica induzida pelas prostaglandinas E¢ e E; era decorrente
de vasodilatac@o local e ndo de aumento na permeabifidade microvascular.
Simultaneamente, foi demonstrade que a PGE, potenciava marcadamente o
aumento da permeabilidade microvascular induzido pela substéncia P em pele
de ratos (Chahl, 1977).

Posteriormente, foi demonstrado em pele de coelho, que a prostaciclina
produzia um aumento de fluxo sanguinec local, sendo também capaz de
potenciar o aumento de exudacio plasmatica induzida pela injecdo intradérmica
de bradicinina ou zymosan, em decorréncia de sua potente acdo vasodilatadora
local {(Williams, 1979). Utilizande as mesmas téenicas e medindo as mesmas
variagbes, Willlams (1882} demonstrou gque o polipeptideo vasoativo intestinal
{(VIP) nBo apresentava efeito sobre a permeabilidade microvascular quando
administrado individualmente mas potenciava marcaciamenté 0 aumenio de
permeabilidade produzido por bradicinina. Mals tarde, Gamse & Saria (1985),

investigaram © efeito de taquicininas e peptideo relacionado com 6 gene da



gcaicitanina {CGRP) no extravasamento de proteinas plasmaticas em pele de
ratos. Tais autores demonstraram claramenie que o CGRP potenciava
marcadamente ¢ aumenio de permeabilidade microvascular induzida por
taquicininas e concluiram que taguicininas mediavam apenas extravasamento
de proteinas enquanto o CGRP mediava apenas vasodilatac&o. A ago conjunta
de ambos os peptideos resultava em um acentuado extravasamento de
proteinas plasmaticas, o que néo era verificado com a administragéo individual
destes agerntes, Estes resultados apoiam, mais uma vez, as hipdieses
anteriormente formuladas, onde aulores demonsiram que o tbnus arteriolar
modula a formagBo de edema. Em outras palavras, a inje¢do local de
vasodilatadores (PGE., PGE; prostacicling, VIP e CGRP) promoviam
vasodiletacdo arteriolar resultando em um maior aporte sanguineo na area

inflamada e maior extravasamento de proteinas e fluidos.

Por outro lado, outros autores demonstraram que os vasodilatadores
potenciavam a resposta edematosa ndo somente por causarem aumento de
fluxo sanguineo local mas tambem por atuarem diretamente sobre a
permeabilidade em nivel de endotélio venular pds-capilar. Em membro posterior
de cp anestesiado, Amelang ef al., (1581) caracterizaram os efeitos da PGE;,
guando injetada individuaimente ou em combinaggo com histamina e
bradicinina. Os autores demonstraram gue a prosiaglanding Es produziu uma
épcienciac;éc} da acéo inflamatdria induzida por histamina (e bradicining) e
atribuiram este efeito a uma acdo direta da PGE; na membrana microvascular
endotelial levando a um aumento no numero de fendas {gaps) venular, que n&o
seria influenciado por variagBes no fluxo sanguineo local. Na presente
preparacdo, os autores tém a vantagem de poder fixar o fluxo sanguineo em um

determinado valor ou de trabalhar apenas com o fluxo normal da preparagéo.

i Posteriormente, Yong & Mayhan (1992) avaliaram os efeilos da
associagio de PGE, e LTC, na permeabilidade microvascular em bochecha de

hamster in vivo e sugeriram que o sinergismo de PGE, no aumento de



permeabilidade vascular induzido por LTC, ndo era mediado por agdo
vasodilatadora da PGE4. Em pele de coelho, foi demonstrado ainda que a PGE,
potenciava o edema por um mecanismo independente do fluxo sanguineo
(Pedroso-Mariani et al., 1995). Isto foi concluido basicamente pela observagéo
que vasodilatadores (nitroprussiato de sédio, gliceril trinitrato e molsidomine),
doadores de Oxido nitrico, apesar de causarem vasodilatacio local, ndo

modificavam a resposta edematogénica induzida pela histamina e bradicinina.

| Neste contexto, varios estudos demonsiram que o endotélio participa
ativamente na reatividade de vasos sanguinecs. A liberagBo do fator de
refaxamento derivado do endotélio (EDRF, Furchgott & Zawadzki, 1980) por
diversos agonistas vascativos promove vasodilatacdo por relaxamento da
musculatura lisa vascular e dessa forma, € um dos responsaveis pela
manutengdo do tdnus dilatador dos vasos. Agentes flogogénicos e mediadores
inflamatdrios  liberam EDRF  de leucGeitos  polimorfonucleares (PMN) e
mononucieares (Rimele ef af, 1988; Stum ef af, 1989; McCall of al, 1989).
Portanto, na reaglo inflamatdria aguda sBo encontradas todas as condicles
para & producdo, sintese e degradacio de EDRF, indicando que tal substéncia

possa se constituir em um novo mediador inflamatério.

_ O fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF} foi descrito
inicialmente por Furchgott & Zawadzki (1880) come um composto produzido
pelo endotelio vascular e responsavel pelo relaxamento vascular induzido por
acetiicolina em anéis de aorta com endotélio integro. Afualmente, sabe-se que
diversas outras células ou orgdos s&0 capazes de sintetiza-lo como, por
exsmplo, astrocitos (Murphy ef al, 1990}, mastécitos (Salvemini ef al, 1980),
homogenatos de cérebro {Garthwaile ef al, 1988), neutréfilos e células
mononucleares (Salvemini ef al, 1990), hepatéeitos (Curran ef al, 1888),
células do ambiente articular, tais como, condrocitos (Stadler ef al, 1991) e

sinovidcitos (Stefanovic-Racic ef al,, 1984).



Com relac&o & natureza quimica do EDRF, sabe-se, atualmente que é o
dxido nitrico (NG; Feelisch ef al,, 1994), um estimulador endégeno da guanilato
ciclase soluvel. O NO ¢ sintetisado a partir do nitrogénio guanidino terminal do
%amimécida L-arginina por uma familia de enzimas, as sintetases de éxido
Enizrico (NOS). Esta reacdo € enatiomericamente especifica visto que a D-
%a{ginirza néo atua como precursora do EDRF (Palmer ef af,, 1988). Sabe-se da
%ex%sténcia de pelo menos dois tipos de NO sintetases. A forma constitutiva a
qua§ & citosdlica, Ca’*fcalmodulina-dependente e libera NO por curtos periodos
da tempo em resposta a ativagéo de receptores ou estimulacgo fisica. A outra
geﬂzima & induzida por ativagéo de vérias células ou 6rgéios, por citocinas e,
uma vez expressa, sintetisa NO por fongos periodos de tempo. Além disso, esta
ganzima é citosélica, Ca*-independente e sua inducdo & inibida por
%giimcw&icﬁides {Moncada et al,, 1992). A sintese de NO pelo endotélio vascular
sa da por ativagio da NO sintetage constitutiva, Nesse leito em particular, o NO
e responsavel pelo tdnus vasodilatador, o qual & essencié! para a regulacio da
%pmsséo sanguinea.

: O Oxido nifrico produz também inibicdo da adesdo e agregacio
%&g&aqueiéria in vitro (Furlong ef al., 1887) e in vivo (May ef al., 1991), contribui na
gfegumgéa de contratilidade cardiaca e, sendo liberado de terminais néo
ga{irenérgicoswnéo colinérgicos (NANC), pode contribuir para a regulagéo do
f‘iam sanguineo em certos leitos vasculares (Moncada ef al, 1992). O NO
%apresenia ainda diversas outras agdes biolégicas incluindo inibicdo da sintese
{i& PGE,, TXA,, IL-6 (Stadler ef af, 1983) e inibicdo da producio de anions
superdxidos de neutréfilos (Clancy ef al, 1882).

