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RESUMO

Neste trabalho investigamos a participagdo do NO no edema de pata,
permeabilidade vascular e influxo de neutréfilos para cavidade peritoneal
induzidos pela enterotoxina estafilocdcica tipo B (SEB) em camundongos.
Para tanto, utilizamos inibidores nZo-seletivos (L-NAME) e seletivos
(aminoguanidina e 7-nitroindazol) da NO-gintase, assim como a
dexametasona (inibidor da indugéio da iNOS).

Nossos resultados mostraram que o L-NAME (7-28 mg/keg, 1.v.) e
aminoguanidina (25-75 mg/kg, i.v.) reduziram significativamente o edema de
pata induzido pela SEB (25 pg/pata). A administragdo subplantar de tais
inibidores também causou significante redugio do edema de pata. Por outro
lado, apenas as maiores doses destes inibidores (administrados pela via
endovenosa) foram capazes de inibir de maneira significativa, o
extravasamento de proteinas induzido pela toxina. O D-NAME (enéntiomero
inativo), administrado local ou sistemicamente, ndo alterou a resposta
edematogénica induzida pela SEB. A inibigdo do edema de pata causada pelo
L-NAME e aminoguanidina foi revertida pelo iloprost (analogo da
prostaciclina), sugerindo que o efeito inibitorio destes inibidores deve-se,
provavelmente, a redugdo de fluxo sangiiineo local como consequéncia da
imibigAo do NO.

A administragio sistémica do L-NAME (14-56 mghkg),
aminoguanidina (25-75 mg/kg) ou dexametasona (0,25-1,0 mg/kg) atenuou o
influxo de neutrofilos induzido pela SEB em cavidades peritoneais com
numero de macréfagos normais. Em cavidades com o mimero de macrofagos

aumentado, os inibidores foram menos eficazes em reduzir o influxo dessas



células. O D-NAME ndo afetou o influxo de neutrofilos induzido pela SEB
nas duas cavidades estudadas.

Os resultados da medida da atividade da NOS mostraram que a aNOS
do cérebro foi significativamente inibida pelo L-NAME 4 (28 mg/kg) e 12 h
(14-56 mg/kg) apdés administragdo endovenosa deste imibidor. A
aminoguanidina (75 mg/kg, i.v.) reduziu a atividade da nNOS em 4 h, mas
ndo em 12 h apds a administragdo sistémica. O 7-nitroindazol (5-15 mg/kg)
ndo modificou a nNOS em quaisquer das doses utilizadas. A atividade da
iNOS foi inibida significativamente pelo L-NAME (14-56 mg/kg, i.v., 12 h) e
aminoguanidina (25-75 mg/kg, i.v., 12 h).

Concluimos que o NO ¢ um mediador importante na resposta
edematogénica e no influxo de neutréfilos induzidos pela SEB. A sintese do

NO, no sitio inflamatério, parece envolver a ctNOS na fase inicial (4 h) ¢ a
iNOS na fase de mais tardia (12 h).



1. INTRODUCAO
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1.1- Inflamacéo aguda

O processo inflamatério agudo representa uma reagdo de defesa do
organismo a invasdio por agentes infecciosos, danos quimicos, fisicos ou
traumaticos. Esta reagdo envolve fendmenos vasculares (vasodilatagio e
aumento da permeabilidade vascular) e celulares (infiltragdo celular),
decorrentes da liberagdo local de mediadores quimicos formados e liberados
concomitante ou seqilencialmente, no local da lesdo tecidual. A origem desses
mediadores pode ser plasmatica (fatores do complemento, bradicinina) ou
celular (histamina, serotonina, PGs, PAF, LTs, citocinas € outros). Assim, esses
mediadores sdo os responsaveis pela génese ¢ (ou) manutengdo dos eventos
caracteristicos do processo inflamatério (FERENCIK & STVRTINOVA,
1996).

A vasodilatagio se deve a ag@io de mediadores preferencialmente em
arteriolas. Dentre estes, podemos citar a bradicinina, a histamina, metabolitos
do 4cido araquidénico (PGE; e prostaciclina), CGRP ¢ outros (WILLIANS,
1985: HOLZER, 1988). Alguns mediadores, como a bradicinina, causam
vasodilatagdo indireta, através da liberagio de oxido nitrico e prostaciclina
(MONCADA et al., 1991).

O aumento da permeabilidade venular se deve a agdo de mediadores
inflamatorios sobre as células endoteliais, induzindo contragdes das mesmas.
[sto permite a passagem para o intersticio, de substincias de alto peso
molecular (proteinas, por exemplo), as quais ndo sdo filtradas em condigBes
fisiologicas. Este aumento ocasiona o extravasamento de proteinas para o
tecido, o qual, somado ao aumento da pressio de filtragdo (devido a

vasodilatagido) e aumento da pressdo osmotica exercida pelas proteinas no
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intersticio, leva a saida de liquido da rede capilar para o espago intersticial
acarretando na formagdo de edema (tumor). A lista de mediadores que induzem
o aumento da permeabilidade vascular é extensa; dentre eles, podemos citar:
cininas, histamina, serotonina, leucotrienos, PAF, C5a e substancias liberadas
localmente de terminagdes nervosas (taquicininas) (WILLIANS, 1985).

As células envolvidas na resposta inflamatoéria podem estar presentes nos
tecidos (células endoteliais, mastocitos, macrofagos residentes), enquanto
outras chegam ao foco mflamatério provenientes do sangue (leucdcitos
polimorfonucleares e células mononucleares) (DALE & FOREMAN, 1989).

A mobilizagdo dos leucocitos da microcirculagdo para o foco
inflamatério, é uma das etapas fundamentais para a defesa do orgamismo. A
principal fungdo dos neutrofilos, leucocitos predominantes no exsudato
inflamatério na fase aguda, € a fagocitose dos agentes que desencadearam a
reagdo inflamatéria (DALE, 1984). A migra¢do dos neutrdfilos inicia-se com
sua aderéncia a superficie das células endoteliais de vé€nulas pos-capilares da
microcirculagio local (marginagio). Experimentos in vifro e in vivo
demonstram que mediadores como C5a, LTB,, PAF, IL-1 € o TNF aumentam a
aderéncia dos neutrdfilos ao endotélio, provavelmente por aumentarem a
expressdo de receptores na superficie das células endoteliais ¢ dos neutréfilos,
os quais sdo responsaveis pela interagdo entre estes dois tipos celulares
(YANKEY, 1989; MACMILLAN & FOSTER, 1988; FACIOLI ef al., 1990).
Assim, a adesdio de leucocitos na parede do endotélio vascular envolve
processos especificos entre moléculas de adesdo presentes nos leucocitos ¢ nas
superficies das células endotelias (OSBORN, 1990; MACKAY & INHOF,

1993). Estas moléculas sdo classificadas em 3 diferentes familias, de acordo
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com sua estrutura molecular: selectinas, integrinas ¢ a superfamilia das
imonoglobulinas (CRONSTEIN & WEISSMAN, 1993).

Apos a aderéncia, os neutrofilos sofrem mudangas de forma e migram
para o espago extracelular, através das jungdes entre as células endoteliais. A
seguir, migram até o sitio lesado, obedecendo a um gradiente quimico de
mediadores conhecidos como fatores quimiotaticos (HARKNESS, 1981).

Os fatores quimiotaticos incluem substincias liberadas por células do
organismo, quando estimuladas, tais como o LTB, IL-1, TNF-a, IL-8, PAF e o
C5a (ROSSI & HELLEWELL, 1994). Outros fatores tais como o peptideo
fMLP, caseina e dextrana sio substdncias capazes de agir diretamente nos
neutrofilos ativando seus mecanismos de locomogdo ¢ aderéncia, causando
assim quimiotaxia das mesmas (WILKINSON, 1984).

Além dos mediadores citados acima, ¢ importante ressaltar que os
macrofagos residentes tém importante papel no desenvolvimento de varios
eventos descritos como fase aguda da inflamagdo, sendo considerados células
de alarme (FERREIRA, 1980). Estas células sdo responsaveis pela inicio da
mobilizagio de neutréfilos da circulagio para as regides de dano tissular, e
também pelo desencadeamento de outros eventos inflamatorios tais como
edema e dor (CUNHA & FERREIRA, 1986). Estes fen6menos envolvem um
mimero consideravel de citocinas, incluindo a IL-1 ¢ IL-8, TNF-o ¢ IFN-y,
sendo os macrofagos a principal fonte das mesmas (DINARELLO, 1991;
RANKIN et al., 1990; WHALEY & FERGUSON, 1981, RIBEIRO ef dl,
1991).
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1.2 - Oxido nitrico

O NO ¢ a menor molécula biologicamente ativa do organismo. E
produzido em condigdes fisiolégicas e patologicas, a partir do aminoacido L~
arginina, por uma familia de enzimas denominadas NOS. A reago consiste na
oxidagdo por oxigénio molecular (O;), de um dos nitrogénios do grupo
guanidino terminal para NO. Esta oxidacdo envolve transferéncia de cinco
elétrons ¢ ocorre em duas etapas: na primeira, forma-se, por transferéncia de
dois elétrons, o produto intermedidrio N°-hidroxi-L-arginina; na segunda, este
produto intermediario ¢ oxidado, por transferéncia de mais trés elétrons,
formando o NO ¢ a L-citrulina (conforme ilustrado abaixo, MACMICKING et
al., 1997).

OH—N NOS o

P -
NADPH H 12 NADPH NH

HN
e
H
+ NO-
) o 2 0
HN HN
OOH

H,N

O0OH 'OOH

Larginina NG hidroxi L-arginina Lcitrulina

Trés isoformas de NOS ja foram identificadas: neuronal, induzida e
endotelial. Todas as isoformas sdo dependentes de NADPH ¢ mostram
similaridades com a citocromo P-450 redutase.

Tanto a nNOS como a eNOS sio Ca’'/calmodulina-dependentes e
liberam NO por periodos curtos, enquanto que a iNOS independe de Ca®'e,
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uma vez expressa, sintetiza NO por periodos prolongados de tempo
(MONCADA et al., 1991).

A nNOS é encontrada no sistema nervoso central e periférico, sendo que
o NO derivado desta isoforma tem importante papel fisiolégico como
neurotransmissor ¢ mediador do metabolismo ¢ fluxo sangiiineo no cérebro. A
nNOS também pode ser encontrada em células nfio neuronais, tais como
mastdcitos, macréfagos, neutrofilos e endotélio (SCHIMDT et al., 1993).

