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RESUMO

O oxido nitrico (NO) & uma molécula sintetizada a partir da L-arginina,
catalizada pela enzima oxido-nitrico sintase (NOS), podendo ser inibida por
analogos da L-arginina como L-N®-nitro arginina metil éster (L-NAME). O NO &
responsavel por varios efeitos bioldgicos tais como modulacée da pressdo
arterial, atividade plaquetaria, etc. Entretanto, seu papel no controle da resposta
inflamatéria & controverso.

O objetivo desta tese foi verificar o envolvimento do NO nas respostas
edematogénicas e espasmogénicas induzidas pela histamina e bradicinina.

O extravasamento de proteinas plasmaticas em pele de cobaias foi medido pelo
125

| marcado com albumina ("°IHSA) injetado intravenosamente.

O inibidor de sintese de NO, L-NAME (0.1 umolfsitio) reduziu o extravasamento

actimulo de

de proteinas plasmaticas induzido por bradicinina (0.5 nmol/sitio) e histamina
(4.5 nmol/sitio) enquanto que seu enantiomero D-NAME néo teve efeito.

Esse efeito inibidor foi revertido pela L-arginina (10 pymol/sitio) somente nas
respostas da bradicinina. L-arginina sozinha potencializou a resposta da
bradicinina, enquanto que reduziu a resposta da histamina.

Em ileo de ccobaia in vifro, L-arginina e D-arginina tiveram um efeito inibidor em
contragdes isometricas estimuladas pela histamina mas n&o bradicinina.

I_-lisina um outro aminoacido de carga semelhante a arginina ndo teve efeito
sobre os diferentes agonistas tanto em permeabilidade como contragio.

O agonista a-adenoceptor, fenilefrina (6 nmol/sitio) e o agonista B-adenoceptor
isoprenalina (10 nmol/sitio) inibiram as respostas da bradicinina e da histamina
de modo comparaveis.

Nossos resultados sugerem que a producdo local de NO estd envolvida na
permeabilidade vascular induzida por mediadores, sendo este efeito mais

pronunciado em bradicinina, e que esses dois mediadores tem diferentes
mecanismos de acéo.
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investigamos também o efeito dos aminodcidos L-arginina, D-arginina e L-lisina
em mdsculo liso (traquéias isoladas de cobaias e brénquios de coelhos). Tanto
L-arginina como D-arginina (100 mM) reduziram a poténcia contrétil e a
resposta contratil maxima da histamina (em traquéia e brénquio), o que nao
ocorreu com metacolina ou cloreto de potassio em traquéias isoladas e sem
epitélio de cobaias. Por outro lado L-lisina ndo mostrou efeito.

L-arginina e D-arginina produziram um relaxamento dose dependente em
traquéias isoladas de cobaias pré-contraidas com histamina. Este efeito
relaxante n&o foi alterado pela presencga ou ndo do endotélio, ou ainda L-NAME
(inibidor da oxido-nitrico sintase).

Assim demonstramos que arginina antageniza contracéo induzida por histamina
de um modo n&do competitivo, independente de oxido nitrico e também néo
relacionado com a sua carga.

Em outros experimentos comparamos os efeitos de L-NAME em extravasamento
de proteina plasmaticas e fluxo sanguineo (medido pelo método de clearance
do **Xe)

O efeito inibidor de L-NAME em permeabilidade persiste por até 8 horas,
enquanto que em fluxo sanguineo ndo se nota mais efeito apds 4 horas.
Fenilefrina (5 nmol/sitio} produziu um efeito somente quando co-injetado com
bradicinina.

Quando comparados, L-NAME, L-NMMA e L-NOArg, produziram semelhante
reducéo no fluxo sanguineo, porém o efeito de L-NMMA n&o persistiu por 0.5
horas.

L-arginina reverteu os efeitos inibidores de L-NAME, quando injetada com
bradicinina somente apés 4 horas e ndo 2 horas, sugerindo que o bloqueio ja
esta fraco nesse tempo.

Assim, concluimos que L-NAME esta exercendo algum efeito independente de
mudangas em fluxo sanguineo.

Numa outra série de experimentos usando os doadores de NO (SNAP, SNP e
GTN), observamos que somente SNAP potencializava o extravasamento de




proteina plasmatica, estando este dado de acordo com o aumento de fluxo
sanguineo causado. Com relacdo a0 fluxo sanguineo, SNP teve efeito
semelhante aumentando o fluxo sanguineo. GTN né&o teve nenhum efeito, nem
mesmo revertendo os efeitos de L-NAME ou fenilefrina.

Esses compostios parecem portanto que tém mecanismos distintos de ac3o.
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INTRODUCAO
INFLAMACAO

O processo inflamatdrio € um mecanismo essencial de prote¢do contra injurias
ou organismos invasores orquestrado pelo sistema imune e pelo sistema
nervoso. Esse processo pode, porém tornar-se patolégico por defeito em algum
dos muitos componentes (como na asma e na artrite reumatoide, etc.).

John Hunter {séc. XVIl), demonstrou ser a inflamac&o uma resposta vascular.
Foram estabelecidas como caracteristicas da inflamagdo aguda: dilatagéo
arteriolar, permeabilidade vascular aumentada, acumulagéo de leucécitos, dor e
perda de funcg&o. A ocorréncia desses eventos parece 6bvia quando se entende
que a resposta do corpo € a de eliminar o organismo invasor.

As arteriolas s&o as responsaveis pela manutencdo do ténus vascular, sendo
limitadas por 1 - 3 camadas de musculo liso. Na inflamacéo, a liberacdo de
mediadores como a bradicinina e a histamina causa a dilatacdo desses vasos,
aumentando o fluxo sanguineo local, permitindo que as células de defesa
(leucocitos) entrem na area afetada. Como a parede de alguns vasos apresenta
maior permeabilidade, algumas proteinas plasmaticas atravessam o tecido,
atraindo neutrdfilos e eosindfilos (Gerard & Hugli, 1981) que também atuam no
processo inflamatério.

O extravasamento de proteinas depende do gradiente da pressao hidrostatica
na parede do vaso, da permeabilidade e do ténus de resisténcia dos vasos (as
arteriolas). isto parece ser uma das razdes pelas quais os mediadores
produzidos na inflamac&o relaxam o musculo liso arteriolar e aumentam o fluxe
sanguineo.

Em condigdes normais, o endotélio é relativamente impermedvel a
macromoléculas. Acredita-se que o aumento da permeabilidade vascular,

observada em resposta a varios mediadores enddgenos e exdgenos deva-se a
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formacéo de gaps transitérios e reversiveis entre as células endoteliais em
vénulas pos-capilares {(Majno & Palade, 1961, Schachter, 1963; Majno ef al,
1969; Arfors et al, 1979, Fox ef al, 1980). Foi sugerido também haver o
envolvimento de mecanismo contrétil baseado em mudancas conformacionais
nas células endoteliais (Majno et al., 1969) e a presenca de proteinas contrateis
nessas células (Becker e Nachman, 1973; Drenckhahn, 1983).

MEDIADORES DE ORIGEM CELULAR

A histamina foi um dos primeiros mediadores inflamatérios a serem descritos
(Dale & Laidlaw, 1910). Ela produz vasodilatacdo e edema atuando em
receptores especificos pela liberacdo de NQ (Garrisson, 1991).

A bradicinina, outro potente vasodilatador, também causa edema pela liberagdo
de NO.

As prostaglandinas s&o potentes vasodilatadores, todavia s6 potenciam edema
quando co-injetadas com outros agonistas como a bradicinina (Williams &
Morley, 1973, Williams, 1976; Williams & Peck, 1977).

Outras substancias, como o VIP (peptidec intestinal vasoativo) e o CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina), ambos potentes vasodilatadores,
tambem podem agir sinergicamente em pele de ratos e coelhos produzindo
extravasamento de proteinas plasméaticas (Williams, 1982; Brain & Williams,

1985), enquanto os vasoconstritores inibem essa resposta (Beets & Paul, 1980).
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OXIDO NITRICO (NO)

Furchgott e Zawadzki, em 1980, demonstraram que o relaxamento vascular
causado pela acetilcolina era dependente da presenga de endotélio , e que
esse efeito era resuitado de um fator chamado EDRF (fator relaxante derivado
do endotelio). O relaxamento dependente do endotélio foi demonstrado em
varias preparacoes (veias, artérias e microvasos) e ocorreu em resposta a
varias substancias (acetilcolina, nucleotideos de adenina, trombina, substancia
P, ionoforo de caicio A23187, bradicinina, etc). Outros estimulos, como a
hipoxia, o aumento de fluxo e o estimulo elétrico, também causam relaxamento
dependente de endotélio em tecido vascular in vifro (Ignarro et al, 1987;
Ignarro, 1989, Moncada et al., 1991). Outros fatores, como os
nitrovasodilatadores, o fator natriurético atrial, os agonistas beta adrenérgicos, a
prostaciclina, induzem relaxamento vascular por mecanismos independentes do
endotélio (Furchgott, 1984; Griffith ef a/., 1984; Busse ef al, 1985: Moncada et
al., 1986).

Desde a identificagdo do NO como a substancia responséavel pela atividade do
EDRF (Palmer ef al, 1987), e a descoberta de que agentes vasoativos pro-
inflamatérios  liberam o EDRF, verificou-se um grande interesse pelo papel
modulador do NO na permeabilidade microvascular.

O NO ¢é um radical altamente reativo formado a partir do aminoécido L-arginina
pela agdo da enzima oxido-nitrico sintase (NOS; Palmer ef al, 1988a, b). Essa
reacdo e estereoespecifica, ja que D-arg ndo é substrato, e libera também outro
produto com a mesma relagdo estequiométrica: a L-citrulina (Palmer &
Moncada, 1989). Uma vantagem na formag&o deste co-produto é que ele pode
ser medido mais facilmente do que o éxido nitrico que tem meia vida de alguns
segundos (Bredt & Snyder, 1990).