A identificacdo de alguns analogos da L-arginina (Figura A) tém sido
%fzmdamentai para o entendimento da via L-arginina/dxido nitrico em vérios
?éfsfgtemas. Estes analogos séo descritos sobretudo como inibidores da sintese
e:ia NO. O N®-monometil-L-arginina (L-NMMA) foi o primeiro inibidor disporiivel

%ccmercialmente e possul ampla agdo no organismo pois inibe a liberago de



EDRF em macréfagos (Marletta ef al,, 1988), fibroblastos de pulmao de rato
{Ishii et 2/, 1990), mésculo circular do ileo humano (Maggi et af, 1891), acrta
de suino (Palmer ef al, 1988), sorta de coelho (Rees ef al, 1989), em
microcirculacio de mesentério exteriorizado de rato in situ (Fortes ef af,, 1990) e
| outros sistemas (Moncada ef af, 1992). Atuaimente, o L-NAME (Moore ef al,
1990} é o inibidor da sintese de NO preferencialmente usado pelos
pesquisadores em virtude de seu baixo custo comercial e por apresentar uma
potente acio inibitoria sobre as NO sintetases constitutiva e induzivel

__ Outros andlogos da L-arginina tais como a L-nitro arginina (Ishii ef a/.,
1990, Maggi et &/, 1891), N"-nitro arginina benzil éster {Thomas & Ramwell,
1991) e N®-amino-L-arginina (Fukuto ef al., 1990), também inibem a sintese de
NO.

Com relagdo ao efeito dos inibidores de NO na resposta inflamatéria
aguda, foi observado iniciaimente que o L-NMMA inibia significativamente o
gdema de pata de rato induzido por poliarginina (Artunes ef al, 1890). Esses
autores demonstraram posteriormente gue o L-NMMA inibia também o edema
de pata de rato induzido por bradicinina, composto 48/80 e serotonina (Antunes
etal,1992).

Utilizando o L-NAME, Hughes et al, (1920), demonstraram gue este
inibia 0 edema induzido por substéncia P em pele de rato e gue esta inibigio
era enantiomericamente especifica, visto que o D-NAME ndo apresentava efeito
inibitdric, O L-NAME inibiu também a formacdo de edema induzido pela
carragenina e dextran em pele de rato e este efeito inibitéric era revertido por L-
arginina (lalenti ef al,, 1992). Em pele do cobaias, o L-NAME inibia a formacéo
de edema e o actmulo de leucdcitos induzidos por PAF e zymosan (Teixeira ef
al, 1993).
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| L-NMMA

L-NIO
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- Em 1994, Giraldelo et al., avaliaram os efeitos do L-NAME e derivados da
arginina em geral sobre o edema de pata de ratos induzido por serotonina e
bradicinina. Os autores demonstraram que a arginina e todos os seus analogos
eram capazes de degranular mastocitos por um mecanismo dependente da

carga catibnica destes compostos.

Em modelos de inflamagao crc‘)riica, 0 NO parece desempenhar também
um papsel importante (Stefanovic-Racic et al, 1923), Assim, em ratos fratados
com fragmentos de parede celular de estreptococos, tem sido demonstrado que
as articulacbes inflamadas apresentam uma producdo elevada de NO
{(McCartney-Francis ef al, 1983). Neste caso, a administracdo digria
endovencsa do L-NMMA inibia significativamente ambos, a inflamacdo sinovial
e 08 danos tissulares. Resultados semeihantes foram observados por lalenti ef
al, 1993, na arlrite experimental induzida por adjuvante de Freud em ratos.
Estes resuitados demonstraram que o L-NAME inibia ¢ edema inflamatério ao
fongo do periodo obsearvado e, que excesso de L-arginina potenciava o quadro
inflamat6rio. Na artrite induzida por adjuvante em ratos foi também demonstrado
- que a administragBo didria do L.-NMMA por via oral durante dezenove dias inibia
a biossintese de NO (medido pelos niveis de nilrito e nitrato urindrios) e o
edema inflamatdrio, assim como prevenia as aiterag:éés histopatolégicas
presentes nas articulagdes artriticas {Stefanovic-Racic et af, 1994). Estes
trabathos fem mosirado em conjunto que, de fato, o NO desempenha um papel
importante no desenvolvimento de respostas inflamatérias crénicas como artrite
2 indicam que inibidores da sintese de NO possam constituir-se futuramente em

potentes anti-inflamatorios para uso clinico.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabatho foi investigar o papel do 6xido nitrico na
rasposta inflamatéria induzida por carragenina em rates, utilizando 08 modelos
de edema de pata e pleurisia. Os animais foram fratados aguda ou
cronicamente com L-NAME e seu enantidmero inativo D-NAME. Visto gue ©
tratamento crdnico com L-NAME causa hipertensdo (Ribeiro et al, 19392),
investigamos o efeito do L-NAME em duas situacdes diferentes, como controle
d{}s nossos experimentos. (i). Em animais hipertensos por oclus@o da artéria
renal (animais 2K-1C) e (if). Em animais hipertensos por L-NAME mas que
receberam concomitantemente captopril {(inibidor da enzima conversora de
angiotensing), no sentido de manter a produgéo de Oxido nitrico inibida, mas
com niveis de presséo arterial proximos ao normal.



2. MATERIAIS E METODOS

H
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21 Procedéncia dos animais

Foram utilizados ratos machos Wistar procedentes do Biotério Central da
UNICAMP.

2.2. Edema de pata

Ratos machos Wistar (100-250 g), mantidos com &gua e comida ad
?fé}ffum, foram anestesiados superficialmente com éter e submetidos a uma
infegéa subplantar de 0.1 mi de carragenina {1 mg/pata, dissolvido em solugéo
fssie ibgica) na pata traseira esquerda. Esta dose foi previamente selecionada a
%pazrtzr de uma curva dose-efeito.

O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apods a
?injegau do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos, utilizando
éum hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Italia).

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento do volume da
pata {ml), calculado por subtracdo do volume inicial. Os resultados foram
apresentados como média + erro padréo da média (E.P.M.).

2.3. Permeabilidade vascular

Ratos machos Wistar (100-250 g) foram anestesiados suparficiaimente
cem éter e submetidos a uma injecdo endovenosa de 0.5 mi de solug&o de azul
de Fvans (25 mg/kg) imediatamente antes da injec&o subplantar da carragenina.
Apos quatro horas, os animais foram sacrificados sob anestesia com éter. As
fgpatas foram entdo removidas, picadas e incubadas com 5 mi de formamida &
379C por 48 horas. A seguir, a solugBes foram filtradas e a concentragao de azul
de Evans obtida na extragdo com formamida foi medida em espectrofotometro
(modelo Uvikon 910) & 619 nm. Os valores obtidos foram comparados com uma
curva padrdo, a qual foi obtida acrescentando-se concentragbes crescentes do
corante em diferentes tubos contendo formamida (Lykke & Cummings, 1969).
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2.4. Pleurisia

Ratos machos Wistar (100-250 g) foram anestesiados superficigimente
com éter e submetidos a uma inje¢do intrapleural de 200 gl de carragenina (0.1-
1.0 mg/cavidade) ao nivel do sexto espago intercostal esquerdo. As incisdes
foram suturadas e os animais recuperaram-se da anestesia. Ap6s quatro horas,
os animais foram novamente anestesiados com éter e exsanguinados por
- secgho dos vasos cervicais,

O térax foi cuidadosamente aberto e a cavidade pleural lavada com 5 mi
de tampéo salina-fosfato heparinizado (pH=7.4, 5 U de heparina /mi). O tampéo
injetado foi aspirado juntamente com o exudato formado na cavidade pleural e,
o volume total mensurado. Exudato contaminados com sangue foram
desprezados, Uma aliquota de 20 pi do lavado pleural foi diluida em solucéo de
Turk {1:20) e submetida a contagem do nimero total de leucdeitos em camara
de Neubauer. O resultado final foi expresso como n® de células fotais x
‘?{}s:‘cavidade. A contagemn diferencial de células foi avaliada em esfregagos
corados pela téenica de May-Grunwald.