A eNOS esta presente nas células endoteliais € o NO produzido por esta
enzima esta envolvido na regulagio da pressédo arterial, distribuicdo do fluxo
sangiiineo aos érgdos, inibigdo da adesdo e agregacdo plaquetaria e inibigdo de
certas fungdes leucocitarias (SOUTHAN & SZABO, 1996).

A iNOS ¢ sinfetizada em macrofagos, leucocitos polimorfonucleares,
células endoteliais, hepatdcitos e outros tipos celulares em resposta a citocinas
e endotoxinas. Esta isoforma estd essencialmente presente em reagdes
inflamatorias  diversas, tanto agudas como crénicas (CLANCY &
ABRAMSON, 1995; MACMICKING et al., 1997).

Quando liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para a
célula alvo, onde interage com moléculas especificas como, por exemplo, o
ferro, na forma reduzida (Fe™*), contido em determinadas proteinas, como a
guanilato ciclase soliivel. A ligagdo do NO ao grupamento heme da guamlato
ciclase solavel estimula a atividade catalitica desta enzima, levando a formagéo
de GMP ciclico (GMPc). Assim, é o acamulo intracelular deste segundo
mensageiro o responsavel pela maioria das agdes biologicas do NO incluindo
relaxamento vascular e inibigdo da atividade plaquetaria (Moncada & Higgs,

1993).
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Através do uso dos mibidores de NOS, tem sido possivel estudar o papel
do NO endogeno em diversos eventos fisiopatoidgicos. Dentre os inibidores de
NOS, destacam-se os analogos da L-arginina os quais sdo inibidores
competitivos e niio seletivos das isoformas de NOS. Dentre eles, podemos citar
0 L-NMMA,, L-NIO ¢ L-NAME. Os isoméros L séo inibidores mais efetivos da
NOS do que os isoméros D correspondentes (MONCADA ef al., 1997).

Outros compostos nio derivados da L-arginina tém sido também
descritos como inibidores da NOS, tais como: guanidinas, imidazoéis, 7-
nitroindazois e azul de metileno (SOUTHAN & SZABO, 1996). Dentro deste
grupo existem compostos seletivos para a NOS; este ¢ o caso da
aminoguanidina que inibe seletivamente a iINOS (CORBETT et al., 1992) ¢ o
7-nitroindazol que inibe preferencialmente a ntNOS (MOORE et al., 1993).

Além disso, os glicocorticoides, como a dexametasona, inibem a indugdo
de iNOS em macréfagos ¢ leucdcitos polimorfonucleares, mas ndo afetam a
expressio das NOS (Di ROSA et al., 1990; RADOMSKI e al., 1990).

A participagio do NO na resposta inflamatéria tem sido bastanie
documentada. HUGHES et al. (1990), utilizando inibidores como o L-NAME ¢
o L-NMMA, demonstraram que o NO participa da formagdo do edema
induzido pela substincia P na pele de ratos. Utilizando estes mesmos
inibidores, outros autores demostraram que o NO modula a formagéo do edema
de pata em ratos induzido tanto pela carragenina (TALENTI er al., 1992;
MEDEIROS et al., 1995) como pela dextrana (JALENTI et al., 1992). No
entanto, 0 mecanismo pelo qual o NO exerce seu efeito ndo esta bem elucidado
e os dados sfo muitas vezes conflitantes. Enquanto alguns autores acreditam

que o NO modula a formag#io do edema através da vasodilatagdo local, outros
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acreditam que este mediador tem uma participagdo direta na permeabilidade
vascular (HUGHES et al., 1990; MAYHAN, 1992).

Em relagio ao acimulo de neutrofilos nos sitios inflamatdrios, varios
trabalhos sugerem que o NO esta envolvido neste evento, mas 0s resultados
ainda ndo sdo esclarecedores. Assim, por exemplo, em vénulas meseniéricas, a
inibigio do NO aumenta a adesdio de neutrofilos atraves de um mecanismo
relacionado com a molécula de adesdo CD18 (KUBES et al., 1991). Por outro
lado, trabalhos in vitro, mostram que a inibigdo de NO atenua a quimiotaxia de

neutrofilos (KAPLAN et al., 1989; BELENKY et al., 1993).

1.3 - Enterotoxinas estafilocécicas

As enterotoxinas estafilococicas sdo newrotoxinas produzidas ¢
excretadas por algumas cepas do Staphylococcus aureus. Essas toximas
induzem uma série de alteragdes fisiopatologicas em humanos ¢ animais, as
quais podem levar a incapacitagdo, choque ¢ morte (LeCLAIRE et al., 1995).

As SE siio proteinas basicas com peso molecular entre 25.000 - 30.000 ¢
estruturalmente semelhantes entre si; sdo estaveis em meio acido e temperatura
clevada. As SE sdo classificadas por critérios imunolégicos em cinco tipos
diferentes, designados alfabeticamente de A a E (BERGDOLL, 1979, 1989;
[ANDOLO, 1989). FEsta familia de enterotoxinas funciona como
“superantigenos” (BOBAK & GUERRANT, 1992), e acredita-se que parte de
suas acdes deve-se ao este efeito imunomodulador (FLEISCHER et al., 1989,
MARRAK & KAPPLER, 1990).
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A SEB foi a primeira a ser obtida de forma altamente pura e em grande
quantidade. Tanto a seqiiéncia de aminoacidos, como o peso molecular (28.366
daltons) da SEB ja foram determinados (BERGDOLL, 1979).

A administragdo da SEB em camundongos induz a liberagdo de varios
mediadores pré-inflamatérios incluindo o TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2, 1L-6, IL-
10 e 0 NO (MIETHKE et al., 1992; GONZALQ et al., 1994, HASKO et al.
1998; FLORQUIM et al., 1994), sendo que, este ultimo parece exercer efeito
protetor contra o choque toxico induzido por esta toxina em camundongos. Este
fato estd baseado na verificagdo de que a administragio prévia de L-NAME
acentua o choque letal produzido por esta toxina (FLORQUIM et al., 1994).

De fafo, toxinas bacterianas sdo conhecidas por estimularem a liberagio
de varios mediadores inflamatorios de células de defesa do organismo
(FLEMING ef al., 1991). Os macrofagos sdo uma das principais células
residentes que, ao sofrerem ativagio por estas toxinas, podem liberar PGs,
LTB,4, IL-1, IL-8, TNF-a ¢ o NO. Esses mediadores estio envolvidos em
eventos inflamatérios tais como migragdo de leucdceitos, permeabilidade
vascular, febre e dor (FERREIRA, 1993; DINARELLO, 1991; CUNHA ef al.,
1992; RIBEIRO et a/., 1991; KLUGER, 1991).

A injegéio intraplantar de SEB no camundongo, produz edema bifasico e
de longa duragdo. A fase primaria (inicial) deste edema dura cerca de 24 horas
(edema agudo), sendo seguida por uma fase secundaria (ou tardia) que se inicia
apos 24, e continua até as 72 h (edema crénico). Varios mediadores quimicos
parecem contribuir para a formagdo desta reagdo edematogénica como o PAF,
histamina e metabolitos do acido araquidénico. Em relagdo aos metabélitos do
acido araquiddnico, existe uma diferenga marcante entre as duas fases deste

edema, ou seja, enquanto os produtos da lipoxigenase estdo envolvidos na fase
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aguda, os da cicloxigenase podem estar envolvidos na fase crénica (DESOUZA
et al., 1996).

A SEB induz também migragio de neutrofilos para a cavidade peritoneal
de camundongos, sendo este efeito dependente da dose ¢ tempo de
administragio (DESOUZA & RIBEIRO-DASILVA, 1996). O tratamento dos
animais com tioglicolato (agente utilizado para aumentar o numero de
macrofagos residentes) potencializa o influxo de neutrofilos induzido pela SEB.
Além disso, a lavagem da cavidade peritoneal dos amimais (método utilizado
para remover os macréfagos) causa redugdo significativa do influxo de
neutrofilos induzidos pela SEB. Estes dados sugerem que o influxo de
neutrofilos em resposta 4 SEB depende de macrofagos residentes. O tratamento
prévio dos animais com antagonista de PAF (BN52021) ou imbidor de
lipoxigenase (BWA4C) é também capaz de inibir a resposta quimiotatica
induzida pela SEB. Por outro lado, tanto a indometacina (inibidor de
cicloxigenase) como a difenidramina (antagonista H;) mostram-se ineficazes
em reduzir a atividade quimiotatica da SEB. Além disso, tanto o edema de pata,
como a migragio de neutrdfilos peritoneais induzidos pela SEB em
camundongos, sdo inibidos por capsaicina, substincia empregada para depletar
terminagdes nervosas de fibras sensoriais (DESOUZA et al., 1996; DESOUZA
e RIBEIRO-DASILVA, 1996). Este fato sugere que a SEB produz neste animal
uma inflamagio neurogénica na qual estio envolvidos certos neuropeptideos
como, por exemplo, a substincia P.

Como descrito anteriormente, tm surgido evidéncias recentes mostrando
que 0 NO modula também a migragio celular (REYES et al., 1994;
LEIBOVICH et al., 1994: NOIRI ef al., 1996). O efeito quimiotitico para
neutrofilos, induzido pela SEB, é macrofago-dependente (DESOUZA &
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RIBEIRO-DASILVA, 1996), sendo tais células consideradas fonte importante
de produgdo de NO na inflamagio (McCALL et al., 1991; KOLLS ef al,
1994). O NO pode ser produzido por macrofagos ativados por LPS e/ou
citocinas (HIBBS ef al., 1990). Como existem varias semelhangas entre os
efeitos do LPS e da SEB (BERGDOLL, 1989), ¢ a NOS pode ser induzida in
vitro pela mcubagio de monocitos com proteinas toxicas produzidas pelo
Staphylococcus aureus, que possuem propriedades biologicas em comum com
as SEs (ZEMBOWICZ & VANE, 1992), ¢ possivel que o NO esteja envolvido
no efeito quimiotatico da SEB. Além disso, como descrito anteriormente, as
SEs sfio potentes liberadoras de varias citocinas tais como IL-1, IL-2, IL-6,
TNF-a ¢ IFN-y (BERGDOLL, 1989; MICUSAN & THIBODEAU, 1993),
algumas das quais conhecidas por induzir a iNOS (MACMICKING ef al,
1997).