Os efeitos do EDRF s&o inibidos pela hemoglobina (Hb), pelo azul de metileno
(Martin ef al,, 1985) e por outros agentes como a hidroquinona (Griffith et al.,
1984).
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OXIDO-NiTRICO SINTASE (NOS)

Vérias espécies de NOS j& foram caracterizadas. Fsta enzima existe
basicamente sob duas formas, ambas dependentes de nicotinamida adenina
dinuclectideo fosfato (NADPH): a NOS constitutiva (NOSc) e a NOS induzivel
(NOSI). A primeira & encontrada em células endoteliais, neuronais, neutréfilos e
mastdcitos (Bredt & Snyder, 1990), e é dependente de Ca'*/calmodulina,
produzindo NO rapidamente. A segunda é ativada apés exposi¢do a certas
citocinas e endotoxinas, e ndo é dependente de calcio. A ativacdo desta Ultima
forma se da através de transcricdo genética e produz maior quantidade de NO
por periodo de horas. Os corticoesterdides inibem a indugdo da NOSi mas néo
tém efeito sobre a NOSc (Marletta et al., 1988).

INIBIDORES DE NOS

Analogos da L-Arg agem como falso substrato para a enzima, bloqueando a
formacéo do NO, de modo reversivel quando se acrescenta L-Arg (mas ndo D-
Arg; Palmer et al., 1988a).

Alguns desses inibidores sdo o L-N®-monometil-arginina (L-NMMA), o L-N°-
nitro-arginina (L-NO ARG) e o L-N®-nitro-arginina metil éster (L-NAME: Moore et
al, 1989, 1990; Palmer et a/, 1988b, Palmer & Moncada, 1989, Rees et
al.,1990a, b).

EFEITOS DO NO

O NO ativa a enzima guanilato ciclase soltvel, aumentando a produgdo de
guanosina 3,5-monofosfato (GMPc) e resultando no relaxamento do musculo
liso (Rapoport & Murad, 1983). A vasodilatacdo é a componente chave da
reacdo inflamatéria, influenciando a formagéo de edema e a acumulacdo de
leucécitos (Teixeira et al,, 1993).
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O NO enddgeno age como modulador conira a vasoconstricdo, um efeito
bastante importante no pulméaoc (Moncada et al., 1988).

O NO é uma molécula bastante instavel e sua interagdo com anions
superdxidos (Oz) pode gerar radicais toxicos aos tecidos como, por exemplo, o
peroxinitrito  (Beckman ef al, 1990; Stamler et al., 1992). Os compostos
descritos como inibidores do NO, com excecdo da Hb (Martin et al, 1986),
agem por esse mecanismo, gerando O,. Os efeitos do NO podem ser
prolongados pela adicéo da enzima superdxido dismutase (SOD; Gryglewski et
al., 1986; Rubanyi & Vanhoutte, 1986).

O NO inibe a agregacéo de plaquetas (Azuma ef al,, 19886; Furlong ef al., 1987;
Radomski ef al, 1987a), desagrega plaquetas j& agregadas (Radomski ef al,
1987D) e inibe a adeséo de plaquetas a camada endotelial, & matrix extracelular
e as fibras de colageno (Radomski et al, 1987c¢, d).

Efeitos no sistema cardiovascular

O NO & constantemente liberado no sistema cardiovascular, mantendo o ténus
dilatador (Palmer ef al, 1988b), e pode ser antagonizado por L-NMMA (Thomas
et al,, 1989). Esse efeito & particularmente importante no lado arterial onde o
NO ¢ produzido em maior quantidade do que no lado venoso (Vallance et af,,
1989).

Em coelhos anestesiados, o L-NMMA, mas ndoc o D-NMMA, aumentou a
pressao arterial, sendo esse efeito revertido pela L-arginina (Rees et al,, 1989),
demonstrando importante efeitc do NO na regulacéo do fiuxo sanguineo e na

pressgo arterial. O mesmo foi observado em cobaias (Aisaka ef al., 1989, 1990)
e ratos (Whittle ef al, 1989; Rees et a/.,, 1990a).

Efeitos no sistema nervoso
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Avia L-arginina-NO e a NOS estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso
(principalmente nos neurdnios e no endotélio, mas ndo na glia; Ross et al,
1990)

A NOS do cerebro, ¢ inibida competitivamente por L-NMMA, por L-NA e por L-
NIO (Knowles ef al,, 1990) e, semelhantemente a NOS das células endoteliais e
das plaguetas requer o NADPH como cofator.

Muitos dos efeitos do NO ainda n@o foram elucidados, mas acredita-se que
tenha fung&o excitatoria, principalmente no aprendizado e na meméria, e atue
como mediador de efeitos biolégicos de outros neurotransmissores cujas acoes
s&o associadas com o aumento do GMPc (Drummond, 1984).

A via L-arginina-NO pode ser também a responsavel por alguns processos
patologicos no sistema nervosc (Moncada ef al, 1989), tais como a
degenerag@o de neurdnios por excessiva ativagio de receptores NMDA, com
consequente aumento de calcio, e a produgdo de NO (Rothman & Olney 1987,
Garthwaite, 1989). Altos niveis de GMPc causam destruicdo de células
fotorreceptoras na retina (Ross et al., 1990) e podem causar maior incidéncia de
ataques epiléticos (Ferrendelli ef al., 1980).

O NO pode ser também o neurotransmissor ndo adrenérgico ndo colinérgico
(NANC,; Rand, 1992), ja que uma forma de NOSc foi localizada em nervos
periféricos (Bredt ef al., 1990). Os neurdnios cujo neurotransmissor ndo é nem a
acetilcolina nem a adrenalina (NANC) formam um importante componente da
inervagdo autondmica no musculo liso, no trato gastrointestinal, nas vias

aéreas, etc. (Burnstock, 1979; Barnes, 1986, Gillespie et al,, 1990).

Efeitos em outras células e tecidos

A via L-arginina-NO esta também presente em vérios outros tipos celulares,
como o cortex e a medula da adrenal (Palacios et af., 1989), sendo possivel que
0 NO exer¢a papel modulador no controle e na sintese dos horménios dessa
glandula, no neuroblastoma de ratos (Ishii ef al, 1989), em células epiteliais do
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rim (Ishii et al, 1988), em mastdcitos (Salvemini et al, 1990), em neutréfilos
(Salvemini ef al., 1989, Wright et al., 1989), em macréfagos (Hibbs et al., 1987),
propiciando um efeito na defesa do organismo (Hibbs ef al., 1990).

O NO também tem importante papel ao diminuir a proliferacdo de células do
musculo liso vascular (Garg & Hassid, 1989).

PAPEL COMO MEDIADOR NA INFLAMACAO

O NO é produzido em quantidades basais na microvasculatura cutdnea de
ratos, possivelmente contrabalanceando os vasoconstritores enddgenos
(Lawrence & Brain, 1992), e o L-NAME mas ndo o D-NAME, diminui o fluxo
sanguineo cutaneo basal (Hughes et a/.,, 1990).

O NO também estad envolvido na formagdo de edema induzido por vérios
mediadores como a substancia P (Hughes et al,, 1990), a bradicinina (Paul ef
al., 1992a}, a histamina (Paul ef al, 1992b), a carragenina e o dextran (lalenti ef
al., 1992).

O L-NMMA e o L-NAME mas n&o o enantidmero D-NAME, inibiram edema em
pele de rato induzido pela substancia P causado pelo aumento da
permeabilidade microvascular. Essa inibi¢do era reversivel pelo precursor do
NO, a L-Arginina, e, portanto, o NO tem um papel no edema causado por outros
mediadores (Hughes et al, 1990). Teixeira ef al, (1993) também verificaram
que a co-administracdo de inibidores da sintese de NO inibem edema e
acumulagao de leuctcitos em resposta a injecdes de histamina e bradicinina em
pele de cobaias.

Mayhan (1992) concluiu que o NO contribui ativamente para a permeabilidade
microvascular in vivo e sugeriu que o NO nao atua somente como vasodilatador,
mas também diretamente na contrac&o de células endoteliais em vasos pos-
capilares, ja que foi previamente demonstrado que a formacdo de pontos de

extravasamento ocorre independentemente da pressdo venular e da dilatacdo
arteriolar.
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A vasodilatacao induzida por endotoxina em pele de ratos anestesiados foi
inibida por L-NAME e L-NMMA (Warrrem et a/., 1992).

Edema em pata de rato induzido por carragenina com  aumento na
permeabilidade vascular inibido por L-NAME e a resposta inflamatéria
aumentada por L-Arginina sdo outras evidéncias da implicagdo do NO na
inflamacédo (lalenti ef al,, 1992). Muitos experimentos também foram realizados
para examinar o efeito do NO em inflamagéc neurogénica. Khalil & Helme
(1992), usando o modelo de bolha em pata de rato para determinar a
contribuicgo de nervos sensoriais e NO na vasodilatacdo e no extravasamento
de plasma causado por bradicinina, notaram que ndo somente o L-NOARG
inibiu a inflarmacg&o, mas que o efeito era mais pronunciado em ratos tratados
com capsaicina. Isto sugere que a inflamacgéo neurogénica é, em parte, causada
pela agéo do NO. Essa observagdo apoiou-se em estudo realizado por Lippe et
al, (1993) com dleo de mostarda para indugéo de inflamagdo neurogénica em
ratos atenuada por L.-NAME.

DOADORES DE NO

Substancias como o SNP, o GTN e o SNAP, que sdo potentes
nitrovasodilatadores, sdo conhecidos como doadores de NO pois liberam-no
através de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Feelisch & Noack,
1987; Waldman & Murad, 1987).