2.5, Modelo de hipertensdo por oclusdo da artéria renal (2
kidney-1 clip; 2K-1C)

Foram utilizados ratos machos Wistar (150-180 g} anestesiados
com pentobarbital sédio (Sagatal, 40 mg/Kg/i.p). Os animais foram submetidos a
uma inciso dorsolateral esquerda, através da qual foi exposto o rim esquerdo e
isolado o pediculo renal. A artéria renal (presente no pediculo renal) foi
envolvida por um grampo {clip) de prata, com 0.2 mm em seu didmetro interno.
Em seguida, o rim foi cuidadosamente recolocado no abdomen do animal e a
incis@o fechada. Nos animais controles, o grampo foi imediatamente retirado,
antes gue o rim fosse recolocado no abdomen. Os animais apds se recuperarem
da anestesia tiveram livre acesso a comida e agua. O método foi validado
%quando os animais apresentaram hpertensdo crescente no decorrer do
tratamento e pela auséncia de atrofia renal ao final do tratamento.
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2 6. Medida de pressdo arterial

A pressd@o arterial sistémica de animais nao anestesiados foi medida
%.ﬁ%%izando—se o método de esfigmomandmetro para cauda (tail-cuff, Zatz, 1890}
Qs animais foram colocados em uma caixa e aguecidos a uma temperatura
zé‘na’xima de 40° C por 20 minutos, o que produziu uma discreta vasodilatagdo da
é?rtéria caudal. A presséo fol medida com um esfigmomandmetro e um microfone
%mpiade a um amplificador de pulso de tipo Friedman-Freed (Pacific Industrial
%Eetmmcs Company) o gual foi conectado a um osciloscopio e inserido na
g:}arf;ac proximal da cauda do rato. O “cuff” foi subse:quentemente inflado a um
mvei elevado de press8o acima da pressdo do animal e lentamente desinflado
abservando simultaneamente na tela do osciloscépio o aparecimento das
;a:}s.cz aches correspondentes s pulsacfes arleriais. Durante todo o periodo
E&xperimeniai a pressao arterial sistémica de todos os animais foram avaliadas
ga%ﬁas vezes por semana, em dias ndc consecutivos, sendo a média desses
ééva%ares utilizada como representativa do valor semanal. Os resuitados (media +
E@erro padréo da média) foram expressos em mmHg.

2.7. Protocolo experimental

2.7.1. Tratamento agudo

Os animais foram injetados agudamente com L-NAME (ou D-
N&ME) pelas vias subcutdnea na regido plantar (0.15-1.0 pmollpata) ou
Einirapieurai (0.1-10 umol/cavidade) concomitantemente & injeclo subplantar ou
f@fént{apiewai de carragenina. L-NAME e D-NAME foram também administrados
%eﬁdovenosamente (35-100 pmoilkg) imediatamente antes da injecéo subplantar
ou intraplevral de carragenina.

2.7.2. Tratamento crénico

O tratamento crdnico com L-NAME fol realizado como descrito
praeviamente (Ribeiro et al., 1992). Os animais receberam L-NAME (ou D-NAME)
por via oral diluidos em dgua por um periodo maximo de quatro semanas. L~
| NAME (ou D-NAME) foi dissolvido na 4gua a uma concentragéo de 1.2 mM de
forma que a dose digria foi aproximadamente de 75 umolirato (20 mg). Animais
controles receberam ¢ mesmo volume de agua. A ingesta hidrica diaria e a
evolugio ponderal dos animais foram avaliados semanalmente.
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Com o objetive de avaliar o efeito da hipertenséo, causada pelo
tratamento cronico com L-NAME (Ribeiro ef af, 1982), sobre a resposta
inflamatéria foi acrescentado um outro grupo experimental onde os animais
receberam caplopril {dose didria aproximada de 140 umolkg) por via oral
diluido em agua juntamente com o L-NAME. Nesse caso, foi realizado um grupo
controle onde os animais receberam apenas captopril (mesma dose},
Finalmente, selecionamos um outro modelo de hipertenséao arterial para
compararmos com a hipertenso induzida pelo L-NAME. Nesse caso, utilizamos
animais hipertensos 2K-1C (método descrito em 2.5). Dois grupos de animais
é%;?;i{—‘}C foram incluidos: um controle que recebeu apenas dgua e outro que
recebeu L-NAME (diluido em agua, conforme descrito anteriormente). A presséo
arterial sistémica foi avaliada semanalmente pelo método descrito em 2.6 (Zatz,
1980}

2.8. Reagentes utilizados

a-Carragenina Sigma Chemical Co (St Louis, EUA)
NO-Nitro-L-arginina metil éster  Sigma Chemical Co (St. Louis, E.U.A)
NO-Nitro-D-arginina metll éster  Bachem (Suica)
Captopril Squibb Inc. (E.U.A)
Pentobarbital sodio (Sagatal)  May & Backer LTD (Dagenham,

Inglaterra)

Eter etilico Chemco Ind. ¢ Com. {Campinas, S.P)
Hoprost Schering AG (Alemanha)

2.9. Andlise estatistica dos dados

Os resultados estdo expresscs como média + erro padrio da média
{E.P.M.}. O teste f ndo pareado de Student foi usado para avaliag8o estatistica
?;?dcss dados considerando-se p< 0.05 como significante. Em alguns casos, os
resuitados foram apresentados como drea sob a curva de edema em fungéo do
tempo {mlh), utilizando o método trapezoidal (ASC) para céalculo de drea.



3. RESULTADOS
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3.1. Tratamento agudo

3.4.1. Edema de pata

A administrag@o subcutdnea na regido plantar de L-NAME
(0.15-1.0 pumol/pata, n=10) promoveu uma inibiggo dose-dependente no edema
de pata induzido pela carragenina, sendo que o efeito inibitéric maximo foi
observado na segunda e terceira hora (Figura' 1). De maneira semelthante, a
administraggo endovenosa de L-NAME (35-100 pmol/kg, n=20), imediatamente
antes da inje¢io subplantar de carragenina, causou uma inibicédo dose-
dependente do edema de pata (Figura 2).

A administracio do enantidmero inativo D-NAME ngo
alterou a resposta edematosa induzida pela carragenina quando administrado
pelas vias subcutdnea na regido plantar (1.0 pmollpata, n=5; Figura 1} ou
endovenosa (100 pmol/Kg, n=5; Figura 2).