Considerando-se os dados de literatura ora apresentados, a investigagdo
do envolvimento do NO na inflamagdo aguda induzida pela SEB em
camundongos, podera contribuir para o esclarecimento do(s) mecanismo(s)

envolvido(s) na fisiopatologia desta toxina.
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1.4 - Objetivos

O objetivo deste trabatho foi, de modo geral, mvestigar o envolvimento
do NO nos eventos vasculares (edema de pata e exsudagdio plasmatica) e
celulares (migragdo de neutr6filos) da resposta inflamatéria induzida pela
SEB em camundongos. Os objetivos especificos foram:

1. Investigar o efeito de inibidores da NOS (L-NAME, aminoguanidina
e 7-nitroindazol) sobre a exsudagdo de proteinas e edema de pata mduzidos
pela SEB;

2. Investigar o efeito de imbidores da NOS (L-NAME e
aminoguanidina) ¢ dexametasona sobre a migragio de neutréfilos induzida

pela SEB na cavidade peritoneal de camundongos.



2. MATERIAIS E METODOS
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2.1- Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 25 ¢ 30 g,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Esses animais foram
transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia pelo menos 24 h
antes dos experimentos, onde foram mantidos a 24°C, com um petiodo de

iluminagdo diaria de 12 h e com 4gua e alimentagdo “ad libidum™.
2.2-SEB

A SEB foi dissolvida em soro fisiologico tamponado (PBS) estérl ou

salina 0,9% ¢ a solugio-estoque armazenada na geladeira.

2.3 - Medida do edema de pata e exsudag¢do plasmatica

O edema de pata foi medido pelo método de LEVY (1969) ¢ a
exsudagdio de proteinas plasmaticas pelo método de extragiio do azul de Evans
(GAMSE et al., 1980).

Os animais receberam intravenosamente (0,01 ml/g de peso), uma
solugdo de azul de Evans (25 mg/kg) imediatamente antes da inje¢do do
estimulo. ApGs a anestesia com éter, injetou-se na regido intraplantar da pata
posterior esquerda (PE), 0,05 ml de SEB (25 pg/pata) o mesmo volume de
veiculo (salina 0,9 %) foi injetado na pata posterior direita (PD). O edema ¢ a
exsudagio plasmética foram analisados 4 h ap6s a injegdo do estimulo. Para

tanto, os animais foram sacrificados sob anestesia com éter € suas patas

[ T A %
a
et T a0 T NTRAA, ;
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posteriores seccionadas com instrumental cirtrgico, na articulago tibio-tarsal.
Em seguida, a PE e a PD foram pesadas em balanga analitica. O edema foi
avaliado pela variagdo do peso em mg, da PE em relagdo a PD.

Para extragio do azul de Evans, apos a medida do edema, as patas foram
picadas e colocadas em tubos de ensaio contendo 3 ml de formamida. Estes
tubos foram mantidos em banho-maria a 57°C, por 24 h. A quantidade de azul
de Evans extravasada foi determinada por espectrofotometria com leituras
feitas em 619 nm. Os valores obtidos foram comparados com uma curva
padrdo, a qual foi obtida acrescentando-se concentrages crescentes (0,5-25
pg/ml) do corante em diferentes tubos contendo formamida (LYKKE &
CUMMINGS, 1969). Os dados foram expressos em pg de azul de Evans/g de

tecido.

2.4 - Migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal

Todas as etapas que estio descritas abaixo foram realizadas em
condigbes assépticas, utilizando-se para isto, uma cimara de fluxo laminar
vertical. Tanto as solugdes como as vidrarias utilizadas foram autoclavadas a
127°C, durante 1 h.

A migragdo de neutrofilos foi avaliada 12 h ap6s o estimulo lesivo, de
acordo com a técnica descrita por SOUZA et al. (1988). Para isto, os amimais
foram sacrificados sob anestesia com éter e a cavidade peritoneal lavada com 3
mi de uma solugdio de PBS contendo heparina e soro albumina bovina. Apos
massagem delicada no abdémen do animal, foi retirado o maior volume

possivel de lavado.
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A contagem total de leucocitos foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando-se 20 ul do lavado diluidos em 400 p! de solugdo de Turk.

A contagem diferencial de leucocitos foi realizada apos a confeccdo de
laminas; para isso, 80 ul do lavado foram centrifugados em uma citocentrifuga
e as laminas coradas com May-Grimwalds. A leitura foi feita em um
microscopio otico com aumento de 1000 vezes (objetiva de imersdo em oleo).
Em cada lamina, foram contadas 100 células diferenciando-se 4 tipos celulares:
neutrofilos, eosindfilos, mononucleares e mastocitos.

Para cada tipo celular, foi calculado o percentual encontrado no lavado

em relagfio a contagem total de leucdcitos.
2.5 - Aumento do namero de macréfagos peritoneais

O numero de macréfagos peritoneais foi aumentado pela administragdo
intraperitoneal de Tg (2 ml/cavidade de uma solugdo a 3%) como descrito por
RIBEIRO et al. (1990). Apés 4 dias, a SEB (125 pg/cavidade) foi mmjetada na
cavidade peritoneal destes animais e a migragdo de neutréfilos foi avaliada 12 h
apos a administragdo do estimulo.

A efetividade do tioglicolato de sodio foi analisada através do nimero de
macrofagos encontrados na cavidade de animais que receberam apenas Tg,
comparado com o numero de macrofagos encontrados em cavidades que

receberam nas mesmas condigdes, ao invés de Tg, salina estéril.
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2.6 - Medida da atividade da oxido nitrico sintase

A determinagdio da atividade da NOS esta baseada na conversic da
[*H]L-arginina para [*H}L-citrulina, conforme descrito por FORSTERMANN
et al. (1990). Este método foi aplicado na quantificagéio da atividade da nNOS
em cérebros de camundongos enquanto a atividade da iNOS foi avaliada em
pulmdes de animais tratados com LPS (10 mg/kg, i.v., 12 h antes). A atividade
da nNOS foi investigada em animais controle (administrados com salina 0,9%)
ou pré-tratados com L-NAME, aminoguanidina ou 7-nitroindazol. A atividade
da iNOS em foi investigada em animais controle (administrados com salina
0,9%) ou pré-tratados com L-NAME e aminoguanidina.

Cada cérebro ou pulmiio foram rapidamente retirados, pesados e
homogenizados em 5 volumes de tampdo de incubagdo (Tris-HCL 50 nM, pH
7.4) contendo 1mM de PMSF e 1mM de L-citrulina. Cinquenta microlitros do
homogenato foram incubados na presenga de 1 mM de NADPH, 2 mM de
CaCl, ¢ 10 pM de L-arginina contendo 100,00 dpm de [2.3,4,5-"H]L-arginina
mono hidrocloreto em um volume final de 100 ul a temperatura ambiente (25-
27 °C) durante 30 minutos, em duplicata. Todos os reagentes foram preparados
em tampdo de incubagdo (sem PMSF nem L-citrulina). Todas as amostras
foram processadas em duplicata

Apbs este periodo, a reagdo foi interrompida pela adigdo de lml de
tampdo HEPES 20 mM, pH 5.4 contendo 1 mM de EGTA ¢ 1 mM de EDTA.
Os tubos foram centrifugados (2’ a 10,000 rpm), e os sobrenadantes aplicados
em colunas contendo 0,6 ml de resina de troca idnica (tipo amdnica forte,
Dowex AG 50X-8). Os eluatos foram recolhidos em “vials” de cintilagio

(tolueno/Triton X-100/PPO/POPOP) onde a radioatividade foi medida durante
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em espectrémetro de cintilagdo. As contagens foram corrigidas por subtragio
do “branco”. Para o calculo das atividades enzimaticas, as contagens (cpm)

foram retacionadas a atividade total pela formula:

pmol L-citrulina/min = 1000 x (¢cpm amostra - cpm branco)/cpm totais/30

onde 1000 é a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de incubagdo (em
pmols) e 30 ¢ o tempo de incubagio (em min).

O contetido de proteinas foi determinado pelo método de Peterson
(1977), e a atividade da NOS foi expressa como pmols de L-citrulina
produzidos por minuto ¢ por mg de proteina.

Para cada cérebro ou pulmio foram reatizados, em paralelo, controles
farmacologicos da atividade enzimatica que consistem na omissdo do CaCl; e
na adigdo de ImM de EGTA ao meio de incubagdo (a fim de caracterizar o tipo
de NOS), ¢ na adi¢do de 1mM de L-NAME (inibigdo especifica para NOS). Os
dados da atividade da iNOS foram expressos na auséncia de calcio enquanto da

nNOS na presenga do mesmo.

2.7 - Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada segundo método descrito por Lowry,
modificado por PETERSON (1977) o qual emprega o SDS para a sclubilizag&o
de possiveis interferentes lipidicos das amostras. Todas as solugdes foram
usadas em temperatura ambiente. Os tubos foram agitados em vortex apés cada

pipetagem. Todas as amostras foram processadas em duplicata.
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As amostras biologicas foram diluidas em agua destilada. Qumhentos
microlitros da amostra devidamente diluida foram mcubados em temperatura
ambiente, e durante 10 min junto a 500 pl do reagente I. A seguir, a mistura foi

incubada a temperatura ambiente durante 40 min com 250 pl do reagente I

As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 700 nm

contra agua destilada.

Uma curva padrio de BSA em concentragdes compreendidas entre 5 ¢ 50
ug/ml foi processada paralelamente as amostras biologicas.

Os valores do conteudo de proteina foram expressos em mg/ml e
calculados a partir da reta obtida por minimos quadrados entre as inversas das
absorbancias corrigidas e as inversas das concentragdes de proteinas (IBSAJ!

vs. [ATD).
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2.8 - Protocolos experimentais

2.8.1. - Efeito da administrag#o sistémica dos inibidores da NOS sobre o

edema de pata e a exsudagdo plasmatica induzidos pela SEB

Os animais (n=5) receberam L-NAME (7, 14 ou 28 mg/kg) , D-NAME
(28 mg/kg) ou aminoguanidina (25, 50 ou 75 mg/kg) pela via endovenosa
imediatamente antes da SEB. O 7-nitroindazo! (5, 10 ou 15 mg/kg) ou 6-
aminoindazole (15 mg/kg) foram administrados pela via intraperitoneal 0,5 h

antes do estimulo.