O SNP aumenta o fluxo sanguineo em pele de rato (Khalil & Helme, 1992) e
bloqueia o decréscimo em fluxo sanguineo produzido pelo L-NAME (Teixeira et
al., 1993).

A PGE;, assim como o SNP também reverte os efeitos inibitérios do L-NAME em
edema induzido pela bradicinina (Teixeira ef al., 1993).
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OBJETIVOS

O presente estudo foi realizado com o propésito de estudar os efeitos da L-
arginina na permeabilidade cuténea e contragio de musculo liso, cinética dos
inibidores da oxido-nitrico sintase e efeitos dos doadores de NO em

permeabilidade e fluxo sanguineo de cobaias.
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METODOS
Extravasamento de proteinas plasmaticas

Os experimentos foram realizados em cobaias (OLAC, ndo anestesiadas),
machos e pesando aproximadamente 400-500 g.

A pele das costas foi cuidadosamente depilada 2 horas antes do inicio dos
experimentos.

Cada animal recebeu 0.5 ml de tintura azul de Evans via venosa (pata traseira),
contendo aproximadamente 0.07 MBq de albumina humana marcada com &
("*1-HSA).

Todas as solugdes testadas foram preparadas em solucdo salina estéril.
InjecOes intradérmicas (0.1 mlfsitio) foram aplicadas em padrées alternados
proporcionando assim uma maior variagao dos sitios injetados (quadrado latino
design). Cada animal recebeu até 6 tratamentos em duplicatas, com o seu
devido controle.

Quarenta minutos apds a uitima injec&o intradérmica o animal foi sacrificado
com uma overdose de pentobarbital sédico, e uma amostra de sangue coletada
(com heparina) via pungdo cardiaca. A pele foi removida, e discos de pele
contendo a lesdo foram recortadas e contados em um gamma espectrémetro
juntamente com 2 amostras de 100 pl de plasma de cada animal.
Extravasamento de cada les&o na pele foi expresso como pi de plasma ("Ipele/
Iplasma). Esses valores foram corrigidos pela subtracdo de seu devido
controle (salina ou droga sozinha).

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média. Os dados
foram analisados por andlise de varidncia teste de Tukey (comparacdo
multipla).

Contracéo de musculo liso in vitro
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Cobaias (300-500 g) foram mortas por deslocamento cervical, a traquéia
removida e mantida em solugdo de Krebs (4°C, contendo inibidor de ciclo-
oxygenage, indometacina, 5uM, aerado com 95% 02 e 5% CO2).

Coelhos (NZW, 2-3 Kg) foram mortos por overdose de pentobarbital, o brénquio
principal removido e mantido em solugdo de Krebs como descrito acima.

Como foi demonstrado que o epitélio pode influenciar as respostas em traquéia
de cobaias (Goldie et al, 1986) e brénquios de coelhas (Raeburn et af., 1886),
em alguns experimentos o epitélio foi cuidadosamente removido com uma
espatula de madeira.

Os tecidos em forma de anéis foram entdo suspensos sob tensdo de 1g em
solugdo de Krebs aerada (95% 02, 5%C02, na temperatura de 37°C). Apds um
periodo de equilibrio (30 minutos) com constantes trocas da solucdo a cada 10
minutos, metacolina (10 pM) foi acrescentada so banho induzindo maxima

contrago. Apos a resposta atingir um plateau os tecidos foram lavados (5x) e

equilibrados novamente por 30 minutos.

Foram realizadas curvas dose-efeito de concentracdes cumulativas de
histamina (0.01 pM - 1 mM), metacolina (0.1 - 100 uM) e cloreto de potéssio (10
- 160 mM) na auséncia ou presenca (incubacdo por 20 min.) de L-, D-arginina
ou Ldisina (10 - 100 mM). Essas curvas também foram realizadas apés a
remogéo desses aminoacidos do banho.

Em outros experimentos, preparacSes de traquéia, com epitélio intacto ou
removido foram contraidas com histamina (EC50) na presenga ou auséncia de
L-NAME (50uM), concentragbes cumulativas de L- e D-arginina (10 - 100mM)

foram adicionados a resposta contratil da histamina .

Analise dos resultados

As respostas contrateis foram expressas como % da resposta max (E max),
obtidas com 0 agente espasmogénico na auséncia do aminodcido. A poténcia

contratil foi determinada em 30 - 50 % da E max e expressa como média
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geométrica com 95% limite de confianga e os resultados analisados por teste “t”
pareado de Student.

fleo de cobaia (in vitro)

fleos de cobaias foram suspensos em solucdo de Krebs (gaseificada 95 % 02, 5
% CO2) e mantidos na temperatura de 34°C sob tensZo de 1 g, para
monitorag&o de contrag&o isométrica. Curvas dose-efeito foram feitas em Krebs,
na presenga e auséncia de D-arginina, L-arginina ou L-lisina, todos na
concentraggo 100 mM. Cada peca de ileo foi exposta a somente um
aminoacido. Os resultados foram expressos comoc % de resposta a maéxima
concentrag&o de histamina (25 pM) ou bradicinina (1 uM). Os valores EC50
foram calculados a partir de cada curva individuaimente e expressos como
média geomeétrica (95% limite de confianca) em n=4-6.

Medidas de fluxo sanguineo

As alteragbes no fluxo sanguineo local foram medidas usando-se a técnica do
clearance do xenonio (**Xe).

Os sitios na pele dorsal depilada do animal foram injetados com 0.1 mi de Lzm
volume contendo aproximadamente 0.08 MBq '®Xe. As injecdes de **Xe foram
diluidas em salina em diferentes tempos ap6s as injegdes i.d. da droga sob teste
(pre-tratamento) ou "Xe diluido juntamente com a doga a ser testada (co-
injegdo). ApGs 15 minutos os animais foram mortos com overdose de
pentobarbital sodico (i.v.) e a pele retirada e cortada em pequenos discos
exatamente como descrito anteriormente nos experimentos de permeabilidade.
As amostras de pele e 0.1 ml das solugdes injetadas foram colocadas sob 2 mi
de parafina liquida e contadas num gamma espectometro para leitura de **Xe.
Os resultados foram calculados como % de alteracso no clearance do **Xe nos

sitios testes em relagéo aos sitios fratados com salina (Williams, 1979).
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Os resultados foram calculados usando-se a seguinte equacéo:

[in Xes - In XeA] x 100 =
[inXe1 - InXes]

= % de alteracéo do clearance do **Xe em relagio ao controle, sitios injetados

com salina.

onde:
Xes= contagem/min da pele injetada com salina
XeA= contagem/min da pele injetada com agente teste

Xe1= contagem/min em um volume de 0.1 ml do fluido injetado
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MATERIAIS

Histamina (difosfato)

Indometacina

Metacolina

Bradicinina {acetato)

Azul de Evans

Pentobarbital s6dico

L-lisina HCI

Fenilefrina HCI

L-NAME

L-NMMA

L-NO Arg

L- e D- arginina HCI

Isoprenalina (sulfato)

Prostaglandina E;
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Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra
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SNP Sigma Chemical Co., Poole, Inglaterra

GTN Lipha Pharmaceuticals Ltd, Middlesex,
inglaterra

SNAP Alexis  Biochemicals, Nottingham,
Inglaterra

D-NAME Bachem, Suica.

Heparina (Multiparin) C. P. Pharmaceutical Ltd., Wrexham,
Inglaterra.

PLLHSA  (1.85 MBg/ml; 20 mg Amersham International plc.,

albumina/mi) Amersham, Inglaterra.

¥Xe (74 MBg/ml) Medgenix Ltd, High Wycombe,
Inglaterra

Composigéo da solugéo de Krebs (mM)

NaCl 117.6, KCI 5.4, MgS0,7H.O 0.57,
KH,PO,; 1.03, NaHCQO; 25.0, glicose 11.1 e CaCl, 2H,0 2.5.
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RESULTADQS

ACAO DA BRADICININA E HISTAMINA NA PERMEABILIDADE CUTANEA DE
COBAIAS.

Efeito do L-NAME e D-NAME em respostas & bradicinina e & histamina.

As respostas a bradicinina na dose de 0.5 nmol/sitio (76.3 + 7.4 ul; n=5) foram
reduzidas (p=0.01) por tratamento com L-NAME (0.1 umol/sitio; 21.5 + 2.3 ul),
mas ndo com D-NAME (0.1 pmolfsitio; 79.7 + 10.7 ul). Do mesmo modo a
resposta a histamina (4.5 nmolfsitio; 138.2 + 15.2 ul; n=8) foi significantemente
reduzida (p<0.01) por L-NAME (51.6 + 11.5 ul), mas ndo D-NAME (118.0 + 13.6
ul}, nas mesmas concentracoes.

Efeitos da arginina

A L-arginina (1 - 10 umol/sitio) reverteu os efeitos inibidores do L-NAME (0.1
umol/sitio) na resposta a bradicinina (0.5 nmol/sitio; n=5; p<0.05; Figura 1a).

A D-arginina (10 pmol) produziu uma reversdo parcial, porém ndo significativa
(Figura 1a). Essas mesmas doses de D- e L-arginina ndo reverteram os efeitos
inibitérios do L-NAME sobre a histamina (4.5 nmol/sitio; n=5; Figura 1b). Na
auséncia de L-NAME a resposta da bradicinina (0.5 nmol/sitio; n=5) foi
aumentada pela L-arginina (10 pmolfsitio), todavia a L-arginina (1t - 10
umol/sitio) teve um efeito inibidor sobre a histamina (4.5 nmol/sitio; n=5; Figura
2).

Por outro lado, a D-arginina (10 umol/sitio) ndo teve efeito sobre a bradicinina
mas inibiu (p<0.05) a histamina (Figura 2).




T MR WF WE W W W W W W W W W W W W W W W WY W W W WY W W W W "W W WY W W YW W W W W

24

A Figura 3 mostra esses mesmos resultados comparando-os agora com a L-
lisina. Este aminoacido (L-lisina; 10 umol/sitio) ndo teve efeito (n=6) nas

respostas da bradicinina nem da histamina (Figura 3b).