3.1.2. Permeabilidade vascular

A injecdo subplantar de carragenina (1 mg/pata) aumentou
5szgn;ficattvamente (p< 0.05) 0 extravasamento de azul de Evans para 0 espaco
-extravascular refletindo, desse modo, acentuada exudacio de albumina
plasmética para 0 espago intersticial. Como ilustrado na Figura 3, a
administrac8o endovenosa de L-NAME (100 pumolkg) imediatamente antes da
injecdo subplantar de carragenina, causou uma redugdo significativa do
_exiravasamento de proteinas plasmaticas (n=10, p< 0.01). Por outro lado, a
injeclo subplantar de L-NAME (1.0 umol/pata) ndo modificou significativamente
0 extravasamento de proteinas {n=10; Figura 3).
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| Figura 1. Efeito da injecdo subplantar de L-NAME no edema de pata
induzido por carragenina (fmg/pata). O L-NAME foi co-injetado com
carragenina nas doses de 0,15 (O), 0.35 (A) e 1.0 umol/pata (¢). D-NAME foi
- co-injetado com carragenina na dose de 1.0 ymolipata (m). Animais controles
(O} foram injetados com carragenina (0.1 ml) e salina na pata contra-lateral. O
edema esta expresso come aumento no velume (ml) da pata em relagio ao
. volume inicial. Cada ponto da curva representa a média de cinco (D-NAME) e
dez {(L-NAME) ratos. Os resultados est&o expressos como média £ ep.m, * p<

| 0.05, em relago aos animais que receberam somente carragenina.
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Edema (mi)j

Figura 2. Efeito da admiﬁistragao endovenosa de L-NAME no edema
de pata induzido por carragenina {(1mg/pata). L-NAME foi injetado nas doses
de 35 (01} e 100 (w) wmolkg imediatamente antes da injecdo subplantar de
carragenina. D-NAME foi injetado na dose de 100 umolikg antes da injecéo de
carragenina (A). Animais controles (O) foram injetados com salina (0.5 mi) antes
~ da injeco de carragenina, O edema estd expresso como aumento no volume
{mi} da pata em relagdo ao volume inicial. Cada ponto da curva representa a
média de cinco (D-NAME) e vinte (L-NAME) ratos. Os resuliados estdo
axpressos como média + ep.m. ¥ p< 0.05 em relagdo aos animais que

| receberam carragenina e salina.
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| Figura 3. Efeito da injeg&o subplantar (sp) e endovenosa (ev) do L-
NAME na permeabilidade vascular induzida por carragenina (1 mg/pata). O
L-NAME foi co-injetado com carragenina na dose de 1 pmolfpata {coluna em
branco) e injetado na dose de 100 pmol/kg (coluna em bolas) imediatamente
antes da injecdo subplantar de carragenina. A linha tracejada representa a
permeabilidade da pata injetada com salina. A permeabilidade esté expressa
como aumento no extravasamento de azul de Evans {(ug/pata) comparado ao
extravasamento basal. Cada coluna representa a média + e.p.m. de dez ratos.
* p< 0.05, em relagdo aos animais que receberam somente carragenina (coluna
em preto}.
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3.1.3. Efeito do iloprost {anédlogo estavel da
_prostaciclina)

A Figura 4 mostra que a administracdo subcutdnea na
regido plantar de iloprost (0.3 nmol/pata; n=5), uma hora apés a injecdo de
carragening, potenciou de modo significativo o edema de pata da segunda &
quarta hora, em relacdo 20 grupo controle que recebeu salina. Os valores de
ASC foram de 3.5 £ 08 e 5.1 + 0.5 mlh (p< 0.05} para animais controles e
injetados com iloprost, respectivamente. Nessa dose de iloprost, verificamos
gua o mesmo reverteu a inibigdo do edema causada pela administracéo
endovenosa de L-NAME (100 umol/Kg). E importante ressaltar que a inje¢an
individual de iloprost ndo induz edema de pata (Figura 4).

3.1.4. Pleurisia

A injecdo de carragenina na cavidade pleural dos animais
induziu infiltracéo de leucdcitos dependente da dose e do tempo (n=15, Tabela
1}. Para estudar os efeitos do L-NAME (e D-NAME) scbre a migracéo
feucocitéria induzida pela carragenina na cavidade pleural, selecichamos a
- dose de 0.5 myg de carragenina /cavidade e o tempo de quatro horas apds a
injecdo intrapleural deste agente, onde oblivemos os resultados satisfatorios
para avaliarmos o possivel efeito deste inibidor de NO.

A administrac@o intraplewral de L-NAME (3 e 10 yumolfcavidade,
n=6), concomitante a injecdo de carragening, inibiu de maneira significativa (p<
0.05) e dependente da dose a migragio leucocitaria (Figura 5) o qual ndo fol
acompanhada por reducdo do nimero de neutrdfilos, eosindfilos e células
 mononucleares (n=6, Figura 6).

Resultados semelhantes foram obtides com a administragéo
encovenosa de L-NAME. Nas doses de 35 e 100 amolfkg (n=6), o L-NAME
reduziu de modo dose-dependente a migracdo leucocitdria induzida pela
carragenina (Figura 7). A contagem diferencial de células n&o mostrou reducao
da migracéo de neutrofilos, eosindfilos e celulas mononucleares (Figura 8).

A injecdo intrapleural {10 pmol/cavidade, n=5, Figura 5) ou
endovenosa {350 pmolfkg, n=5) de D-NAME ndo modificou significativamente a
migragcio celular induzida pela carragenina (controle: 53.7 + 6.4 e tratado: 48.8
' £10.5 x 10° células/cavidade, n=5).
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Figura 4. Efeito do iloprost sobre a inibigio causada pelo L-NAME
no edema de pata induzido por carragenina. O L-NAME foi injetado
endovenosamente na dose de 100 pmol/kg imediatamente antes da injecdo de
carragenina (A} ou lloprost (). O grupo conirole (0} recebeu somente
carragenina. Q iloprost foi injetado na dose de 0.3 nmolfpata sozinho (¢) e 1h
apls a injegdo subplantar de carragenina {I1). O edema estd expresso como
aumento no volume {ml} da pata comparado ao volume inicial. Cada ponto
representa a média de cinco ratos. Os resultados estdo expressos como média
t epm ¥ p< 0.05 em relagdo aocs animais controles (ndo injetados com
lioprost).
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| Tabela 1. Formagdo de exudato pleural e infiltragdo de leucécitos
induzida por carragenina. A contagem de leucécitos (célulasx10%cavidade) e
exudate pleural foram avaliados de 2 a 6 horas apés a injecéo intrapleural de

carragenina. Os resultados estéo expressos como média + e.p.m. para guinze

animais.
Leucécitos (x10° cels/cav)
Tempo (h)
 Carrag. {mg/cav) 2 4 8
0.1 ) 10.84£1.0 n.d.
0.5 122+47 433487 71.0+7.5
1.0 n.d. 758494 n.d.
;;; Exudato Pleural {ml)
_Carrag. {(mglcav) 2 4 6
¢.1 n.d. 0.17 £ 0. 11 n.d.
0.5 n.d. 0.74 + 0.11 082 +0.17
1.0 n.d. 1.14 +0.18 n.d.
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Figura 5. Efeito de L-NAME na migragsio leucocitiria induzida por
carragenina {0.5 mg/cavidade). O L-NAME foi co-injetado com carragenina nas
doses de 3 e 10 pmollcavidade. O D-NAME foi co-injetado com carragenina na
dose de 10 pmaol/cavidade {coluna com pontilhados). Os resultados estéo
expresscs como numero total de leucdcilos {x10%cavidade). Cada coluna
representa a média + e.p.m. para seis (L-NAME) e cinco (D-NAME) raios. * p<
0.05, em relacdo aos animais que receberam somente carragenina {(coluna em