2.8.2. - Efeito da administragdo local dos inibidores da NOS sobre o

edema de pata e a exsudagdo plasmatica induzidos pela SEB

Os animais (n=5) receberam L-NAME (0,07; 0,14 ou 0,28 mg/pata), D-
NAME (0,28 mg/pata) ou aminoguanidina (0,10; 0,25 ou 0,5 mg/pata)

concomitantemente a SEB pela via intraplantar.

2.8.3. - Efeito do Iloprost sobre o edema de pata induzido pela SEB

O iloprost é um analogo sintético da prostaciclina e, como tal, causa
vasodilatagfio local e sistémica. Assim, investigamos o efeito da administragdo
local de iloprost (0,3 nmol/pata, 1 h antes da medida do edema; n=5) em

animais controles ou tratados com L-NAME (28 mg/kg, iv) ou aminoguanidina

(75 mg/kg, i.v).
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784 - Efeito dos inibidores da NOS ¢ da dexametasona sobre a

migragdo de neutrofilos induzida pela SEB

Os animais (n=5) receberam L-NAME (14, 28 ou 56 mg/kg), D-NAME
(28 mg/kg) ou aminoguanidina (25, 50 ou 75 mg/kg) pela via endovenosa (ev)
imediatamente antes da SEB. A dexametasona (0,25, 0,5 ou-1 mg/kg) foi
administrada subcutaneamente 1 h antes da administragio do estimulo.

O L-NAME foi também co-injetado com a SEB (125 pg/cavidade) nas
doses de 1.4 ou 2,8 mg/cavidade. O D-NAME (2,8 mg/cavidade) foi injetado

nas mesmas condigdes descritas acima.

9 8 5 _ Efeito dos inibidores da NOS sobre a atividade da nNOS € iNOS

Com 2 finalidade de avaliar se as doses dos inibidores de NO utilizados
neste estudo foram efetivas, decidimos, medir a atividade danNOS (4 e 12 h) e
iNOS (12 h) em animais controle (injetados com salina) ou pré-tratados com L-
NAME (14, 28 ou 56 mg/kg, i.v.; n=4) e aminoguanidina (25, 50 ou 75 mg/kg,
iv; n=4). O 7-nitroindazol foi avaliado somente quanto a sua capacidade de
inibir a nNOS. Este composto foi injetado pela via intraperitoneal 4,5 h antes
do experimento nas doses de 5, 10 ou 15 mg/kg. Um outro grupo de animais
recebeu este inibidor na dose de 15 mg/kg, 0,5 h antes da medida da atividade
da nNOS.
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2.9 - Preparo de solugdes, drogas e reagentes

Aminoguamdina

A aminoguanidina foi diluida em PBS ou salina 0,9% imediatamente

antes de cada protocolo experimental.

6-aminoindazol

O 6-aminoindazol foi diluida em salina 0,9% imediatamente antes de

cada protocolo experimental.

Corante May-Griinwalds

- 2,5 g de corante May-Griinwalds
- Metanol absoluto q.s 1 L

Dexametasona

A solugiio de dexametasona foi feita em salina a partir de ampolas na
concentragio de 4 mg/ml. A solugio-mie foi armazenada em geladeira. A

diluigdo subsequente foi preparada imediatamente antes do experimento.

L-NAME ¢ D-NAME
O L-NAME (N®-nitro-L-arginina-metil-éster) e 0 D-NAME (N"-nitro-D-

arginina-metil-éster) foram diluidos em PBS e armazenados a -20 °C. As
diluigdes subsequentes, feitas em PBS ou salina, foram preparadas

imediatamente antes de cada experimento.
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7-Nitroindazol

O 7-nitroindazol foi diluido imediatamente antes de cada experimento,

inicialmente em Tween-80 ¢ o volume final completado com salina 0,9%
(1:30).

PBS

- 5 ml de tampdo fosfato IM  (pH 7.4-7.5)
- 50 ml de NaCl 1.5M

- Agua deionizada gs 500 ml

A solugdo trabalho foi obtida pela dilvigéo (1:10) da solugfo acima.

Tioglicolato de sodio

A solugiio de 3% de tioglicolato de sédio foi feita em agua destilada, e

posteriormente esterilizada em autoclave.

Reagente |

- 0,2% de suifato ciprico pentahidratado
- 0,4% de tartarato de sodio e potassio

- 20% de bicarbonato de sodio

- hidrdxido de so6dio 0,8N

- SDS 10%

- 4gna destilada.
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Reagente [1

- Folin Ciocalteau 2N diluido em dois volumes de agua destilada

Solugdo PBS de lavagem

- 10 ml de PBS concentrado
- 1 ml de soro albumina bovina
- 0,1 ml de heparina 5UL/ml
- 4gua destilada q.s. 100 m]

Solucio de Turk

- 3 ml de acido acético glacial
- 0,1 ml de cristal violeta a 1%

- agua destilada q.s. 100 ml

2.10 - Andlise estatistica

Os resultados estio expressos como médias + EPM. As diferengas entre
as médias foram avaliadas por anilise de variincia (ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni, de acordo com programa estatistico INSTAT. Valores de

P< 0,05 foram considerados significantes.



3. RESULTADOS
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3.1 - Efeito do L-NAME sobre a resposta edematogénica induzida pela
SEB

3.1.1 -Administragdo endovenosa

A figura 1A mostra que o L-NAME (7-28 mg/kg) imbe de maneira dose-
dependente o edema de pata induzido pela SEB. No entanto, a exsudagfo

plasmitica foi inibida apenas pela dose maior de L-NAME (Figura 1B).

3.1.2 - Administragio intraplantar

O L-NAME (0,07-0,28 mg/pata) também foi eficiente em mibir o edema
de pata induzido pela toxina, quando administrado concomitantemente com a
SEB pela via intraplantar (Figura 2A). Entretanto, o exftravasamento de
proteinas ndo foi modificado por quaisquer das doses intraplantares de L-

NAME utilizadas (Figura 2B).

3.2 - Efeito da administracdo endovenosa ou intraplantar do D-NAME

sobre a resposta edematogénica induzida pela SEB

O D-NAME, enantiomero inativo, nfo alterou o processo inflamatdrio
causado pela toxina, quando administrado quer pela via endovenosa (28 mg/kg)

quer pela via intraplantar (0,28 mg/pata) (Tabela 1)
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A do peso da pata (mg)
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Figura | - Efeito da administragiio endovenosa do L-NAME sobre o edema de pata (A) e
exsudacio do azul de Evans (B) induzidos pela SEB. O L-NAME, nas doses mdicadas acima,
foi injetado concomitantemente com o azul de Evans (25 mg/kg) imedigtamente antes do
estimulo. Ammais Controle receberam apenas o azul de Evans. A SEB (25 pg/pata) fou
administrada mtraplaniarmente na pata esquerda. A pata direita recebeu, nas mesmas condigdes,
salina 0.9% O edema e a exsudagio do azul de Evans foram medidos 4 h apés a injegio da
toxina. As barras expressam a média + EPM (n=5). *P< 0,05 em relagio ao grupo Controle
{teste de Bonferroni precedido de ANOVA).
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Figura 2 - Efeito da administragio intraplantar do L-NAME sobre o edema de pata
(A) e exsudacio do aznl de Evans (B) induzidos pela SEB. 0 L-NAME, nas doses
indicadas acima, foi injetado pela via intraplantar, concomitantemente com a SEB (25
pe/pata) na pata esquerda. A pata direita recebeu, nas mesmas condigdes, salina 0,9%,
Animais Controle receberam apenas a SEB na pata esquerda. O azul de Evans (25 mg/'kg)
foi administrado endovenosamente, imediatamente antes do estimulo. O edema ¢ a
exsudacdo do azul de Evans foram medidos 4 h apos a imjegiio da toxina. As barras
expressam a média + EPM (n=5). *P< 0,05 em relagio ao grupo Controle (teste de
Bonferrom precedido de ANOVA).
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Tabela 1 - Efeito da administragio do D-NAME sobre o edema de pata
e exsudaciio do azul de Evans induzidos pela SEB.

Tratamentos A do peso da pata azul de Evans
(mg) (ng/g de tecido)
Controle 36+25 5103
D-NAME
28 me'ke, i.v, 32+37 5.5+ 0,6
D-NAME
(0,28 mg/pata 35,2 49109

0 D-NAME foi injetado concomitante com a SEB ou endovenosamente, juntamente
com o azul de Evans (25 mg/'ke), imediatamente antes do estimulo, A SEB (25 pg/pata)
foi administrada intraplantarmente, na pata esquerda. A pata direita recebeu, nas mesmas
condicoes, salina 0,9% O edema € a exsudagio do azul de Evans foram medidos 4 h
apos a injeglio da toxina. Os dados estdo expressos como meédia + EPM (n=3).
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3.3 - Efeito do loprost sobre a inibigio causada pela administracio

endovenosa do L-NAME na resposta edematogénica induzida pela SEB

A figura 3 mostra que o loprost (0,3 nmol/pata), admimstrado pela via
intraplantar, 1 h antes da medida do edema foi capaz de aumentar em 60% a
resposta edematdgenica induzida pela SEB. O iloprost, nesta mesma dose,
reverteu @ inibigio (70%) causada pelo pré-tratamento com L-NAME (28
mg'kg) no edema de pata produzido pela SEB. O iloprost, administrado

individualmente, nio produziu edema significante (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito do iloprost sobre a inibigiio produzida pelo L-NAME no edema de
pata induzido pela SEB. O L-NAME (28 mg/kg, LN) fou injetado concomitantemente com
o azul de Evans (25 mgkg) imediatamente antes do estimulo. A SEB (25 pg/pata) fon
admimstrada intraplantarmente na pata esquerda. A pata direita recebew, nas mesmas
condigiies, salina 0,9%. O iloprost (0,3 nmol/pata;, ILO) foi admimstrade 1 h antes da
medida do edema. O edema foi avaliado 4 h apos a injegiio da toxina, As barras expressam a
meédia + EPM (n=5), *P< 0,05 SEB+LN em relagio ao grupo SEB; #P< 0,05 SEB+ILO em
relagio ao grupo SEB; NS=ndo sigimificante (teste de Bonferrom precedido de ANOVA)
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Fesultados

3.4 - Efeito da aminoguanidina sobre a resposta edematogenica induzida

pela SEB

341 - Admimstragao endovenosa

Nos dados ilustrados na figura 4A podemos observar que as doses de 50
¢ 75 mg'kg de aminoguamdina foram capazes de imibir significativamente o
edema de pata e a exsudagdo do azul de Evans mduzidos pela SEB (Figura

4B).