Efeitos de agonistas de adenoceptores nas respostas & bradicining e a
histamina.

A fenilefrina nas doses 0.3 e 6.0 nmoi/sitio reduziu a resposta da bradicinina
(0.5 nmol/sitio) em 14% e 57% respectivamente, assim como a resposta da
histamina (4.5 nmol/sitio) em 19% e 65% respectivamente (Figura 4a; p<0.05
significativo somente com a dose alta de fenilefrina; n=6).

A isoprenalina nas doses 0.5 e 10 nmol/sitio (Figura 4b) também inibiu as
respostas da bradicinina e da histamina. Quanto a bradicinina, a inibiggo foi de
24% e B80% respectivamente (significativo com a dose alta somente), e em
relag8o & histamina a inibig&o foi de 59% e 86% respectivamente (significativo

para ambas as doses p<0.05 e p<0.01 respectivamente; n=6).
Efeitos da L-, D-arginina e L-lisina em contragdes de ileo de cobaia.

A L-arginina (100 mM) aumentou (p<0.05) o valor EC50 para a histamina mas
n&o teve efeito nas respostas da bradicinina (Tabela 1). Nao houve decréscimo
na resposta maxima com ambos agonistas.

A D-arginina (100 mM) aumentou (p<0.05) o EC50 para a histamina enquanto
que L-lisina (100 mM) ndo teve efeito (Tabela 1). A D-arginina diminuiu a
resposta maxima para 70 + 3.5% (n=6).

EFEITOS DE AMINOACIDOS EM MUSCULO LISO DAS VIAS AEREAS DE
COBAIAS E COELHOS (IN VITRO).

Respostas a histamina em fraquéia de cobaia
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A L-arginina nas concentragdes de 10 e 30 mM n&o alterou a poténcia contratil
da histamina. S0 reduzindo-a na concentracdo de 100 mM (EC30, 95% limite de
confianga, controle 0.7 uM [0.6 - 1.2], n=6 vs L-arginina 100 uM [40-250] n=6,
p<0.05; Figura 5a).

A resposta contratii maxima (E max) também foi reduzida na presenca da L-
arginina (controle 500 + 150 mg vs L-arginina 200 + 50 mg, n=8, p<0.05). Apos
a retirada da L-arginina do banho, a poténcia contratil e a E max ndo foram
diferentes do controle.

A D-arginina (10 e 30 mM) ndo alterou a poténcia contrdtil da histamina.
Entretanto, a D-arginina (100 mM) reduziu a poténcia contratil (EC30, 95% limite
de confianga, controle 1.0 uM [0.4 - 2.5]; n=4 vs D-arginina 8 uM [5 - 12}, n=4,
p<0.05 Figura 5b) e a E max (controle 650 + 190 mg vs D-arginina 475 + 140
mg, n=4, P<0.03). Apds a retirada da D-arginina do banho, a E max e a poténcia
contratil ndo foram diferentes do controle.

A L-lisina (100 mM) ndo alterou a poténcia contratil (EC30, 95% limite de
confianga; controle 1.2 pmol [0.6 - 2.5], n=4 vs L-lisina 1.2 umol [0.8 - 2], n=4,
p>0.05, Figura 8) nem a E max (controle 650 + 90 mg vs L-lisina 650 + 130 mg,
n=4, p>0.05).

Respostas a metacolina em traquéia de cobaias.

A L-arginina (100 mM) néo reduziu a poténcia contratil da metacolina (EC30,
95% limite de confianga; controle 0.47 uM [0.03 - 6.5], n=4 vs L-arginina 0.56
uM [0.14 - 2.2], n=4, Figura 7a; p>0.05) nem a E max (controle 1.6 + 0.4 g vs L-
arginina 2.0 + 0.6 g, n=4, p>0.05). De modo similar, a D-arginina (100 mM)
também n&o reduziu a poténcia contrétil da metacolina (EC30, 95% limite de
confianga; controle 0.44pi [0.66 - 3.2], n=4 vs D-arginina 0.16 uM [0.04 - 0.69],
n=4, p>0.05) nem a E max (controle 1.6 + 0.11 g vs D-arginina 1.6 + 0.05 g,
n=4, p>0.05, Figura 7b).
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Respostas ao cloreto de potassio em traquéia de cobaias

A L-arginina (100 mM) nao alterou a poténcia contratil do cloreto de potassio
(EC30, 95% limite de confianga; controle 3.2 mM [1.7 - 5.8], n=6 vs L-arginina,

2.0 mM [0.8 - 5.0], n=6, p>0.05) nem a E max (controle 700 + 70 mg vs L-
arginina 600 + 60 mg, n=6, p>0.05).

Efeito relaxante

Em experimentos com traquéia de cobaia contraida com histamina, a L-arginina
(10 - 100 mM) induziu um relaxamento dependente da concentragdo em
preparagGes com epitélio intacto ou denudado (Figura 8).

Na auséncia do L-NAME, remogdo do epitélio néo alterou significativamente a
poténcia de L-arginina (EC50, 95% limite de confianca; epitélio intacto 26.9 mM
[22.4 - 32.4], n=6 vs epitélio denudado 20 mM [17.2 - 23.1], n=6, p>0.05, Figura
8a).

Do mesmo modo, a remogéo do epitélio ndo alterou a poténcia relaxante da L-
arginina na presenca do L-NAME (EC50, 95% limite de conflanca; epitélio
intacto 26.3 mM [22.9 - 30.2], n=6 vs epitélio denudado 20 mM [16.2 - 24.5],
n=6, p>0.03, Figura 8b). Quando comparados quantc a auséncia ou presenca
de L-NAME, nao houve diferenca nos grupos.

A D-arginina (10 - 100 mM) também induziu relaxamento dependente da
concentrag&0 em preparacdes com epitélio intacto ou denudado (F igura 9).

Na auséncia de L-NAME, a remogdo do epitélio ndo alterou a poténcia da D-
arginina (EC50, 95% limite de confianga; com epitélio 26.3 mM [18.3 - 36.5],
n=6, vs sem epitélio 15.1 mM [12.3 - 18.6], n=7 p>0.05, Figura Sa).

A remogdo do epitelio também ndo alterou a poténcia relaxante da D-arginina
na presenca do L-NAME (EC50, 95% limite de confian¢a; com epitélio 18.6 mM
[14.8 - 23.4], n=5 vs epitélio denudado 16.2 mM [13.2 - 19.5], n=6, p>0.05,
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Figura 9b). O L-NAME n&o alterou a poténcia relaxante da D-arginina em
epitélio intacto ou em epitélio denudado.

Bronquio de coelho

A L-arginina (100 mM) reduziu a poténcia contrétil da histamina (EC30, 95%
limite de confianga; controle 10 uM [5.5 - 18]; n=8 vs L-arginina 160uM [91 -
275], n=8, p<0.05) e a E max (controle 900 + 160 mg vs L-arginina 300 + 60 mg,
n=8, p<0.05, Figura 10). Apds a remocgdo da L-arginina do banho, a poténcia
contrétil e a E max néo diferiram do controle.

CINETICA DOS INIBIDORES DA OXIDO-NITRICO SINTASE EM COBAIAS.
Efeitos inibitSrios do L-NAME em exudacéo de proteina plasmaticas

Em varios experimentos, o L-NAME (0.1 umol/sitio) foi injetado antes da
bradicinina (0.75 nmol/sitio), em tempos que variavam de 0.5 - 16 horas, para a
verificag@o da duragéo do seu efeito inibidor. Em cada experimento também foi
testado o efeito da co-injecéo de L-NAME e controle foi feito em sitios injetados
com salina.

A inibicdo da exudagido de proteinas plasmaticas induzida pela bradicinina co-
injetada com o L-NAME foi §7.6 + 2.9% em 6 experimentos (Figura 11a e Tabela
2). Em relagéo a pré-injecdo em periodos de 0.5 - 4 horas o efeito do L-NAME
foi maior ou igual ao produzideo pela co-injecdo (Figura 11 e Tabela 2)

A inibigdo nos sitios injetados com L-NAME 0.5 hora antes de bradicinina foi
significativamente maior (p<0.05; n=6) do que aquele produzido pela co-injecao
(Figura 11).

Ap0s 8 horas, o efeito inibidor do L-NAME ainda era significativo (p<0.05; n=6,
Tabela 2a), porém néo tao potente quanto o da co-injegdo (p<0.05, Tabela 2).
Apds 16 horas esse efeito ndo era mais observado (Figura 11).
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Uma durag&o de inibicdo semelhante também foi observada quando o mediador
usado foi a histamina (5.4 nmol/sitio, Figura 12 e Tabela 2b).

Quando a dose de L-NAME foi reduzida para 0.02 umol/sitio, a co-injecéo inibiu
a bradicinina em 41.3 + 5.4% (Tabela 3).

Os sitios injetados com a dose baixa de L-NAME 0.5 hora antes da bradicinina
mostraram significativa (p<0.01, n=6} inibigdo em extravasamento de proteina
plasmatica (Tabela 3a). O efeito inibidor permaneceu por 2 horas (p<0.01; n=6),
mas n&o por 4 horas, enquanto o da co-injegdo ainda mostrava efeito (Tabela
3a).

Essa dose baixa de L-NAME néo teve efeito quando co-injetada com histamina
(5.4 nmol/sitio), mas produziu um efeito significativo (p<0.05; n=6) quando
injetada 0.5 hora antes da histamina ( Tabela 3).

Efeitos do D-NAME e da fenilefrina no extravasamento de proteina plasmatica

O D-NAME (0.1 umol/sitio) quando co-injetado, ou injetado 0.5 hora antes, ndo
teve efeito significativo no extravasamento de proteina plasmatica induzido pela
bradicinina (Figura 13). O pequeno efeito visto 0.5 hora antes ndo foi mais
evidente apos 2 horas (controle 103.3 + 9.1 pl; D-NAME - pré-injecdo: 90.1 +
10.4 pl; n=6).