preto).
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| Figura 6. Efeito de L-NAME {intrapleural) na migragio diferencial de
' células Induzida por carragenina (0.5 mg/cavidade). O L-NAME foi co-
injetado com carragenina na dose de 3 umol/cavidade. Os resuliados estdo
- expressos como contagem diferencial de células em percentagem (%). Cada
coluna representa a média + e.p.m. de seis animais, controles (colunas em

preto} e tratados (colunas em branco).
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Figura 7. Efeito do L-NAME na migracédo leucocitaria induzida por
carragenina (0.5 mg/cavidade). O L-NAME foi injetado por via endovenosa nas
doses de 35 e 100 umolkg imediatamente antes da injegdo intrapleural de
carragenina. Cada coluna representa a média + e.p.m. de seis ratos. * p< 0.05,

em relagdo aos animais que receberam somente carragenina {coluna em preto).
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| Figura 8. Efeito do L-NAME {endovenoso) na migragao diferencial de
células induzida por carragenina (0.5 mg/cavidade). O L-NAME foi injetado
por via endovenosa na dose de 100 umolkg imediatamente antes da injegao
intrapleural de carragenina. Os resultados estéo expressos como média de
contagem diferencial de células em percentagem (%). Cada coluna representa a
| média + &.p.m. de seis animais controles {(colunas em preto) e tratados (colunas

- em branco).
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32 Tratamento crénico

: O tratamento crénico com L-NAME por duas ou quatro semanas néo
promoveu alteraggo significativa no peso corporal dos animais {(Tabela 2).

3.2.1 Pressdo arferial sistémica

A administracdo por via oral de L-NAME (aproximadamente 20
mgfrato/dia) diluido em agua, por duas ou quatro semanés, produziu elevagéo
significante da presséo arterial dos animais (Figura 9). A hiperiensio maxima
causada pelo L-NAME fol alingida na segunda semana de fratamento
alcancando valores da ordem de 150-170 mmHg. Por outro fado, o tratamento
_crdnico com D-NAME (mesma dose), por duas ou quatro semanas (n= 20), néo
alierou significativamente a press&o arterial dos animais {Figura 9).

Animais tornados hipertensos por oclus&o da artéria renal esquerda (2K-
1C, n=24) apresentaram niveis elevados de pressBo arterial comparaveis
agqueles obtidos com o L-NAME (Figura 9). A diluicBo de L-NAME
{aproximadamente 75 umol/rato/dia) na dgua dos animais hipertensos 2K-1C
r&o causou uma potencializac&o da presséo arlerial; ao contrério, estes animais
apresentaram uma discreta (porém ndo significativa) redugéo da pressdo
arterial (Figura 9).

A diluicBo de captopril (aproximadamente 140 pmolkg/dia, n=20) na agua
de animais controles normotenses ndo alterou de modo significative a presséo
arterial dos mesmos. Enfretanto, o captopril foi capaz de prevenir a hipertens&o
induzida por L-NAME por duas ou guatro semanas (Figura 9).

3.2.2 Edema de pata

Conferme ilustrado na Figura 10, o tratamento crénico dos animais
com L-NAME por duas semanas causou uma redugo significativa do edema de
pata induzido pela carragenina, especialmente na segunda e terceira hora, Os
valores da drea sob a curva (0-4 h) foram respectivamenie de 26 +0.2e 1.7 +
0.1 mi.h para animais coniroles e tratados (n=15, p< 0.01). O grupo de animais



29

tratados com D-NAME no mesmo periodo de tempo n&o mostrou reducdo da
resposta edematogénica (2.4 £ 0.4 ml.h; Figura 10).

Conforme ilustrado na Figura 11, o tratamento crénico com L-
- NAME por quatro semanas também causou uma inlbicdo significativa da
_ resposta edematogeénica, quando comparado ao tratamento de duas semanas.
Us valores de drea sob a curva foram, respectivamente, de 3.2+ 0.3e 1.6 £ 0.2
. mi.h para animais controles e tratados, n=15.

3.2.3 Permeabilidade vascular

Nos animais tratados com L-NAME por duas e quatro semanas, a
permeabilidade vascular (avaliada pelo extravasamento de azul de Evans), foi
medida quatro horas apés a injegéo subplantar de carragenina. As patas contra-
laterais injetadas com salina foram utilizadas como controles, As Figuras 10 e
11 mostram que, embora o fratamento crénico com L-NAME tenha reduzido
significativamente o edema de pata, o mesmo ndo afetou significativamente o
extravasamento de proteinas plasmaticas (n=15).
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Tabela 2. Efeito da administragio cronica de L-NAME, L-NAME + captopril
& somenie captopril, na evolugdo ponderal dos animais. Os animais
receberam o L-NAME, L-NAME + captopril € o captlopril diluido em agua por
duas e quatro semanas, animais controles receberam somente agua. Os
resultados estdo expressos como média £ e.p.m.

Peso (g)
2 semanas 4 semanas
 controle 163+25 231+3.5
. L-NAME 152.2+0.3 216 £6.0
. L-NAME + cap. 1616 £5.2 202 £4.9

_captopril 157.2+ 5.2 202 +4.9
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Figura 9. Medida de pressdo arterial (mmHg) avaliada em duas e quatro
semanas de tratamento cronico. L-NAME e D-NAME (aproximadamente 75
pmotrato/dia) foram diluidos em &gua por duas e guatro semanas. Animais
controles receberam somente agua. Também foram avaliados a adicgo de
captoprit individualmente (140 umol/rato/dia) ou concomitantemente ao L-
NAME. Também foram avaliados 0s niveis de pressio arterial de animais 2K-1C
‘e de animais 2K-1C tratados com L-NAME, Cada coluna representa a média +

'a.p.m. de 10-40 animais. * p< 0.05, em relacdo acs animais gue receberam

somente dgua.
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Figura 10. Efeito do tratamento crénico {duas semanas) com L-
| NAME e D-NAME sobre o edema de pata e permeabilidade vascular
induzido por carragenina (1 mg/pata). Os animais tratados com L-NAME ()
ou D-NAME (), aproximadamente?5 umol/rato/dia, foram submetidos a inje¢ao
subplantar de carragenina. O extravasamento de proteinas plasmaticas
{colunas & direita do grafico) fol avaliade na quarta hora do edema. O edema
estd expresso como aumento no volume (ml) da pata comparado com volume
~ inicial. A permeabilidade esta expressa como concentragdo de azul de
Evansipata. As barras verticais representam a média + e.p.m. de guinze
animais. * p< 0.05, em relagBo a0s animais que receberam somente agua (O).
C=controle; T=tratados com L-NAME.,
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_ Figura 11. Efeito do tratamento crdnico {gquatro semanas) com L-
NAME sobre o edema de pata e permeabilidade vascular induzido por
carragenina ({1 mg/pata), Os animais tratados com L-NAME ()
{aproximadamente 75 umol/rato/dia) foram submetidos a injeclo suplantar de
carragenina. O extravasamento de proteinas plasmaticas {colunas a direita do
grafico) foi avaliado na quarta hora do edema. O edema esta expresso como
aumanto no volume {mi) da pata comparado ao volume inicial. A permesabilidade
vascular esta expressa como concentracdo de azul de Lvans/pala. As barras
verticals representam a média & e.p.m. de quinze animais. * p< 0.05, em relagéo
a0s animais gue receberam somente agua (0). C=controle; T=iratados com L-
NAME.
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3.2.4 Efeito do iloprost

E A Figura 12 mostra que a administracdo subcutdnea na regido
épiantar de tloprost (0.3 nmol/pata, n=10), uma hora apds a injecdo de
fcarragenina, potenciou a resposta edematogénica (p< 0.05), conforme
f;demanstrado anteriormente. Observa-se ainda nesta figura que o iloprost
?gfeverteu significativamente a inibigdo causada pelo tratamemo crénico por
%quatm semanas com L-NAME.