3 4.2 - Admimstragdo mtraplantar

Ouando a aminoguaniding (0,1-0,5 mg/pata) for administrada pela via
intraplantar, somente as doses de 0,25 ¢ 0.5 myg/pata foram eficientes em inibir
o edema de pata induzido pela SEB (Figura 5A). No entanto, 2 exsudacao
plasmatica produzida pela toxina ndo foi alterada significantemente com &

mjecdo local deste inibidor (Figura 5B).
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A do peso da pata (mg)

(mg/kg)

. |
Controle 25 50 75
(mg/kg)

Azul de Evans (ug/g de tecido)

Figura 4 - Efeito da administragio endovenosa da aminoguanidina sobre o edema de pata
(A) ¢ exsudagio do azul de Evans (B) induzidos pela SEB, A anunoguanidina, nas doses
indicadas acima, foi injetada endovenosamente concomitantemente com o azul de Evans (25
mukg), imediatamente antes do estimulo. Ammais Controle receberam apenas o azul de Evans.
A SEB (25 pg/pata) foi administrada intraplantarmente na pata esquerda. A pata direita recebeu,
nas mesmas condigdes, salina 0,9%. O edema e a exsudagio do azul de Evans foram medidos 4
h apés a injegdo da toxina. As barras expressam a média + EPM (n=5), *P=< 0,05 em relagio ao
grupo Controle (teste de Bonferrom precedido de ANOVA)
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Controle 0.1 0,25 0.5
(mg/pata)
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Controle 0.1 0.25 0.5
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Figura 5 - Efeito da administracio intraplantar da aminoguanidina sobre o edema de
pata (A) e exsudacio do azul de Evans (B) induzidos pela SEB. A aminoguanidina, nas
doses indicadas acima. foi imetada pela via intraplantar concomitantemnente com a SEB (25
ug/pata) na pata esquerda A pata direita recebeu, nas mesmas condigdes, salina 0.9%.
Animais Controle receberam apenas a SEB na pata esquerda. O azul de Evans (23 mg/kg)
for administrade endovenosamente imediatamente antes do estimulo. O edema (A) ¢ a
exsudagiio do arul de Evans foram medidos 4 h apos a inje¢do da toxina. As barras
expressam a media + EPM (n=5). *P< 0,05 em relagio ao grupo Controle (teste de
Bonferrom precedido de ANOVA).
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3.5 - Efeito do lloprest sobre a inibi¢io causada pela administragiao
endovenosa da aminoguanidina na resposta edematogénica induzida pela
SEB

De modo semelhante ao L-NAME, o iloprost (0,3 nmol/pata), foi capaz
de reverter completamente a inibigdo produzida pela administragao endovenosa

da aminoguanidina na dose de 75mg/kg (Figura &),
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Figura 6 - Efeito do iloprost sobre a inibigio produzida pela aminoguanidina no edema de pata
induzido pela SEB. A aminoguanidina (75 mg'kg, AG) foi injetada concomitantemente com o azul
de Evans (25 mgkg) imediatamente antes do estimulo. A SEB (25 pgfpata) for admimstrada
intraplantarmente na pata esquerda. A pata direita recebeu, nas mesmas condicdes, salina 0,996 O
oprost (0,3 nmol/pata; ILO) foi administrado | h antes da medida do edema. O edema fo avahado
4 h apos a injegdo da toxina. As barras expressam a média + EPM (n=5). *P< 0,05 SEB+AG em
relagio SEB, #P< 0,05 SEB+ILO em relagio ao grupo SEB; NS=nio sigimficante (leste de
Bonferrom precedido de ANOVA)
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3.6 - Efeito da administracio intraperitoneal do 7-nitroindazol sobre a

resposta edematogénica induzida pela SEB

Nos dados ilustrados na Tabela 2, podemos observar que o 7-
nitroindazol  (5-15 mgke), inibidor preferencial para nNOS, quando
administrado pela via intraperitoneal, nio for capaz de alterar a resposta
mflamatoria nduzida pela toxina

0 6-aminoindazol (15 mg'ke), substincia estruturalmente semelhante ao
T-nitroindazol. porém sem efeito inibitorio sobre a NOS, também nio

modificou o edema e a exsudagio plasmatica produzidos pela SEB (Tabela 2).



Resultados

Tabela 2 - Efeito da administracio intraperitoneal do 7-nitroindazol
sobre o edema de pata e exsudacio do azul de Evans induzidos pela
SEB.

Tratamentos A do peso da pata azul de Evans
{mg) (ng/g de tecido)
Controle ] ¥k 5.1 £0.3
7-NI (mg'kg)
5 34+40 49+ 08
10 34+40 §8140.7
15 0+45 A541.2
G-aminoindazol
15 mg'kg 30+45 5.8+1.6

O T-nitroindazol {7-N1) ou o 6-aminoindazol, nas doses descritas acima, foram mnjetados
pela via intraperitoneal, 0,5 h antes do estimulo {¥s animais Controle receberam, nas
mesmas condighes, veiculo. O azul de Evans (23 mgkg) foi  administrado
endovenosamente, imediatamente antes da toxina. A SEB (25 pg/pata) foi administrada
intraplantarmente, na pata esquerda. A pata direita recebeu, nas mesmas condigoes,
<alina 0.9% O edema e a exsudacio do azul de Evans foram medidos 4 h apos a injegio
da toxina Os dados estdo representados como media £ EPM (n=3)

Kb
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37 - FEfeito da aminoguanidina, L-NAME e 7-nitroindazol sobre a

atividade da nNOS

Na figura 7 estio ilustrados os dados referentes a aminoguanidina ¢ L-
NAME. Esta figura mostra que apenas na maior dose de arminoguamdima (75
mg/kg) houve inibigdo significativa (36,5%: p= 0.05) da atividade da enzima. O
L-NAME, na dose de 28 mg/kg, inibiu a atividade da nNOS em 86%.

Em relagio ao 7-nitroindazol, nenhuma das doses utihizadas, guando
administradas 4.5 h antes da medida enzimatica, foram capazes de mibir a
atividade da nNOS, Por outro lado, quando este inibidor, na dose de 15 me'kg,
foi administrado 0.5 h antes, observamos imibigao de 35 % na atividade desta

enzima ( Tabela 3).
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Figura 7 - Efeito do L-NAME e da aminoguanidina sobre a atividade da nNOS. Os
animais receberam L-NAME ([l ) ou ammoguanidina ([l ) pela via endovenosa, nas
doses indicadas acima. Animais Controle receberam pela mesma via, salina 0,9%. A medida
da atividade da nNOS do cérebro foi realizada 4 h apos a administragdo dos imbidores. As
barras expressam a média + EPM (n=4). *P<= 0,05 em relagio ao grupo Controle (teste de
Bonferrom precedido de ANOVA)
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Tabela 3 - Efeito do 7-nitroindazol sobre a atividade da nNOS.

Tratamentos Atividade nNOS
(pmol L-citrulina/min/mg proteina)
Controle 5001025
7-NI (mg/kg) 4,5 h
5 4,65 £ 0,36
10 4,70+ 0,27
15 4701038
7-NI {mg/ke) 0.5 h
15 3,30 £0,22*

(s animais receberam 7-nitroindazol (7-NI), nas doses descritas acima, 4.5 h ou 0,5 h antes
dn medida da atividade da nNOS. Os dados estio representados como média £ EPM (n=4)
em relacio ao grupo que recebeu o veiculo - Controle (teste de Bonferroni precedido de
ANOVA) *P<0.05 em relagio ao grupo controle.
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3.8 - Efeito dos inibidores da NOS sobre a migra¢io de neutrofilos

induzida pela SEB na cavidade peritoneal

3.8.1. - Efeito administracio endovenosa de L-NAME e D-NAME
Cavidades com numero de macrofagos normais

(0 L-NAME, nas doses de 14, 28 e 56 mgke, foi capaz de inibir
significantemente a migragio de neutrofilos induzida pela SEB nessas
cavidades (Figura 8A, Tabela 5), A inibigdo foi, respectivamente, de 72%. 62%

¢ 54% mostrando assim que a mesma nio obedece um padrio dose-resposta.
Cavidades com niimero de macrdfagos aumentados

O numero de macrofagos nas cavidades previamente estimuladas com
1% de Tg (36 + 3,1 x 10° macrofagos/cavidade) foi cerca de 8 vezes maior do
que aquele encontrade em cavidades ndo estimuladas (4.4 + 06 x 107
macrofagos/cavidade).

Na figura 8 (painel B) mostramos que, em cavidades onde o nimero de
macrofagos residentes estd aumentado, o L-NAME (14, 28 ¢ 56 mg'kg) reduziu
significantivamente o numero absoluto de neutréfilos presentes na cavidade
peritoneal (33%, 29% e 35%, respectivamente), porém esta reducao for
sipnificantemente  menor do que aquela observada em cawvidades nao
estimuladas. O namero relativo (%) de neutrofilos nido foi alterado (Tabela 5).

O enantiomero inativo D-NAME (28 mg/ke) nao alterou de maneira

significante a migragdo de neutrofilos induzida pela SEB. tanto em cavidades
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nao estimuladas (10,7 +1,0e 88+ 12 x 107 neutrofilos/cavidade para animais
controle ¢ fratados com D-NAME, respectivamente) como estimuladas com TG
(18+08elb6x17x 10° neutrofilos/cavidade para animais controle e tratados
com D-NAME, respectivamente). O nimero relative (%) de neutrofilos

também nio foi modificado pelo D-NAME (Tabela 5).