A fenilefrina (5 nmolfsitio) reduziu a resposta da bradicinina quando co-injetada
(BK controle 94.2 + 7.5 pl;, BK + fenilefrina: 38.2 + 7.4 1u); p<0.01; n=5), mas nao

quando injetada 1 hora (101.4 + 17.1 pl) ou 0.5 hora antes do mediador (Figura
14).
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Efeitos de outros inibidores de NOS no extravasamento de proteina plasmética.

Outros inibidores da NOS como o L-NMMA e o L-NO Arg (0.1 umol/sitio)
quando co-injetados com a bradicinina (0.75 nmol/sitio) produziram inibicdo de
43.4 + 2.5% (n=5) e 53.3 + 5.4% (n=5) respectivamente.

O efeito inibidor do L-NMMA néo foi significativo apds 0.5, 2 ou 4 horas (Tabela
4a).

Com respeito ao L-NO Arg, a pré-injecdo causou inibicdo das resposta a
bradicinina até 4 horas (Tabela 4b).

O efeito inibidor do L-NO Arg foi maior quando injetado 0.5 hora antes do que
quando co-injetado (Tabela 4b).

A co-injec&o de L-NMMA com L-NAME ou L-NO Arg ndo teve efeito cumulativo
sobre a resposta da bradicinina (Tabela 5).

Efeitos da L-Arginina

A injecédo de L-arginina (10 pumol/sitio) 2 horas antes da bradicinina (0.75
nmol/sitio) n&o teve efeito no extravasamento de proteina plasmatica (sal - BK:
94.3 + 10.4 ul; L-Arg - BK: 99.6 + 11.5 ul; n=6).

Quando a L-arginina foi injetada com o L-NAME (2 horas antes), ela reduziu
(p<0.05) o efeito inibidor do L-NAME no extravasamento de proteina plasmatica
induzido por bradicinina (sal - BK: 84.2 + 3.4 ul; L-NAME - BK: 256 + 3.3 pl; L-
NAME + L-arg - BK: 48.0 + 4.7 pl; n=86).

A resposta a bradicinina foi significativamente (p<0.05) aumentada pela co-
injecdo de L-arginina, enquanto que o efeito produzido peia injecdo de L-NAME
2 horas antes de bradicinina no foi revertido pela arginina (Tabela 7,n=6).
Quando o tempo da pré-inje¢o foi estendido até 4 horas a resposta da
bradicinina foi significativamente reduzida (p<0.01) por L-NAME. A co-injecdo

de L-arginina com bradicinina aumentou significativamente (p<0.05) a resposta
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da bradicinina e, com este tempo reverteu significativamente (p<0.01) o efeito
inibidor de L-NAME (Tabela 7, n=6).

Efeitos no fluxo sanguineo

O D-NAME (0.1 pmol/sitio) ndo teve efeito no fluxo sanguineo, enquanto o L-
NAME e a fenilefrina (Snmol/sitio) produziram sua redugdo (p<0.01 e p<0.007
respectivamente; n=5; Figura 15).

Quando injetada 0.5 hora antes do "**Xe, a fenilefrina ndo teve mais efeito,
enguanto que os efeitos de D- e L-NAME foram aumentados (apesar de s6 o L-
NAME ser estatisticamente significativo; p<0.05; n=6; Figura 16).

Quando o fluxo sanguineo foi medido 4 horas apds as inje¢des, o D-NAME nao
teve mais efeito e a reducdo de fluxo produzida por L-NAME ndo era mais
significativa (sal: 0.1 + 9.9%; D-NAME: 0.8 + 5.3%; L-NAME: -22.2 + 5.4%: n=6).
Apos 8 horas, o L-NAME n&o causou mais redugdo de fluxo sanguineo
mensurdvel (sal: 3.0 + 10.0%; L-NAME: 8.2 + 11.0%: n=6)

Numa segunda série de experimentos, os efeitos dos inibidores da NOS (L-
NMMA e L-NO Arg) no fluxo sanguineo foram comparados com os do L-NAME
(todos 0.1 pmol/sitio). Como pode ser visto na Tabela 6, todos os inibidores da
NOS produziram redugbes similares no fluxo sanguinec quando co-injetados
com "¥Xe. Quando o fluxo sanguineo foi medido 0.5 hora apés, somente os
efeitos do L-NAME e do L-NO Arg foram similares ou maiores do que aqueles
produzidos pela co-inje¢do com o '**Xe (Tabela 6).

Apds 2 horas as redugdes no fluxo causadas por L-NAME e L-NO Arg foram
semelhantes e, maiores do que por L-NMMA (Tabela 6).
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DOADORES DE NO.
Efeitos dos doadores de NO no extravasamento de proteina plasmaética.

Os 3 doadores de NO (GTN, SNP e SNAP) foram testados em cobaias, nas
doses de 0.001, 0.01 e 0.1 pmol/sitio, em extravasamento de proteinas
plasmaticas induzido pela bradicinina (0.5 nmolfsitio, n=6).

O GTN e o SNP n&o apresentaram efeito no extravasamento de proteina
plasmatica (Figura 17). O SNAP (0.1 pmoi/sitio) foi o Gnico que potencializou
(p<0.05) o extravasamenio de proteina plasmatica induzido por bradicinina
(Figura 17).

Efeitos dos doadores de NO no fluxo sanguineo.

Os efeitos dos doadores de NO (0.1 umol/sitio, n=6) no fluxo sanguineo foram
medidos pelo método do clearance do **Xe e seus efeitos comparados com o

do vasodilatador PGE; (0.3 nmol/sitio).

O GTN nao teve efeito no fluxo sanguineo. Somente a PGE, o SNAP e o SNP
produziram aumento no fluxo sanguineo local (Figura 18).

Efeitos de L-NAME e fenilefrina no extravasamento de proteina plasmatica
induzido pela bradicinina.

Como mostra a tabela 8, o L-NAME (0.1 umol/sitio, n=6), quando co-injetado
com bradicinina (0.5 nmol/sitio), reduziu o extravasamento de proteina
plasmatica.

O GTN (0.1 umol/sitio) n&o teve efeito sobre a inibigdo do L-NAME, enquanto

que o SNAP e o SNP (0.1 umol/sitio) e a PGE; (0.3 nmol/sitio} reverteram o
efeito inibidor do L-NAME (Tabela 8).
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A fenilefrina (5 nmol/sitio, n=6), quando co-injetada com a bradicinina (0.5
nmol/sitio), também reduziu o extravasamento de proteina plasmatica. Este
efeito da fenilefrina foi significativamente revertido pela PGE;, pelo SNAP, pelo
SNP, mas n&o pelo GTN (Tabela 9).

Efeitos dos doadores de NO no fluxo sanguineo reduzido por L-NAME e pela

fenilefrina.

O L-NAME (0.1 pmol/sitio, n=6) e a fenilefrina (5 nmolfsitio, n=6) reduziram o
fluxo sanguineo local da pele de cobaias em 34 e 52 % respectivamente
(Tabela 10).

O GTN (0.1 umolfsitio) ndo teve efeito no fluxo sanguineo reduzido pela
fenilefrina e, apesar de o fluxo estar um pouco aumentado na presenca do L-
NAME, este efeilo ndo foi estatisticamente significante (Tabela 10).

A PGE; (0.3 nmol/sitio), o SNAP e o SNP (0.1 umol/sitio) produziram aumentos
significativos ( p<0.01 e p<0.001) no fluxo, tanto na presenca do L-NAME, como
na da fenilefrina (Tabela 10).

Efeitos dos doadores de NO no fluxo sanguineo na presenca de bradicinina.

O fluxo sanguineo em sitios injetados com bradicinina (0.5 nmol/sitio) foi 5.4 +
15.7 % (n=6) quando comparado com sitios injetados com salina.

O GTN (0.1 umol/sitio) ndo teve efeito significativo no fluxo sanguineo
estimulado pela bradicinina (40.6 + 23.3%, n=6), enquanto que 0 SNAP e o SNP
(0.1 umol/fsitio) produziram aumentos semelhantes (p<0.01) no fluxo sanguineo
na presenga de bradicinina (141.8 + 16.4 e 130.2 + 17.9 % respectivamente,
n=6).
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Tabela 1 Efeito da arginina (L- e D-arg) e da lisina (L-lis) nas respostas
contrateis de ileo de cobaia in vitro

Tratamento EC50

a)Histamina sozinha 0.4 (0.1-1.5) uM

+ L-arg 100 mM *68.3 (8.3 -563.2) uM
Histamina sozinha 113 (60 -211) nM
+D-arg 100 mM *3800 (2000 - 7400) nM
Histamina sozinha 71 {12 - 426) nM

+L-lis 100 mM 188 (63 - 560) nM

b) bradicinina sozinha 32.4 (16.7 -62.5) nM
+L-arg 100 mM 53.7(37.2-77.4) nM

Os valores s@o médias geométricas (95% limite de confianca) dos valores de
ECS50 para (@) histamina e (b} bradicinina em 4 - 6 experimentos em fleo de
cobaia. Contracdes isométricas foram medidas em solucdes de Krebs sozinha
ou g:ohntendo 0 aminoacido especificado. * p<0.05 comparado com o mediador
sozinho.
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Tabela 2 Duragéo dos efeitos do L-NAME em extravasamento de proteina
plasmatica.

a)
Tempo da pré-injecéo (h)

1 2 8
BK 106.2 + 15.1 88.0+104 921+82
PRE 35.2 + 6.9 37.6+6.3" 629+ 52*
CcO 50.7 + 7.2* 409 +7.0* 37.4+3.3%#
b)
HA 725+6.5
PRE 50.4 + 4.5*
CO 317 +227¢#