3.2,5 Efeito do captopril

A Figura 13 mostra que animais fratados com caplopril
%f(apmxim_adamente 140 pumolkgidia, n=10} por quatro semanas apresentaram
%respcsta‘f edematogénica semethante que animais controles (44 + 04 e 51 %
E}E mi.h§ area sob a curva parai' animais controles e tratados com caplopril,
é%érespectivamenie). A figura mostra ainda que o captopril ndo modificou de modo
gségnificativo a inibicdo causada pelo tratamento crénico com L-NAME (2.3 £ 0.4
& 34 + 0.5 mih, ASC para animais tratados com L-NAME e com L-NAME +
captoprit, respectivamente). Na segunda hora, por exemplo, as percentagens de
inibigdo causadas pelo L-NAME em animais controles e tratados com captopril
foram, raspect;vamente de 56.0 £7.0 % e 46.4 + 8.4 %. Na terceirg hora, foram
de 526+ 9.1 % e 33.7 £ 9.9 % (p< 0.05), respectivamente.
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Figura 12. Efeito do iloprost sobre a inibigdo causada pelo
. tratamento cronico com L-NAME (quatro semanas) no edema de pata
induzido por carragenina (1 mg/pata). O iloprost (0.3 nmol/pata) foi injetado
na pata de animais controles (colunas cheias) e tratados com L-NAME (colunas
com listas) 1h apds a injecdo subplantar de carragenina. O edema esta
expresso como aumento no volume {mi) da pata comparado ao volume inicial.
{Cada coluna representa a média de dez ratos + & p.m. *p< 0.05 por comparacao

com os valores oblidos nos animais controles.
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Figura 13. Efeito do captopril sobre a inibigAo causada por L-NAME
no edema de pata induzido por carragehina {1 mgl/pata). Captopril
(aproximadamente 140 pmolirato/dia) foi adminisirado por via oral diluido em
sgua individualmente ou em assoclagdo com L-NAME (aproximadamente 75
umolfrato/dia; quatro semanas). Os simbolos (O), (w), (30} e (#) representam ©
grupo controle, grupo tratado apenas com captopril, grupo tratado com L-NAME
e grupo fratado com L-NAME + caplopril, respectivamente. O edema esta
expresso como aumento no volume (ml) da pata em relagfio ao volume basal.
Cada ponto da curva representa a media de dez ratos. Os resultados estao
expressos como média + e.p.m. * p< 0,05 em relag@o aos animais controles sem
ratamento e ** p< 0.05 em relagdo aos animais que receberam apenas

captopril.
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3.2.6 Efeito do L-NAME em animais 2K-1C

A Figura 14 mostra que animais 2K-1C apresentaram uma
resposta edematlogénica significativamente maior do que animais controles
normotensos. A drea sob a curva para ambos os grupos foide 26+ 03e 35 +
0.3 mLh para animais controles e hipertensos, respectivamente (p< 0.05, n=10).
Qbservamos ainda que a inibicdo causada pelo tratamento crdnice com L-
NAME (quatro semanas) no grupo de animais hipertensos 2K-1C foi de
magnitude similar 2o grupo controle. A drea sob a curva para ambos 0s grupos
foide 1.4 £0.2 e 1.3 + 0.1 mbLh para animais controles e animais 2K-1C f{ratados
com L-NAME, respectivamente). Resultados semelhantes foram obtidos pelo
tfratamento crénico com L-NAME por duas semanas (dados n&o apresentados,
=103,

3.2.7 Pleurisia

A injegBo de carragenina na cavidade pleural de animais
cronicamente iratados com L-NAME por duas ou quatro semanas ndo alterou de
modo significante a migragdo leucocitaria quando comparado @os animais
controles {Tabela 3). Com relagdo & contagem diferencial, verificamos que
animais fratados com L-NAME por guatro semanas néo apresentaram inibigao
na migracdo de neutrdfilos, eosinbfilos e células mononucleares (n=6, Tabela
3L
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Figura 14. Efeito da hipertensdo (ratos 2K-1C) sobre o edema de
pata induzido por carragenina {1 mg/pata). O edema de pata em animais 2K-
1C {4} foi induzido em um tempo de quatro semanas apos a cirdrgia. L-NAME
(75 umolfrato/dia) foi diluido na dgua dos animais 2K-1C (R} e na dgua dos
animais sham (1) por quatro semanas. O edema esta expresso como aumento
no volume (ml) da pata em rela¢éo ao volume inicial. Cada ponto da curva
reprasenta a média de dez ratos, Os resultados est8o expressos como média +

&.p.am, * p< 0.05, em relagdo aos animais normotensos (0),
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Tabela 3. Infiltrac3o de leucdcitos e contagem diferencial de células

m animais tratados cronicamente com L-NAME (ou D-NAME). Contagem

tc:stai (célulasx10%cavidade) e diferencial de células (%) foram avaliadas quatro

horas apés a injegdo intrapleural de carragenina (0.5 mg/cavidade). Os

sultados estdo expressos como média + e.p.m. de seis animais.

LEUCOCITOS { x 109/mi) DIFERENCIAL (%)
 Tratamento  2semanas 4 semanas Neutro Eosino Mono
Controle 78.0 + 8.1 64.6+52 72638 2.0+£003 28238
L-NAME 68.8+356 80B8+58 76.2+0.9 24+08 214+08
DN AME 710+ 105 n.d. nd, n.d. n.d.

n.d. = ndo determinado
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a administraggo
aguda cu crbnica do inibidor da sintese de NO, L-NAME, inibe a resposta
edematogénica induzida por carragenina em pata de ratos, indicando que o NO
endbgeno modula a formag8o local de edema. A redugdo da resposta
edematogénica causada pelo L-NAME é de fato devido & inibiggo da sintese de
 NO visto que o enantiomero inativo D-NAME néo apresentou efeito inibitdrio.
Atualmente, & aceito que o NO & produzido focalmente em diversos leitos
vasculares para maniter o tdnus dilatador da microvasculatura (Moncada et al.,
1892). Utitizando preparagbes e espécies animais diferentes, alguns autores
tém demonstrado que inibidores da sintese de NO inibem 2 resposta
_edematogénica induzida por diversas substéncias. Entretanto, o mecanismo
pelo qual 0 NO exerce este efeito ainda ndo estd completamente elucidado e,
em alguns casos, é até controverso.