3.8.7. - Efeito da administracio local do L-NAME e D-NAME

O estudo da administragdo local de L-NAME e D-NAME sobre o
influxo de neutréfilos induzidos pela SEB for realizado em cavidades ndo
sshimuladas. Nossos resultados mostraram (que © L-NAME (14 e 2.8
mg/cavidade), quando co-injetado com a SEB (125 p/cavidade), inibiu
significantemente (62,4%) a migragdo de neutrofilos induzida pela toxina na
cavidade peritoneal de camundongos. A mjecdo concomitante de D-NAME
(2.8 mg/cavidade) nio alierou de maneira significativa o influxo de neutrofilos

induzido pela SEB nesta cavidade (Tabela 4).
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Figura 8 - Efeito do L-NAME sobre a migracio de nentrifilos induzida pela SEB em
cavidades com o mimero de macréfagos normais (A) ou aumentados (B) O L-NAME,
nas doses indicadas acima, foi administrado imediatamente antes da injegao da SEB (125
ugicavidade) O Tg a 3% (2 mlicavidade, 1p) for injetado 4 dias antes do expernmento. A
migragao de neutrofilos for avaliada 12 h apos o estimulo lesivo. A linha tracejada representa
a media dos grupos que receberam ao mvés da toxana PBS estenl. As barras expressam a
media + EPM (n=35). *P< 0,05 em relagio aos grupos Controle (teste de Bonferron precedido
de ANOVA)



Resultados

Tabela 4 - Efeito da administraciio local do L-NAME e D-NAME sobre o
influxo de neutréfilos e leucocitos mononucleares/mastocitos induzido pela

SEB.
Tratamentos MNeutrafilos Mono/mastacito
x10%/cavidade Yo x10°/cavidade Yo
Controle 85+1.38 17.4 339453 82.6
L-NAME
|.4 32+0,1* 11.8# 24.1+03 892
2.8 3, 2+04% (2 * 28:2 4+ 2.3 808
D-NAME
28 T8+006 21.6 283+20 78.4

(b animais receberam L-NAME ou D-NAME (mg/cavidade) concomitantemente com a
SEB (125 pg/cavidade) pela via intraperitoneal. O numero de neutrofilos foi determinado 12
h apos a injegio da toxina. Os dados estdo representados como media + EPM (n=3)

*p-2(). (05 em relagdo ao grupo Controle (teste de Bonferroni precedido de ANOVA)
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3.8.3 - Efeito da dexametasona

Em cavidades com numero de macrofagos normais, a dexametasona,
administrada pela via subcutanéa nas doses de 0,25, 05 ¢ | mg/kg {1 h antes),
promoveu inibigao significante no influxo de neuirofilos induzido pela SEB
(Figura 9A, Tabela 5). A inibigio foi de 36%, 67% e 66% , respectivamenie.

Em cavidades com ntimero de macrofagos aumentados, a dexametasona
causou reducdo significativa do nimero absoluto de neutrofilos nas doses de
05 e 1.0 mgkeg (35% e 56%, respectivamente, Figura 9B). Cuando
consideramos a quantidade relativa de células (%), apenas a dose de | mgkg

causon imbigdo significativa (Tabela 5).
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Neutrdfilos/cavidade (x10%)

Controle 0,25 0,5 1.0

Neutrofilos/cavidade (x10%)

Controle 0,25 0.5 1.0
(mg/ke)

Figura 9 - Efeito da dexametasona sobre a migragio de neutrifilos induzida pela SEB
em cavidades com o nimero de macréfagos normais (A) ou aumentados (B) A
dexametasona, nas doses indicadas acima, foi administrada subcutaneamente I h antes da
injegiio da SEB (125 pg/cavidade) O Tga 3% {2 ml/cavidade, 1.p.) for injetado 4 dhas antes
do experimento. A migragao de neutrofilos fon avaliada 12 h apos o estimulo lesivo. A linha
tracejada representa a média dos grupos que receberam ao inves da toxina PBS estéril. As
barras expressam a meédia + EPM (n=3) *P< (.05 em relagio aos grupos Controle (teste de
Bonferrom precedido de ANOV A}
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3.8.4 - Efeito da aminoguanidina

Em cavidades com nomero de macrofagos normais, a admimstragio da
aminoguanidina (23, 30 ou 75 mg'ke) reduziu significantemente a migragio de
neutrofilos induzida pela SEB (Figura 10A, Tabela 5). A inibigio for de 38%,
57% e 51%, respectivamente.

Em cavidades com nimers de macrofagos aumentados, a
aminoguanidina, nestas mesmas doses, reduziu significativamente o mfluxo de
neutrofilos induzido pela toxina quando consideramos o numero absoluto de
células (28%, 40% e 33%, respectivamente, Figura 10B). Em termos
percentuais, ndo verificamos redugao significativo do nimero de neutrofilos nos

animais tratados com aminoguanidina (Tabela 5).
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Figura 10 - Efeito da aminoguanidina sobre a migracio de neutrdfilos induzida pela
SEE em cavidades com o nimero de macrofagos normais (A) ou aumentados (B) A
aminoguanidina , nas doses indicadas acima, for admunistrada imediatamente antes da
injeio da SEB (125 pg/cavidade). O Tg a 3% (2 mbicavidade, 1p.) for mjetado 4 dias antes
do experimento. A migragio de neutréfilos foi avaliada 12 h apds o estimulo lesivo. A linha
tracejada representa a média dos grupos que receberam ao inves da oxina PBS esténl As
barras expressam a média + EPM de (n=5). *P< 0,05 em relagio aos grupos Controle (teste
de Bonferrom precedido de ANOVA)
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3.9 - Efeito dos inibidores da NOS (L-NAME ¢ aminoguanidina) e da

dexametasona sobre o nimeros de lenciocitos mononucleares,

O nimero de células mononucleares nos diversos grupos experimentais
esta mostrado na Tabela 5. O exame da tabela mostra que o numero obtido de
células em cavidades ndo-estimuladas (-Tg) esta, de modo geral, clevado nos
animais tratados com L-NAME. aminoguanidina ¢ dexametasona em relagac
aos animais controle (injetados com salina). Em cavidades estimuladas com Tg
(+Tg), o nimero de células mononucleares nio fol modificado em relagio aos
animais controle, exceto para o tratamento com dexametosa na dose de |

mg/kg (Tabela 3).
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Tabela 5 - Efeito da administracio sistémica dos inibidores da oxido nitrico
sintase (L-NAME e aminoguanidina) e da dexametasona sobre o namero de
neutrafilos, leucicitos mononucleares/masticitos em cavidades sem pre-

tratamento (-Tg) ou pré-tratadas com tioglicolato (+Tg).

%o

Neutrofilos MONO/masticito

-Te g -Tg +Te

PBS 3,00 4,40 97,0 95.6
SEB 29.8 29,8 70,2 70,2
LN 14 10,6 22,4 89 4% 76.6
LN 28 10,6% 25.3 89,4* 74.8
LN 56 13,2* 294 86.8* 70,6
DN 28 234 243 76.6 75,8
DEX 0,25 19,2* 326 80.8* 674
DEX 0,50 12,0 25.8 88.0* 74,2
DEX 1.00 12,8* 19,0* 87.2* 81,0%
AG 25 22,4* 30,8 77.6* 69,2
AG 50 15,8* 25.0 84.2* 75,0
AG 75 16,6* 25.5 83.4* 74,5

Os amimais receberam L-NAME (mgkeg, LN) ou aminoguanidina {(mg'kg, AG) pela via
endovenosa imediatamente antes da SEB (125 pg/cavidade), a dexametasona {mg/kg, DEX)
foi injetada subcutaneamente 1 h antes da toxina. A migragio foi avaliada 12 h apos a
injecio intraperitoneal da SEB. Os dados estio representados como média (n=3) *P=0,05
em relagio ao grupo SEB (teste de Bonferrom precedido de ANOVA)
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3.10 — Efeito do L-NAME ¢ da aminoguanidina sobre a atividade da NOS,

Efeito sobre a nNOS

A figura 11 mostra que a administragdo prévia (12 h) de L-NAME (14-
56 mg/kg), inibin de maneira dose-dependente a atividade da nNOS do cérebro
(Painel A). A aminoguanidina (25-75 mg/kg, 12 h), nas mesmas condigdes, fol

incapaz de afetar a atividade desta enzima (Figura 11B).
Efeito sobre a iNOS
Fsta fipura mostra que tanto o L-NAME (14-56 mgkg) como a

aminoguanidina (25-75 mgkg) foram capazes de wibir significativamente a

atividade da iINOS de pulméo (Figura 12A ¢ B).
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Figura 11 - Efeito do L-NAME (A) e da aminoguanidina (B) sobre a atividade da
aNOS O L-NAME e a aminoguanidina, nas doses indicadas acima, foram
admimistrados pela via endovenosa, 12 h antes da medida da atividade da nNOS do
cérebro. Animais Controle receberam, pela mesma via, salima 0.9%. As barras
expressam a media + EPM (n=4). *P< 0,05 em relagio aos gnipos Controle (teste de
Bonferoni precedido de ANOVA)
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Atividade iNOS
(pmol L-citrulina/min/mg proteina)

Atividade iINOS
{pmal L-citrulina/min/mg proteina)

Controle 25 50 75
(mg/kg)

Figura 12 - Efeito do L-NAME (A) e da aminoguanidina (B) sobre a atividade da
INOS. O L-NAME e a ammoguamding, nas doses indicadas acima, foram administrados
concomitantemente com o LPS (10 mg/kg) pela via endovenosa 12 h antes da medida da
atividade da INOS do pulmdo A linha tracejada representa a meédia dos grupos que
receberam ao invés do LPS, salina 0,9 %. As barras expressam a media + EPM (n=4). *P<
0,05 em relagdo ao grupo recebeu apenas o LPS {Controle; teste de Bonferoni precedido de
ANOVA),



4. DISCUSSAO
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Eventos vasculares

Nossos resultados demonstraram que o L-NAME, quando administrado
pelas vias endovenosa ¢ intraplantar, foi capaz de inibir o edema de pata
induzido pela SEB em camundongos, sugerindo que o NO modula o aumento
da permeabilidade vascular. O fato do D-NAME, enantiomero inativo, ndo ter
produzido efeito inibitério no edema ¢ na exsudagdo plasmatica mnduzido pela
toxina, mostra que a redu¢do da resposta edematogénica deve-se realmente a
inibigido da NOS.