Comparagdo de pre-injecdo (PRE) com co-injecdo (CO) de L-NAME (0.1
pmol/sitio) em extravasamento de proteina plasmética em resposta a (a)
bradicinina (BK, 0.75 nmol/sitio) ou (b) histamina (HA, 5.4 nmol/sitio). Os sitios
foram pré-injetados com salina (BK, HA e CO) ou com L-NAME (PRE) no tempo
especificado_antes da injecdo do mediador (BK ou HA e PRE) ou , mediador +
L-NAME (CO). Os valores sdo média + erro padrdo da média do volume
exiravasado (ul) corrigidos pelos respectivos controles, n=6 * p<0.05,
p<0.01 vs mediador,; # p<0.05 vs pré-injecao.
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Tabela 3 Duragéo dos efeitos da dose baixa do L-NAME no extravasamento de
proteina plasmatica.

a) Tempo da pré-inje¢éo (h)

0.5 2 4
BK 121.0+11.8 101.0+9.0 757 +6.7
PRE 53.5+7.7% 61.1+92* 588+ 50
cO 53.5+ 45" 40.6 + 5.5™
b)
HA 786+7.2
PRE 471 +6.7F
CO 60.4 + 8.6

Comparagéo de pré-inje¢céo (PRE) com co-inje¢céo (CO) de L-NAME (0.02
umol/sitio) em extravasamento de proteina plasmatica em resposta a (a)
bradicinina (BK, 0.75 nmol/sitio) ou (b) histamina (HA, 5.4 nmoi/sitio). Os sitios
foram pré-injetados com salina (BK, HA e CO) ou com L-NAME (PRE) no tempo
especificado antes da inje¢&o do mediador (BK ou HA e PRE) ou , mediador +
L-NAME (CO). Os valores s&o média + erro padrdo da meédia do volume
extravgga{jdo (uh) corrigidos pelos respectivos controles, n=6 * p<0.05, * p<0.01
vs mediador.
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Tabela 4 Duracdo dos efeitos do L-NMMA e do L-NO Arg no extravasamento de
proteina ptasmatica.

a) Tempo da pré-injegdo (h)

0.5 2 4
BK 837+ 9.0 112.1 + 141 845+ 12.0
PRE 650+ 154 100.8 +6.2 98.2+96
CcO 47.0+ 4.1* 742+ 85" 51.1 +6. 1™
b)
BK 703+1.9 1262 +12.6 83.5+76
PRE 294 +47* 73.7 +88™ 53.2+9.2
CcO 442 + 3.4# 57.5+7.4* 242 + 1.9

Comparagdco de pré-injecéo (PRE) com co-injecdo (CO) de 0.1 umol/sitio de (a)
L-NMMA or (b) L-NO Arg em extravasamento de proteina plasmatica em
resposta a bradicinina (BK, 0.75 nmol/sitio). Os sitios foram pré-injetados com
salina (BK e CO) ou com L-NMMA ou L-NO Arg (PRE) nos tempos
especificados antes da injecéo de bradicinina (BK e PRE) ou bradicinina + L-
NMMA ou L-NO Arg (CO). Os valores s&o média + erro padréo da média do
volume extravasado (ul) corrigidos pelos respectivos controles, n=6 * p<0.05, **
p<0.01 vs mediador; #p<0.05, ##p<0.01 vs pré-injecao.
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Tabela 5 Efeito da combinagdo de inibidores da NOS no extravasamento de
proteina plasmatica mediada pela bradicinina.

volume plasmatico (ul)

BK 726+ 12.1 545+1.8
BK + LN 27.0+21*

BK + L-NMMA 392+51* 28.6 + 1.5
BK + LN + L-NMMA 23.9+6.1*

BK + LNOArg 256 +2.8™™
BK + L-NMMA + LNOArg 191+ 0.7*

Comparacg@o de co-injecdo de L-NAME, L-NMMA ou L-NO Arg sozinhos (0.1
umol/sitio) ou combinados no extravasamento de proteina plasmatica induzidos
por bradicinina (BK, 0.75 nmol/sitio). Os valores sdo média + erro padréo da
média do volume extravasado (ul) corrigidos pelos respectivos controles, n=5-6
* p<0.05, ** p<0.01 vs mediador.




Tabela 6 Efeito dos inibidores da NOS no fluxo sanguineo

L-NAME
L-NO Arg
L-NMMA

Tempo da pré-inje¢éo (h)

0 0.5 2
-35+6 -46 + 2 -36+3
-30+5 -37 + 3 -28+3
-30+5 -17 + 3** -8 + 4%

Efeito de L-NAME, L-NO Arg e L-NMMA (0.1 umolfsitio) no fluxo sanguineo

medido como clearance do

'Xe. Os sitios foram pré-injetados com um volume

de 0.1 ml contendo salina ou os inibidores de NOS nos tempos especificados
antes da injecdo de 0.1 ml de salina contendo '*Xe e medidos apés 15 minutos.
Valores s&0 média + erro padrdo da média (porcentagem em relagéo a salina).
n=86; ** p<0.01 em relagéo aos valores de L-NO Arg ou L-NAME.
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Tabela 7 Efeito da L-arginina no extravasamento de proteina plasmaética

pré-injegéo 2%injecdo apds plasma (ul}
2 horas
salina BK 717 +5.0
salina BK + L-arg 99.1 +9.7*
L-NAME BK 354+ 54"
L-NAME BK + L-arg 556+ 5.1 NS
pré-injecdo 2%injecio apés plasma (ul)
4 horas
salina BK 840+77
salina BK + L-arg 123.4 + 6.3
L-NAME BK 38.0+2.4*
L-NAME BK + L-arg 80.7 + 5.5##

Efeito da L-arginina (L-arg; 10 umol/sitio) na inibicdo causada por L-NAME (0.1
umol/sitio) em extravasamento de proteina plasmatica induzido por bradicinina
(BK; 0.75 nmol/sitio). Os valores sdo média + erro padréo da media do volume
extravasado (ul) corrigidos pelos respectivos controles, n=6 * p<0.05, ** p<0.01
vs mediador, ##p<0.01, NS p>0.05 vs L-NAME.
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Tabela 8 Efeitos de SNAP, SNP, GTN e PGE; sobre a inibicdo do L-NAME

a)

BK

BK + L-NAME

BK + LNAME + SNAP
BK + L-NAME + SNP

b)

BK

BK + L-NAME

BK + LNAME + GTN
BK + L-NAME + PGE;

67.7+7.9
32.2 +3.5%
145.4 + 10,67
106.5 + 12.9*

67.7 +9.5
23.8 +4.0™
496 +6.5
69.3 + 9.3##

Efeitos de SNAP, SNP, GTN, L-NAME (0.1 umol/sitio) e PGE; (0.3 nmol/sitio)
em extravasamento de proteina plasmatica induzida por bradicinina (BK, 0.5

nmol/sitio).

Os valores s&0 expressos como ul de plasma (valores corrigidos) e média + erro
padrdo da média, n=6."*p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs BK; ##p<0.001 vs

BK+LNAME.
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Tabela 9 Efeitos de SNAP, SNP, GTN e PGE, sobre a inibi¢&o da fenilefrina

a)

BK 634 + 8.0
BK + fenilefrina 15.9 + 4.2*
BK + fenilefrina + SNP 628 + 6.2
BK + fenilefrina + PGE; 644 + 111
b)

BK 557 + 9.1
BK + fenilefrina 11.6 £ 3.87
BK + fenilefrina + GTN 250 + 48"
BK + fenilefrina + SNAP 100.0+ 14.3

Efeitos de SNAP, SNP, GTN (0.1 umol/sitio), fenilefrina (5 nmol/sitio) e PGE:

(0.3 nmol/sitio) em extravasamento de proteina plasmatica induzida por

bradicinina {BK, 0.5 nmol/sitic). Os valores s&o expressos como ul de plasma

ga!ores corrigidos) e média + erro padréo da média, n=6. **p<0.01, *p<0.05 vs
K.
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Tabela 10 Medidas do fluxo sanguineo.

Tratamento **Xe Clearance (%) p
L-NAME (0.1 pmol) -33.9 £76
+GTN (0.1 umol) +23.9 £ 96 NS
+PGE, (0.3 nmol) +154.2 +15.0 <0.001
+SNAP (0.1 pmol) +165.9 +23.8 <0.001
+SNP (0.1 pmol) +199.9 £ 325 <0.001
Fenilefrina (5nmol) 524 +7.8
+GTN (0.1 pumol} =352 £14.1 NS
+PGE; (0.3 nmol) +80.4 +94 <0.01
+SNAP (0.1 umol) +165.3 + 33.7 <0.001
+SNP (0.1 umol) +123.8 + 289 <0.001

Efeitos de SNAP, SNP, GTN, L-NAME (0.1 umol/sitio), fenilefrina (5 nmol/sitio) e

f.f,,:,,GEz (0.3 nmol/sitio) em fluxo sanguinec medido pelo meétodo de clearance do
Xe.

Os valores s&o média + erro padréo da meédia (n=6), porcentagem em relacéo

ao controle (salina). NS=n&o significativo.
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Figura 1 Efeitos de D-e L-arginina na inibigéo de L-NAME (0.1 umol/sitio) sobre
as respostas de (a) bradicinina (BK, 0.5 nmol/sitio, n=5) ou (b) histamina (HA,
4.5 nmol/sitio; n=5). Coluna aberta resposta ao mediador sozinho; coluna cheia
mediador + L-NAME (BK+LN ou HA+LN); coluna hachurada com L-NAME + D-
arginina (BK+LN+DA10 ou HA+LN+DA10, 10 umolfsitio); coluna hachurada
(BK+LN+LA1 ou HA+LN+LA1) com 1 pmol L-arginina ou coluna riscada 10
umol/sitio L-arginina (BK+LN+LA10 ou HA+LN+LA10). Os resultados s&o
expressos CoOmo ul de plasma, corrigidos pelos seus devidos controles, em
média + erro padrao da média.