Com relaco a administrac@o aguda de L-NAME, verificamos neste
frabatho que o mesmo inibe o edema de pata quando injetado pelas vias
subcuténea na regiéo plantar ou endovencsa. Esta inibigdo é prevenida quando
se faz a co-injecdo de um potente vasedilatador, como o iloprost (Skuballa ef al.,
1988). Isto indica que o efeito inibitdrio do L-NAME é devido a uma reducdo do
fluxo sanguineo local (vasacbnstrigéo) acarretando menor formagdo de edema.
O resultado com o iloprost elimina a possibilidade que o L-NAME estgja
vromovendo reducdo de edema por inibir diretamente o aumento de
permeabilidade vascular. Resuitados semelhantes foram obtidos para o edema
de pata induzido por poliarginina (Antunes ef al, 1880). Neste caso, o iloprost
também reverteu significativamente a inibico causada pela administracéo
aguda de L-NMMA, indicando que a redugdo de edema ocorreu por
vasoconstrigdo local. Esta hipdtese é ainda refor¢ada pelos estudos de Teixeira
ef al,, (1983) in vivo em pele de cobaia. Estes autores demonstraram que alguns
vasodilatadores {(nitroprussiato de sodio e prostaglandina E,) fambém séc
capazes de reverter o efeito inibitdrio do L-NAME tanto sobre o fluxo sanguineo
como sobre o exiravasamento de proteinas plasmaticas induzido por
bradicinina. Em pele de coetho também foi demonstrado que o nitroprussiato de
s¢dio reverte parcialmente o efeito inibitorio do L-NAME sobre o
extravasamento de albumina induzido por histamina (Pedroso-Mariani ef al.,
1995},
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Na microcirculagdo cuténea de ratos, o L-NMMA e L-NAME reduzem o
Eﬁuxo sanguineo basal e/ou a formag8o de edema induzido por substancia P
{Hughes ef al, 1990}, carragenina, dextran (lalenti ef &/, 1992), bradicinina,
serotoning e composto 48/80 (Antunes ef a/,, 1992). Em todos estes trabalhos, é
sugerido que a redugdo de edema se deve sobretudo & reducdo de fluxo
sanguineo. De fato, a injecdo local de vasoconstritores tais como catecolaminas
{ODuffy & Chahl, 1979) e endotelina-1 (Brain ef al., 1889; Chandler ef a/., 1990)
inibe a formagZo de edema induzido por diversos agentes.

A possibilidade do NO atuar diretamente em nivel de permeabilidade
endotelial fem sido também investigada. Em preparagSes de bochecha de
hamster /n vivo foi demonstrado que o L-NAME inibe, de maneira dose-
dependente, o extravasamento de proteinas induzido por bradicinina e
adenosina di-fosfato (Mayhan, 1992). Neste caso, o autor concluiu que tal
inibicBo se deve a uma reducdo de permeabilidade endotelial e ndo a uma
reducéo de fluxo sanguineo local.

Ao contréario destes estudos onde o L-NAME apresenta uma resposta
"anti-inflamatdria”, em outros leitos vasculares tais como vias aéreas superiores,
figado, baco, pancreas, rim, estémago e duodeno de ratos (Filep & Foldes-
Filep, 1993}, circulacdo mesentérica de 'gato (Kubes ef al, 1991), circulacdo
coronariana de rato (Filep ef al, 1983) e em vénulas mesentéricas de rato
{Kurose ef al., 1893), a administraco aguda de L-NAME ‘per se” promove um
acentuado extravasamento de albumina, indicando agora que o NO apresenta
um papel protetor sobre o endotélio, minimizando a perda de fluidos e
proteinas.
A semelhanga do tratamento agudo, o tratamento crénico com L-NAME,
por duas & guatro semanas, fambém determinou inibiggo significativa do edema
de pata induzido pela carragenina. O efeito inibitério do L-NAME foi revertido
pelo iloprost, indicando que, sob fratamento crénico, a inibicdo do edema deva
também ocofrer por redugao do fluxo sanguineo local.
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Neste trabalho, nds confirmamos que a administracdo cronica de
égiiﬁib%dores da sintese de NO acarreta acentuada hipertens&o acs animais como
primeiramente descrito (Baylis ef al, 1992; Ribeiro ef al, 1992). Atualmente,
outros grupos de pesquisadores vem utilizando o modelo de administragéo
é@écrf}rzica de L-NAME como novo modelo de hipertenso efou cardiopatias
{Pallock et af., 1993; Jover et al., 1993).

A hipertenséo arterial induzida pelo tratamento crénico com L-NAME em
ratos é mediada principalmente pela ativaglo do sistema renina-angiotesina-
aldosterona visto que o tratamento dos animais com losartan (antagonista de
receplores de angiotensina i) previne varias das alteragGes hemodindmicas
induzidas pelo L-NAME tais como a hipertens&o, a redugdo do ritmo de filtragdo
glomerular e o aumento da resisténcia vascular renal (Ribeiro ef al, 1992).
Entretanto, animais hipertensos 2K-1C ndo apresentaram inibigdo da resposta
edematogénica induzida por carragenina indicando, provavelmente, que nivels
circulantes elevados de angiotensina Il no € um fator importante responsavel
pela modulacdo do fluxo sanguineo microvascular na pata do rato. Além disso,
03 animais tratados com o inibider da enzima cininase [, captopril,
apresenfaram niveis de pressé@o arterial praticamente normais, porém a
resposta edematogénica em presenga do L-NAME né&o foi alterada, ou seja, o
captopril previne a hipertens&c mas n&o reverte significativamente a inibigdo do
edema de pata causada pelo fratamento crénico com L-NAME. Dessa forma,
nossos resultados sugerem que a redugdo do fluxo sanguineo pelo L-NAME nfo
e umn fator que dependa de elevagdo de pressdo arerial, mas que
provavelmente reflele auséncia focal de producBo de NO a nivel de
microcirculagé@o gue irriga a pata do animal.

{ edema de pata nos animais hipertensos 2K-1C foi significativamente
maior do que nos animais controles normotensos. Curiosamente, animais
hipertensos 1K-1C apresentam niveis sanguineos de cininas aumentadas
guando comparados aes animais normotensos (Salgado ef al., 1986). Visto que
cininas estdo envolvidos no edema de pata induzido por carragenina (Di Rosa
et al, 1971), é possivel que o aumento da resposta edematogénica observado
nestes animais seja decorrente de niveis elevados das cininas, Isto também
explicaria o discreto aumento do edema observado nos animais fratados
cronicamenta com captopril.
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Nossos resultados demonstram ainda que embora a injecéo subplantar e
endovenosa de L-NAME tenha causada semelhante reducéo do volume da pata
(medido em mi), o extravasamento de proteinas plasmaticas nao apresentou o
mesmo padric de resposta, ou seja, o tratamenio endovenoso reduziy o
extravasamento de proteinas plasméticas enquanto 0 mesmo néo foi observado
com ¢ tratamento subplantar. Com refagdo ao tratamento cronico com L-NAME,
observamos que, apesar do mesmo causar uma inibicBo do edema de pata
também néo alterou o extravasamento de proteinas para o espaco intersticial. £
possivel que esta discrepancia (inibicdo do edema nao acompanhado por uma
inlbicdo concomitante de extravasamento proteico) seja decorrente de uma
cinética diferente para os dois eventos, conforme o protocolo empragado.