O NO é um potente vasodilatador que, através de mudangas no fluxo
sangiiineo local, pode regular o aumento da permeabilidade vascular e
formagdo de edema (MONCADA et al., 1991, MONCADA & HIGGS, 1993).
Entretanto, o0 papel do NO na regulagio da permeabilidade vascular ainda &
bastante controverso. Trabalhos prévios também mostraram que a
administrago aguda de L-NAME reduz o extravasamento de plasma em pele
de rato (HUGES et al., 1990; TALENTI ef al., 1992), cobaia (TEIXEIRIA et
al., 1993) e coelho (MARIANI-PEDROSO et al., 1995) e em pata de ratos
(ANTUNES et al., 1990, 1992; IALENTI et al., 1992; GIRALDELO et al.,
1994). Estes autores acreditam que a diminuigio do edema deve-se sobretudo a
redugiio do fluxo sangiiineo por vasoconstri¢do local. De fato, substincias
puramente vasoconstritoras tais como catecolaminas (O’DUFFY & CHAHL,
1979) e endotelina (BRAIN et al., 1989; CHANDER et al., 1990) sdo capazes
de reduzir o extravasamento de proteinas, pela diminuigdo da perfusdo
sangiifnea local. Por outro lado, em bochecha de hamster, o L-NAME também
reduz a permeabilidade vascular mas, nesse caso, os autores acreditam que a

reducdo seja independente do fluxo sangiiineo local (MAYHAN, 1992).
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O fato do tratamento com L-NAME inibir o edema sem afetar a
quantidade de proteina extravasada parece sugerir que seu efeito decorre
mesmo de redugdo do fluxo sangiiineo (“vasoconstri¢do™) pela remogdo do NO
gerado localmente na microcirculagdo cutinea. E possivel que a redugio de
fluxo ndo seja tio grande a ponto de reduzir a saida de proteinas em vénulas
pos-capilares, mas o suficiente para reduzir a pressio hidrostatica no leito
capilar. A pressdo hidrostitica juntamente com a Ppressdo osmotica das
proteinas no intersticio, ¢ fundamental para direcionar a saida de liquidos do
leito capilar para o intersticio gerando o edema inflamatorio.

Assim, decidimos conduzir os experimentos com o iloprost, no sentido
de averiguar se a redugdo do edema pelo L-NAME era, de fato, decorrente de
“yasoconstricdo local”. O iloprost ¢ um analogo estivel da prostaciclina, e,
como tal, possui intensa agdo vasodilatadora (SKUBALLA et al., 1988) que
poderia contrabalangar a redugfo de fluxo arteriolar produzida pelo L-NAME.
Trabalho prévio mostrou que a administragdo local de iloprost reverteu a
inibicdo causada pelo tratamento dos animais com L-NAME no edema de pata
induzido pela carragenina, sugerindo aos autores que agao mibitoria do L-
NAME tinha um componente vasoconstritor importante (MEDEIROS er al.,
1995). Nossos resultados mostraram que, BOS animais injetados com iloprost,
houve reversdo significativa da inibigdo do edema causada pelo tratamento com
L-NAME; isto sugere, mais uma vez, que o efeito inibitorio deste composto
sobre o edema de pata (¢ extravasamento de proteinas) induzidos pela SEB ¢
devido a redugdo de fluxo arteriolar local, sem afetar significativamente o
aumento da permeabilidade vascular venular. Isto podera ser confirmado

futuramente medindo-se diretamente o fluxo local nas patas dos animais.
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Entretanto, 0 que nos causou estranheza foi o fato da aminoguanidina
também inibir significativamente a exsudagdo protéica e o edema induzidos
pela SEB. A aminoguanidina tem sido bastante utilizada como inibidor seletivo
de INOS em varios sistemas biologicos (CORBETT et al., 1992; MISKO ef
al., 1993; CROSS et al., 1994; SALVEMINI ef al., 1996, ROSE et al., 1998;
BROWN et al., 1998), e, a priori, nfio deveria causar redugfo de fluxo
sangiiineo local uma vez que o NO responsavel pelo tonus vasodilatador ¢
aquele oriundo da eNOS. Desta forma, trabalhamos com a hipdtese que, nas
doses utilizadas, a aminoguanidina estivesse inibindo significantemente a NOS
endotelial. De fato, nossos resultados mostram que o iloprost reverteu
completamente o efeito inibitério da aminoguanidina, sugerindo que o
mecanismo de a¢do seja idéntico aquele do L-NAME. Assim, € possivel que a
aminoguanidina, em doses mais elevadas, perca a seletividade para a iNOS. Na
dose de 75 mgke, a aminoguanidina inibiu significativamente a atividade da
nNOS em cérebros de camundongos, reforgando que os efeitos principais deste
composto no edema de pata tenham sido devido a inibigdo ndo seletiva da
NOS. Trabathos prévios mostraram que realmente a seletividade deste inibidor
& um assunto controverso e pode depender da dose utilizada (SOUTHAN &
SZABO, 1996). E interessante motar que a dose de 50 mgkg de
aminoguanidina inibiu o edema de pata, mas ndo afetou a atividade da nNOS;
isto parece sugerir que a SEB possa também, direta ou indiretamente, induzir a
iNOS, levando a produgdo de NO e este, por sua vez, modular o fluxo
sangiifneo local e/ou a permeabilidade vascular.

Alguns autores sugerem que o NO envolvido na resposta edematogénica
inicial (4 h) induzida pela carragenina, é produzido pela cNOS ao passo que 0

NO sintetizado em fases mais tardias (ap6s 4 h) parece ser proveniente da
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iNOS, sendo responsavel pela manutengfio desta resposta inflamatoria
(SALVEMINI et al., 1996).

Um outro aspecto a ser discutido ¢ a auséncia de correlagio entre as
doses de L-NAME e aminoguanidina que causaram inibigdo do edema de pata
e do extravasamento de proteinas, sendo a inibig8o deste tiltimo fendmeno vista
apenas com as doses mais elevadas de ambos 0s compostos. Este resultado
mostra que a quantidade de proteina extravasada € a mesma, porém o edema
esta reduzido. Embora a interpretagiio deste resultados nfio nos seja ainda clara,
é possivel que, nas doses menores de L-NAME e aminoguanidina, a
vasoconstrigdo ndo seja tdo grande a ponto de reduzir a saida de proteinas em
vénulas pos-capilares, mas o suficiente para apenas reduzir a pressdo
hidrostatica do leito capilar. Estudos prévios mostraram que o L-NAME ¢
capaz de reduzir a pressdo hidrostatica (KUBES & GRANGER, 1992) ¢ de
causar inibigdo do edema sem afetar a cinética de permeabilidade (MEDEIROS
et al., 1995).

Em conjunto, os resultados de exsudagdo de proteinas ¢ edema de pata
induzidos pela SEB em camundongos, mostram que csses fendmenos sdo
modulados pela formagiio de NO na microcirculagdo local, sendo o NO
derivado de cNOS efou iNOS. Entretanto, estes resultados ainda ndo
respondem o(s) mecanismo(s) pelo(s) quais a SEB induz a fonnagﬁo de edema.
Niio sabemos, por exemplo, se 0 aumento da permeabilidade vascular induzido
pela SEB representa uma agdo direta desta toxina nas células endoteliais das
vénulas pos-capilares, ou se 2 mesma induz a formag8o de outros mediadores
capazes de aumentar a permeabilidade (agdo indireta). Nossos resultados aqui

apresentados ndo respondem esta pergunta.
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Fstudos recentes mostram que o edema induzido pela SEB ¢
parcialmente neurogénico, uma vez que € inibido pela capsaicina (DESOUZA
et al., 1996), substincia que depleta os neurdnios sensoriais do seu conteado
de neuropeptideos (FOREMAN, 1987). Isto sugere que a substdncia P,
principal mediador peptidico da inflamagdo neurogénica, esta envolvida neste
fendmeno. Trabalhos prévios demonstraram que o NO endégeno modula a
formagdo do edema induzido pela substéncia P ¢ capsaicina (HUGHES et al.,
1990; HERBERT & HOLZER, 1994). Além disso, LIPPE ef al. (1993)
mostraram que a vasodilatagdo neurogénica, mas ndo a formagdo do edema,
induzida pelo 6leo de mostarda ¢ inibida pelo L-NAME. Alem disso, 0 NO de
origem neuronal parece estar envolvido na vasodilatagio neurogénica
observada na pele de ratos apos estimulagéo antidrémica dos nervos sensoriais
(MERHI ef al., 1998). A utilizagdo de inibidor mais seletivo para nNOS
facilitaria a interpretagdo dos resultados. Recentemente, o 7-nitroindazol foi
descrito como um inibidor mais seletivo da isoforma neuronal da NOS.
Utilizando este inibidor, KAJEKAR et al. (1994) demonstraram que o NO esta
envolvido na liberago de neuropeptideos dos neurdnios sensoriais. Em nossos
experimentos, este inibidor ndo alterou a resposta edematogénica induzida pela
toxina; porém, nio podemos descartar a hipotese que esta isoforma da NOS
(nNOS) seja a responsavel pela sintese do NO no foco inflamatério, uma vez
que utilizamos doses baixas deste inibidor devido a dificil solubilidade do
composto. MOORE et al. (1993) observaram mibig&o efetiva da nNOS em
camundongos somente com doses superiores a 25 mg/kg.

Os experimentos da medida da atividade da nNOS em animais tratados
com este inibidor, demonstraram que agfo do 7-nitroindazol depende do tempo

da administragdo, uma vez que, somente quando este inibidor foi injetado G,5 h
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antes da determinagdio da atividade enziméitica observamos redugdo significante

na atividade da nNOS.

Eventos celulares

Trabalhos anteriores mostram que a SEB induz migrago de neutrofilos
para cavidade peritoneal de camundongos, sendo este fendmeno mediado por
histamina, PAF, leucotrienos e neuropeptideos (DESOUZA & RIBEIRO-
DASILVA, 1996). Neste trabalho procuramos avaliar o envolvimento do NO
nesta resposta quimiotatica.

Visto que 0 LPS ¢ a SEB compartilham varias propriedades biologicas
(BERGDOLL & CHESNEY, 1991), pensamos inicialmente que o influxo de
neutréfilos induzido pela SEB era decorrente de contaminagdo das solugbes
com endotoxina bacteriana que, mesmo em pequenas doses, ¢ capaz de induzir
um acentuado influxo destas células (SMITH et al., 1977). Para descartar tal
possibilidade, incubamos solugdes de LPS (ou SEB) com polimiximna B, um
antibiético capaz de inativar o LPS presente na membrana das bactérias Gram-
negativas (CUNHA & FERREIRA, 1986). Assim, mesmo apés a incubagio
com polimixina, a SEB (mas ndo o LPS) induziu migragdo de neutrdfilos,
descartando que a migragio tenha sido devida & contaminagdo com tais
bactérias (dados ndo mostrados).