* p<0.01 comparados com o mediador sozinho, # p<0.05 comparados com
mediador + L-NAME




80 -

60 -

plasma (ul)

40 -

Figura 2 Efeitos de D- e L-arginina no extravasamento de proteina plasmatica
causado por (a) bradicinina (BK, 0.5 nmolfsitio, n=5) ou (b) histamina (HA, 4.5
nmol/sitio; Nn=5). Coluna aberta resposta ao mediador sozinho ou na presenga
de 1 umol (BK+LA1 ou HA+LA1) ou 10 umol/sitio de L-arginina (BK+LA10 ou
HA+LA10) ou 10 umol/sitio D-arginina (BK+DA10 ou HA+DA10). Os resultados
sdo expressos como pl de plasma, corrigidos pelos seus devidos controles, em
média + erro padréo da media.

* p<0.05, ** p<0.01 comparados com o mediador sozinho.
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Figura 3 Comparagdo dos efeitos de (a) L-arginina (10 pmol/sitio, coluna sdlida;
n=5) ou (b) L-lisina 10 umolfsitio, coluna hachurada; n=6) em extravasamento
de proteina induzido por bradicinina (0.5 nmolfsitio) ou histamina (4.5
nmol/sitio). Coluna aberta mediador sozinho. Os resultados s&0 expressos em
ul de plasma, (valores corrigidos pelos seus devidos controles), média + erro
padrdo da média.

* p<0.05, comparados com 0 mediador sozinho
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Figura 4 Comparacdo dos efeitos de (a) fenilefrina (0.3 ou 6 nmol/sitio; n=6) ou
(b) isoprenalina (0.5 ou 10 nmol/sitio; n=6) em extravasamento de proteina
induzido por bradicinina (0.5 nmol/sitio) ou histamina (4.5 nmol/sitio) Respostas
ao mediador sozinho {(coluna aberta) ou na presencga de (a) 0.3 nmol/sitio
(coluna sélida) ou 6 nmol/sitio (coluna hachurada) de fenilefrina ou (b) 0.5 nmol
(coluna sélida) ou 10 nmol (coluna hachurada) de isoprenalina.

Os resultados s&o expressos como ul de plasma, corrigidos pelos seus devidos
controles, em média + erro padrdo da média.

* p<0.05, ** p<0.01 comparados com o mediador sozinho.
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Figura 5 Curvas dose-efeito da histamina na auséncia (circulos abertos) ou
presenca (circulos fechados) de (a) L-arginina (100 mM), (b) D-arginina (100
mM) na traquéia isolada de cobaia. Cada ponto representa a média de 4-6
experimentos + erro padréo da média. Indometacina (5 uM) presente no Krebs.
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Figura 6 Curvas dose-efeito da histamina na auséncia (circulos abertos) ou
presenca (circulos fechados) de L-lisina (100 mM) na traquéia isolada de
cobaia. Cada ponto representa a média de 4 experimentos + erro padréo da
média. Indometacina (5 uM) presente no Krebs.
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Figura 7 Curvas dose-efeito da metacolina na auséncia (circulos abertos) ou
presenca (circulos fechados) de (a) L-arginina (100 mM), (b) D-arginina (100
mM) na traquéia isolada de cobaia. Cada ponto representa a media de 4
experimentos + erro padréo da média. Indometacina (5 uM) presente no Krebs.
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Figura 8 Curva de relaxamento da L-arginina na (a) auséncia ou (b) presenca
de L-NAME (50 uM) em traquéia isolada de cobaia pré-contraida com histamina
(EC50) com epitélio (circulos abertos) ou sem epitélio (circulos fechados). Cada
ponto representa a média de 6 experimentos * erro padr@o da média
Indometacina (5 uM) presente no Krebs. '
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Figura 9 Curva de relaxamento da D-arginina na (a) auséncia ou (b) presenca
de L-NAME (50 uM) em traquéia isolada de cobaia pré-contraida com histamina
(EC50) com epitélio (circulos abertos) ou sem epitélio (circulos fechados). Cada
ponto representa a média de 6-7 experimentos + erro padrdo da media.
Indometacina (5 uM) presente no Krebs.
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Figura 10 Curvas dose-efeito da histamina na auséncia (circulos abertos) ou
presenca (circulos fechados) de L-arginina (100 mM), em brénquio isolado de
coelho. Cada ponto representa a média de 8 experimentos + erro padréo da
média. Indometacina (5 uM) presente no Krebs,
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Figura 11 Duragéo dos efeitos inibitorios de L-NAME (0.1 umol/sitio) no
extravasamento de proteina plasmatica induzido por bradicinina (0.75
nmol/sitio). Respostas ao mediador sozinho (coluna cheia); ou L-NAME pre-
injetado (@) 0.5 h (b) 4 h e (¢) 16 h {(coluna riscada) ou co-injetada com
bradicinina {coluna aberta). Os resultados sdo expressos como ul de plasma,
corrigidos pelos seus devidos controles, em média + erro padréo da media.

* p<0.05, ** p<0.01 vs controle; + p<0.05 vs pré-injegdo; n=6.
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Figura 12 Duragéo dos efeitos inibitorios de L-NAME (0.1 umol/sitio) no
extravasamento de proteina plasmatica induzido por histamina (5.4 nmol/sitio).
Respostas ao mediador sozinho (coluna cheia), ou L-NAME pré-injetado (a) 0.5
h (b) 4 h e (c) 16 h (coluna riscada) ou co-injetada com histamina (coluna
aberta). Os resultados sdo expressos como ul de plasma, corrigidos pelos seus
devidos controles, em média + erro padrdo da média.

** p<0.01 vs controle; + p<0.05, ++ p<0.01 vs pre-injegdo; n=6.
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Figura 13 Efeitos de D-NAME (0.1 pmol/sitio) no extravasamento de proteina
plasmética induzido por bradicinina (0.76 nmol/sitio). Respostas ao mediador
sozinho {coluna cheia); ou D-NAME pré-injetado 0.5 h antes (coluna riscada) ou
co-injetada com bradicinina (coluna aberta). Os resultados s&o expressos como
ul de plasma, corrigidos pelos seus devidos controles, em media * erro padr&o
da média, n=6.
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Figura 14 Efeitos da fenilefrina (5 nmol/sitio) no extravasamento de proteina
plasmdtica induzido por bradicinina (0.75 nmol/sitio). Respostas aoc mediador
sozinho (coluna cheia); ou fenilefrina pré-injetada 0.5 h antes (coluna riscada)
ou co-injetada com bradicinina (coluna aberta). Os resultados s&8o expressos
como pl de plasma, corrigidos pelos seus devidos controles, em média + erro
padrdo da média. **p< 0.01 vs controle, n=4.
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Figura 15 Efeitos de D-NAME (0.1 umol/sitio; coluna sélida), L-NAME (0.1
pmol/sitio; coluna aberta) e fenilefrina (5_n mol/sitio; coluna riscada) em fluxo
sanguineo medido como clearance do '*Xe. Sitios foram injetados com um
volume de 0.1 mi contendo a droga teste e 0.08 Mbq de '**Xe, e medido apés 15
minutos. Os valores s&o expressos em % quando comparados com salina
(média + erro padrdo da média), n=5.

** n<0.01, **p<0.001 vs D-NAME.
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Figura 16 Efeitos da pré-injecdo de D-NAME 0.1 pmolfsitio; coluna sélida), L-
NAME (0.1 pumol/sitio; coluna aberta) e fenilefrina (5 n mol/sitio; coluna risc;'da)
em fluxo sanguineo medido como clearance do *Xe. Sitios foram injetados com
um volume (0.1 ml) de salina contendo 0.08 Mbq de '**Xe, e medido apés 15
minutos. Os valores s&o expressos em % quando comparados com salina
(média + erro padrédo da média), n=5.

* p<0.05 vs fenilefrina.
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Figura 17 Efeitos de GTN, SNAP e SNP (0.001, 0.01 e 0.1 umol/sitic) em
extravasamento de proteina plamética (ul) induzido por bradicinina (BK, 0.5
nmol/sitio). Os valores séo expressos em média + erro padrdo da média, n=6,
*n<0.05.




R W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W T W TR e e T e T T e

60

150 -
*k
xk
8 100 T
o
S
@
Q
=
(4]
] 50 -
0 —

GTN SN SNAP PGE2

Figura 18 Efeitos de GTN, SNP, SNAP (0.1 umol/sitio) e PGE; (0.3nmol/sitio) no
fluxo sanguineo, medido pelo clearance do **Xe. Os valores sdo média + erro

padrédo da media em porcentagem comparados com controle (salina). n=6,
*p<0.01.
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DISCUSSAO

AGCAO DA BRADICININA E HISTAMINA NA PERMEABILIDADE CUTANEA DE
COBAIAS.

A habilidade de L- mas n&o D-NAME, em inibir a permeabilidade cutdnea
induzida pela bradicinina e pela histamina em pele de cobaia amplia a
observagdo de que o L-NAME inibe o extravasamento de proteina em pele de
coelhos induzido por polication e antigenos (Paul et al., 1992a).

Fica evidente, portanto, que os inibidores da NOS podem inibir edema induzido
por varios outros estimulos (Antunes et al., 1990; Hughes ef al., 1990; Antunes
et al., 1992; lalenti et a/, 1992).

No rato, o L-NAME reduz o fluxo sanguineo na pele em doses que inibem o
extravasamento de proteinas causado pela substancia P (Hughes et al, 1990).
Esse fato @ compativel com o conceito de que o L-NAME pode reduzir a
permeabilidade cutédnea ao reduzir a produgéo de NO (basal ou induzida por
mediadores), reduzindo assim o fluxo sanguineo local.