A resposta inflamatéria induzida pela carragenina & dependente de
leucteitos circulantes (Spector & Willoughby, 1959; Di Rosa ef al, 1971).
Leucdcitos polimarfonucleares e células mononucleares sintetisam NO (Rimele
ef al, 1988; Salvemini ef a/, 1989) e acredita-se que tal mediador possua um
sfeiln inibitéric sobre a aderéncia e migracio entre leucdcitos e células
endoteliais em nivel de vénulas pds-capitares (Kubes af al., 1991; Teixeira ef a/,,
1%93) Na microcirculacdo cuténea de cobaias in vivo, Teixeira ef af, 1593,
verificava que a administracao subcuténea de L-NAME promovia uma inibicdo
do actmulo de neutréfilos e eosindfilos induzidos por fator ativador de plaquetas
{PAF), antigenos (gamaglobulfina bovina) e zimosan. Esta inibicdo era revertida
peta co-injecéo de vasodilatadores tais como o nitroprussiato de sédio (doador
de NO} & prostaglandina E,, indicando que a acdo inibitdria do L-NAME deveu-
se a uma redugdo do tonus vascdilatador naquele sitio microcirculatério, Além
idissc}, o L-NMMA foi também capaz de inibir a gquimiotaxia de neutréfiios
humanes in vilro induzida por IMLP, Cba des Arg e LTB,. Neste caso, a L-
argining, o nitroprussiato de sdédio e 8-bromo-GMPc atenuaram a resposta
inibitdria do L-NMMA (Belenky et af, 1893). Estes resultados indicam a priori
gue 0 NO regula a quimiotaxia de leucocitos in vivo. Por outro lado, em
preparacfes de mesentério de gato, o L-NMMA e o L-NAME causaram um
aumenio aceniuado tanto na adesdo quanio na migracdo de leucdcitos
{medidos por téecnicas de microscopia infravital, Kubes ef al, 1991). Estes
autores concluiram que o NO € um inibidor endogeno da ades&o e migracio de
feucteitos e gue na auséncia do mesmo ocorre um quadro de inflamacdo aguda
por favorecer ambos 0s eventos inflamatérios. Resultados semelhantes foram



observados posteriormente pelo mesmo grupo de autores em preparagdes de
vénulas mesentéricas de ratos (Kurose et al., 1993),

Nossos resultados mostraram que o tratamento agudo com L-NAME
recuziu significativamente a migrac&o celular total. Acreditamos que tal efeito
seja decorrente de extensa vasoconstrigdo (isquemia) promovida pelo inibidor
de NO acarretando, consequentemente, menor perfusfio sanguinea no leito
microcirculatério pleural. Esta hipdtese poderia ser confirmada pela co-injecdo
de vasodilatadores (nitroprussiato de sodio, iloprost) 3 semelhanca dos
trabalthos de Teixeira ef &/, (1993). No tratamento cronico, onde acreditamas
ser mais fidedigno do ponio de vista fisiopatologico, ndo verificamos inibigdo
significativa da migragdo celular fotal provavelmente porque em um més de
tratamento, o animal encontre mecanismos capazes de compensar a reducéo de
fluxo sanguineo local garantindo o minimo necessario para o funcionamento do
orggo,
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5.CONCLUSOES

| 1. O éxido nitrico enddgenc modula a formacdo local de edema uma vez
que 2 administracio aguda ou crénica de L-NAME (mas ndo de D-NAME) inibe

significativamente o edema de pata de rato induzido por carragenina.

| 2. O L-NAME atua provavelmente promovendo redugo do fluxo
sanguineo local em vez de afetar diretamente a permeabilidade microvascular
uma vez que o vasodilatador iloprost reverte a inibic80 causada pelo L-NAME

no edema de pata induzido por carragenina.

3. A redug&o no fluxo sanguineo causada pelo L-NAME parece ndo estar
relacionada & hipertenséo arterial, pois o captopril previne a hipertenséc mas
ndo reverte os efeitos inibitdrios do L-NAME no edema de pata. Os animais
tormados hipertensos por oclusdo da artéria renal (Z2K-1C) n&o apresentam
reducdo no edema de pata, indicando, provavelmente, que niveis circulantes
elevados de angiotensina H n&o s30 0s principais componentes que modulam ¢

fluxo sanguineo microvascular local na pata do rato.

4. O L-NAME n8o modificou a formacdo de exudato & migracdo de
leuchcitos induzidas por carragenina na cavidade pleural. Islo indica gue,
provavelmente, o Oxido nitrico ndo modula este fendmeno no leito

microcirculatorio do rato.
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ABSTRACT

The effects of acute and chronic treaiment with the nitric oxide (NO)
%?syﬂthase inhibitor N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) and its inactive
%enanﬁomer N®-nitro-D-arginine methy! ester {(D-NAME} on the inflammatory
%érespf}nsas {rat paw ocedema, vascular permeability and pleurisy) induced by
?iaarragaenin in rats have been investigated.

Changes in the rat paw volume were measured with a
%hydroplethysmometer at 1, 2, 3 and 4 hours after the injection of carrageenin.
When recersary, L-NAME or D-NAME was administered subplantarly,
intrapleurally or intravenously immediately before the injection of carrageenin.
The subplantar (0.15-1.0 pmolipaw) or intravenous (10-100 umolkg)
injection of L-NAME dose-dependently inhibited the carrageenin-induced paw
Eiaedema. The administration of D-NAME by either route (1 umol/paw or 100
nmoifkg) had no effect on the foregoing oedema. The inhibition of paw oedema
by L-NAME was significantly reversed by the local administration of the
%pmstacyciin analogue iloprost (0.3 umolipaw). The carrageenin-induced
leucocyte migration into the pleural cavity was also dose-dependently inhibited
by the intravenous (10-100 pmol/ikg) or intrapleural (3-10 umol/cavity) injection
of L-:NAME. D-NAME (1 pmolipaw or 350 pmolkg) had no effect on leucocyte
migration. Our results indicate that the inhibition of both paw cedema and cell
migration caused by acute L-NAME freatment is subseqguent to a reduction in
focal microvascutar blood flow.

Chronic inhibition of NO biosynthesis was achieved by including L-NAME
in the drinking waler to give an in take of approximately 75 umol/rat/day for two
and four weeks. Controf animals received either tap water alone or the inactive
enantiomer D-NAME. Since chronic NO inhibition increases blood pressure, we
compared the resulting paw cedema with that produced in rals made
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égéhypeﬁensive by occlusion of the left renal artery (2K-1C). In a separate set of
;gexperiments, L-NAME-treated animals concomitantly received captopril {140
ééégmg}!!rat!day) to prevent hypertension. Animals chronically treated with L-NAME
{E:mt not D-NAME) for two or four weeks developed hypertension to the same
ex%ent as 2K-1C rats. Carrageenin-induced paw oedema was significantly
reduced in rats chronically treated with L-NAME, but not in those receiving D-
;NAME or in 2K~1C animals. The subplantar injection of iloprost significantly
reversed the inhibition of paw oedema caused by L-NAME. Captopril {140
umol/rat day) fowered the high blood pressure levels induced by L-NAME (p<
E@.ﬁi‘)) but did not significantly affect the inhibition of paw ocedema by L-NAME. No
changes in vascular permeability, as assessed by Evans blue extravasation,
were observed in L-NAME-treated animals. The chronic treatment with L-NAME
ff}i’ two or four weeks did not inhibit carrageenin-induced leucocyle migration
into the pleural cavity. |

i is concluded that although carrageenin-induced paw oedema is
reduced in L-NAME-treated rats, this response reflects a decrease in local blood
ﬂi}w rather than an effect on vascular permeability. Furthermore, the chronic
inhibition of biosynthesis does not affect vascular permeability and cell migration
in the pleurisy model. |