Citocinas inflamatérias tais como TNF-c,, [FN-y e IL-1 induzem a
atividade da iNOS, tanto in vitro como in vivo, que resulta em aumento da
formagio de NO (SZABO & THIEMERMANN, 1995). Trabalho prévio
demonstrou que a injegdo intraperitoneal da SEB em camundongos, promove

liberagdo de NO (avaliado pelos niveis de NO, ¢ NOs), com resposta maxima
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16 h apos a administragio (FLORQUIM et al., 1994). Essas informagbes em
conjunto, nos levaram a pensar que a migragdo de neutrofilos induzida pela
SEB ¢ também modulada pelo NO.

O papel do NO no recrutamento de leucocitos ndo esta plenamente
esclarecido. Este mediador pode tanto desempenhar um papel pro-inflamatorio,
como antiinflamatério (CATTELL & JANSEN, 1995), dependendo do leito
vascular investigado e, possivelmente, da espécic animal em estudo.
Recentemente, VIANNA et al. (1998) demonstraram que a administrag&o
aguda de L-NAME inibe o influxo de neutréfilos induzido pela des-Arg’-BK,
em modelo de pleurisia em camundongos, sugerindo uma participagdo efetiva
do NO no influxo destas células. Por outro lado, o tratamento crénico de ratos
com L-NAME nido afeta o influxo de neutrofilos, quer em modelo de
inflamago alérgica (FERREIRA ef al., 1998), quer em modelo de mflamagdo
ndo-alérgica (MEDEIROS et al., 1995; FERREIRA et al., 1996).

Nossos dados mostram que os inibidores L-NAME ¢ aminoguanidina,
administrados agudamente, foram capazes de inibir o influxo de neutréfilos
induzido pela SEB na cavidade peritoneal de camundongos, sugerindo que o
NO, além de modular o aumento da permeabilidade vascular e edema, modula
também o influxo destas células em resposta a SEB. A redugdo pelo L-NAME
foi de fato devida 2 inibigo da sintese do NO uma vez que o D-NAME ndo
interferiu nesta resposta.

Embora a inibigdo causada pelo L-NAME possa ser decorrente de
vasoconstricdo da microcirculagio mesentérica, nao acreditamos nessa
possibilidade, uma vez que, a aminoguanidina também causou inibigdo dose-
dependente da quimiotaxia de neutrofilos. Nesse caso, oS efeitos da

aminoguanidina ndio foram devidos a inibigao inespecifica da ¢NOS visto que a
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mesma, 12 h ap6s a administragio intraperitoneal, ndo modificou a atividade da
nNOS, mas foi capaz de inibir a atividade da iNOS. Além disso, a dose de 25
mg/kg de aminoguanidina que, segundo alguns autores, tem especificidade
maior para iNOS (FERRAZ et al., 1997, BROWN ef al, 1998), produziu
inibi¢do semelhante aquela observada com as maiores doses deste inibidor,
reforgando a hipotese que a isoforma induzivel da NOS esteja envolvida na
produgio do NO no foco inflamatério

Estes dados sugerem que a injeg3o intraperitoneal da SEB promove
formagdo tardia de NO por ativagiio de INOS, sendo este mediador importante
para a migragio de peutrofilos induzida por esta toxina. Isto ¢ refor¢ado pelos
dados mostrando que a dexametasona (inibidor da indugdo da iNOS) também
reduziu significativamente a quimiotaxia de neutrofilos induzida pela SEB.
Obviamente, como a dexametasona também inibe liberagdo de TNF e TL-1
(BEUTLER er al, 1986, STARUCH & WOOD, 1985), citocinas essas
possivelmente implicadas na quimiotaxia de neutrofilos pela SEB, ndo podemos
assegurar que os efeitos inibitorios da dexametasona sejam unicamente devidos
a inibi¢do da iNOS.

Sabe-se que os macréfagos residentes participam intensamente do
desenvolvimento de varios eventos descritos como fase aguda da inflamago.
Estas células sdo responsaveis pela iniciagio da mobilizagdo de neutréfilos da
circulagio para as regides de danos tissulares. Trabalhos de DESOUZA &
RIBEIRO-DASILVA (1996) mostraram que a migragio de neutréfilos induzida
pela SEB ¢ dependente do nimero de macrofagos. Além disso, a administragio
sistémica de SEB em camundongos promove a liberagdo de uma variedade de
citocinas incluindo 0 TNF-¢, IFN-y, IL-1, IL-2 e IL-6 (MIETHKE et al., 1992;
GONZALQ et al., 1994).
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Experimentos com cavidades tratadas com tioglicolato (agente capaz de
induzir inflamagfo por elicitar macréfagos e neutrofilos para a cavidade
peritoneal de camundongos € ratos; GALLILY et al., 1964) foram também
conduzidos para compreendermos melhor a correlagiio entre macrofagos,
indu¢do de iNOS e quimiotaxia in vivo de neutrofilos induzida pela SEB.
Nossos resultados mostraram que o tioglicolato determinou um aumento
significante no conteiido de macrofagos peritoneais. Nesta situagdo, a injegéo
intraperitoneal de SEB causou um aumento de cerca de 2 vezes do numero
absoluto de neutréfilos. Curiosamente, esta diferenga nio foi observada com os
dados percentuais. O tratamento dos animais com L-NAME, aminoguadinina
ou dexametasona também reduziu significativamente o numero absoluto de
neutrofilos em resposta 2 SEB. Mais uma vez, quando analisamos os dados
relativos (%) de contéudo celular, notamos que, de modo geral, estes inibidores
nio interferiram com o influxo de neutrofilos. Nossos resultados ndo nos
permitem ainda explicar as discrepancias quanto 4 cavidade estimulada e néo-
estimulada no que refere-se aos valores absolutos ¢ relativos de migragdo de
neutréfilos nos animais tratados com os diferentes inibidores. De qualquer
forma, quando considerarmos os nImeros absolutos de influxo celular, notamos
que a inibigio produzida pelo L-NAME no influxo de neutrdfilos pela SEB em
cavidades estimuladas pelo Tg foi menor do que em cavidades ndo estimuladas.
Com a aminoguanidina (especialmente para a dose de 75 mgkg) também
notamos uma eficiéncia menor nas cavidades estimuladas. A administra¢do
intraperitoneal do tioglicolato causa inicialmente influxo de neutrdfilos e, mais
tardiamente (4° dia), aumento do nimero de macrofagos (GALLILY &
FELDMAN, 1967). Nesse momento (4° dia), € que avaliamos 0 efeito da SEB.

Assim, poderiamos especular que os macrofagos foram intensamente ativados
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(pelo tioglicolato) de tal forma que a produgdo de NO no quarto dia estd muito
baixa. Neste momento (4° dia), outros mediadores (citocinas) seriam mais
importantes do que o NO. Ou seja, nessa situagiio, 0 NO passa a ter papel
secund4rio (ou nenhum) em relagdo a capacidade de modular o mnfluxo de
neutrofilos pela SEB. Alternativamente, poderiamos pensar que em cavidades
com nimero elevado de macréfagos, a produgdo de mediadores (inclumdo o
NO) ¢é tio grande que quantidades maiores dos inibidores (L-NAME,
aminoguanidina ¢ dexametasona) seriam necessarias para inibir a formagao dos
mMesmos.

Em resumo, para a compreensdo exata dos mecanismos envolvidos na
quimiotaxia de neutrofilos pela SEB em cavidades estimuladas ¢ néo
estimuladas sera necessario conduzir mais experimentos, principalmente

aqueles avaliando as concentragdes de NO e citocinas no lavado peritoneal.
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5. CONCLUSOES

1 O L-NAME e a aminoguanidina reduzem o edema inflamatorio
induzido pela SEB por um mecanismo relacionado a redugdo do fluxo

sanguineo local, sem afetar diretamente a permeabilidade vascular.

3. Em cavidades peritoneais ndo-estimuladas, o L-NAME ¢ a
aminoguanidina inibem o influxo de neutrofilos induzido pela SEB por um

mecanismo relacionado a iibigo da iNOS.

3. O NO, gerado de uma cNOS ou iNOS, parece ser importante

modulador das atividades edematogénicas e quimiotéxicas da SEB.
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Tn this study we attempted to investigate the role of nitric oxide (NO)
on the inflammatory responses (hindpaw oedema, vascular permeability and
neutrophil migration) induced by the staphylococcal enterotoxin type B (SEB)
in mouse. To achieve this, both non-selective (L-NAME) and selective
(aminoguanidine and 7-nitroindazole) NO-synthase (NOS) inhibitors as well
as dexamethasone (iNOS induction inhibitor) were used.

Our results showed that L-NAME (7-28 mgke, iv.) and
aminoguanidine (25-75 mgkeg, i.v.) significantly reduced SEB-induced paw
oedema. Similar results were observed when these inhibitors were
administered intraplantarly. The inactive enantiomer D-NAME had no effect
on the SEB-induced oedema formation. The inhibition of paw oedema by
both L-NAME and aminoguanidine were significantly reversed by the local
administration of the prostacyclin analogue iloprost. This suggest that these
inhibitors probably acts by reducting regional blood flow. The compound 7-
nitroindazole, a substance which preferentially inhibit nNOS, had no effect on
the exsudation and paw oedema induced by SEB.

L-NAME and aminoguanidine as well as dexamethasone significantly
reduced neutrophil accumulation induced by SEB into mouse peritoneal
cavity. In thioglycollate-pretreated cavities, a condition where the number of
macrophages is increased, L-NAME and aminoguanidine caused a smaller
inhibition of SEB-induced neutrophil migration, as compared to naive
cavities. D-NAME had no effect on the neutrophil migration induced by SEB,
cither in non-stimulated or thioglycollate-treated cavities.

In addition, bNOS activity was reduced by L-NAME at 4 h (28 mg/kg)
and 12 h (14-56 mg/kg) after endovenous administration, while
aminoguanidine (75 mg/kg, i.v.) was able to reduce the nNOs activity only
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when this inhibitor was injected 4 h before. The nNOS activity was
unchanged by 7-nitroindazole. The activity of iINOS was significantly
inhibited by L-NAME (14-56 mg/kg, i.v., 12 h) and aminoguanidine (25-75
mg/kg, 1.v., 12 h).

In conclusion, our results indicate that NO modulate both ocedema and
neutrophil migration induced by SEB. We suggest that NO involved in
inflammatory response was produced by ¢NOS in the early phase (4 h) and
iNOS during the sustained phase (12 h).
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