Em nossos experimentos o L-NAME teve efeito inibidor maior com bradicinina
do que com histamina. A isoprenalina, um agente anti-permeabilizante que age
via receptores beta adrenérgicos, teve efeito inibidor maior nas resposta da
histamina do que da bradicinina.

Existe ampla evidéncia de que a isoprenalina, assim como outros agonistas
beta adrenérgicos, age de maneira contriria aos efeitos dos mediadores
inflamatorios na contrag@o das células endoteliais (Persson & Svensjo, 1985;
Grega, 1986). O fato de o L-NAME e a isoprenalina terem efeitos contrarios
sugere diferentes mecanismos de ac§o.

As respostas do L-NAME também contrastam com os efeitos da fenilefrina, um
vasoconstritor que age via receptores alfa adrenérgicos e que apresentou efeito
semelhante com ambos mediadores. Como a fenilefrina ndo tem seletividade

quanto ao agonista, os resultados com L-NAME sugerem que o NO tem papel
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mais importante no exfravasamento causado pela bradicinina do que pela
histamina.

Pode ser também que o L-NAME atue por outros mecanismos além da reducéo
do fluxo sanguineo. Por exemplo, a endotelina-1 (que €& um potente
vasoconstritor na microcirculacdo; Brain ef al., 1988; 1989, Fortes ef al, 1989)
inibe o edema induzido pelo PAF em doses que ndo tém efeito com bradicinina,
5 hidroxitriptamina ou histamina na pata de camundongo, sugerindo nao estar
agindo somente via vasoconstricdo (Henriques ef al., 1992).

Os efeitos da L-arginina na potencializacéo das resposta da bradicinina podem
ser o resultado do aumento de substrato, levando & maior produgéo de NO,
embora 0s niveis de L-arginina intracelular ja sejam relativamente altos (Mitchell
ef al, 1990). A L-arginina, mas n&o a D-arginina, aumenta o extravasamento de
proteina em pele de rato em resposta & carragenina e edema em pata de rato
em resposta & carragenina ou ao dextram (lalenti ef al, 1992). E interessante
notar que a L-arginina e, em menor grau a D-arginina inibem resposta a
histamina em pele e em ileo de cobaia.

Isto confirma trabalhos prévios que mostraram que L-arginina inibe resposta da
histamina mais eficientemente do que a calidina em ileo e utero de cobaia (Frey
et al, 1877). Embora a conceniragdo da arginina seja alta, a mesma
concentraga@o de L-lisina (outro aminoacido que possui carga catibnica) ndo tem
efeito no extravasamento de proteina causado pela bradicinina ou pela
histamina, ou na resposta contratil de histamina em ileo.

O fato de a L-arginina aumentar a resposta da bradicinina na auséncia de L-
NAME pode ser devido ao efeito de que analogos da L-arginina degranulam
mastocitos e potencializam edema em pata de rato (Giraldelo ef a/., 1994). Isto
também pode se aplicar & analise dos dados de lalenti ef al,, (1992). Hughes ef
al, (1990), no entanto n&o reportam se a L-arginina tem efeito direto na
exudacdo em resposta a substéncia P no rato.

O mecanismo de ac¢do do L-NAME permanece ainda um pouco obscuro. As

diferencas quantitativas do L-NAME e da isoprenalina podem estar relacionadas
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com as diferencgas, observadas por Schachter em 1960, em extravasamento de
tintura produzido por bradicinina e histamina. Naquela época, esse autor notou
que a bradicinina produzia les6es com cores mais intensas, porém de didmetros
menores do que as produzidas pela histamina. Essas observagbes foram
confirmadas por Carr & Wilhelm (1964), que, adicionalmente mostraram
diferencas também na camada de pele que produzia maior exudacdo. A
bradicinina produzia maior exudag@o na derme superficial e a histamina na
derme mais profunda. Estes achados morfoldgicos sugerem que a bradicinina e
a histamina agem em microvasos em diferentes niveis da pele, e que esses

vasos diferem quanto a responsividade a diferentes agentes, em especial o NO.

EFEITOS DE AMINOACIDOS EM MUSCULO LISO DAS VIAS AEREAS DE
COBAIAS E COELHOS (IN VITRO).

Demonstramos a habilidade da L- e da D-arginina, mas ndo da L-lisina,
antagonizarem ndo competitivamente contragdes induzidas pela histamina em
traquéias isoladas de cobaias.

Este efeito ndo é dependente da espécie pois a arginina também o produziu em
brénquios isolados de coelhos, e também ndo é efeito de interac@o quimica,
pois em nossos outros experimentos a L-arginina ndo inibiu o extravasamento
de proteina em pele de coelho (Paul et al,, 1994a).

Em preparacbes de traquéia de cobaia, o efeito contratii da histamina foi
revertido pela L- e pela D-arginina de maneira dependente da dose, porém nao
relacionada com a auséncia ou a presenca de epitélio e ndo mediada pela via
sensivel ao L-NAME. Assim, parece que a L- e a D-arginina interagem com
receptores histaminicos ou em seu microambiente e, seletivamente, atenuam as
respostas contrateis induzidas pela histamina.

Ja foi demonstrado, a capacidade da L- mas, ndo da D-arginina, em reverter o
efeito de inibidores da NOS em exiravasamento de proteina na pele (Paul et al.,

1994b), no relaxamento de musculo liso (Moncada et al, 1991), em
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potencializar contragio colinérgica (Belvisi et al, 1891). Como demonstramos
que o L-NAME inibe o extravasamento de proteina induzido pela bradicinina e
pela histamina em cobaia, e que a L-arginina (10 umol/sitio) reverte o efeito
inibidor do L-NAME nas respostas & bradicinina, mas n&o a histamina, € que a
L- e a D-arginina inibem o extravasamento de proteinas na pele de cobaias e a
contracdo de ileo de cobaias induzidos pela histamina, sugerimos que a L-
arginina age de maneira ndo competitiva em receptores histaminicos.

Outros estudos demonstraram que os inibidores de NOS (L-NAME e L-NMMA)
aumentaram a broncoconstricdo induzida pela histamina em cobaia, e que este
efeito era revertido pela L-, mas n&o pela D-arginina, na forma de aerosol
(Nijkamp ef al., 1993). A diferenga entre esses resultados e 0s nossos pode ser
atribuida & diferenca das concentragbes utilizadas.

A resposta inibitoria desse amino&cido néo € dependente da carga {como
demonstrado também em ileo de cobaia), porque a L-lisina n&o teve efeito em
antagonizar contragdo induzida pela histamina. Isto tambeém n&o parece ser
efeito especifico em musculo liso das vias aéreas pois a L-arginina néo teve
efeito quando o agonista usado foi 0 KCl ou a metacolina.

Nossos resultados sugerem que o NO ndo modula as respostas contrateis da
histamina, visto que a D-arginina também as reverteu. Além disso a L- e a D-
arginina n&o alteraram a poténcia contratil da metacolina.

Nijkamp ef al, (1993) observaram que a resposta contrétil a metacolina em
traquéia perfusada de cobaia foi aumentada na presenca do L-NAME. A
discrepancia entre esses resultados deve-se, possivelmente, ao fato de que o
NO (de origem epitelial) pode alterar a permeabilidade do epitélio das vias
aéreas aos varios agentes espasmogénicos. Assim, na presenga do L-NAME, a
habilidade do epitélio em agir como barreira permeabilizante estaria
comprometida, podendo entdo facilitar a passagem dos agentes
espasmogénicos para o musculo liso das vias aéreas. Entretanto, as respostas
contrateis @ metacolina e ao carbacol, mas nao a serofonina e ao leucotrieno

D4, em tubos traqueais perfusados de cobaia foram aumentadas na presenga



65

do L-NAME (Nijkamp et al., 1993). N&o esta claro se isto se deve a diferencas
na lipossolubilidade (Jeppson ef al., 1989) ou na habilidade desses agentes em
estimular a liberacdo de NO (Nijkamp ef al., 1893).

Como a L- e a D-arginina podem interagir com receptores histaminicos, nossos
dados também sugerem que a utilizac&o simultdnea desses compostos deve ser

cautelosa.

CINETICA DOS INIBIDORES DA OXIDO-NITRICO SINTASE EM COBAIA.

Respostas edematogénicas em inflamagdo cutanea s&o dependentes de
interacBes entre os mediadores que aumentam a permeabilidade vascular e os
que produzem alteragdes no fluxo sanguineo (Williams & Morley, 1973; Williams
& Peck, 1977).

O endotélio pode gerar agentes vasodilatadores (prostaglandinas PGE,, PGl; e
oxido nitrico) e agentes constritores, como a endotelina (Yanagisawa ef al,
1988), que agem como moduladores locais na formag&o do edema.

Um papel pré-inflamatério do NO pode ser inferido a partir da habilidade dos
inibidores da NOS em reduzir o extravasamento de proteinas e o edema em
varias respostas inflamatérias (Antunes et al., 1890; Hughes et a/,, 1990; lalenti
et al, 1992; Khalil & Helme, 1992; Kurose et al, 1993; Mulligan et al, 1992;
Paul et al.,, 1992a; Teixeira et af, 1993). Contudo, também foram reportados
efeitos anti-inflamatérios de NO (Erjefalt ef al, 1994). Em outros leitos
vasculares, como vias aéreas de ratos, figado, bago, pancreas, rim, estdmago e
duodeno (Filep & Foldes-Filep, 1993), circulagdo mesentérica de gatos (Kubes
& Granger, 1992), circulagio corondria de rato (Filep et al, 1993) e vénulas
mesentéricas de rato (Kurose et al, 1993), o L-NAME aumenta o
extravasamento de proteina, indicando que o NO tem efeito protetor no
endotélio, minimizando a perda de fluido.
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Em alguns trabalhos, os inibidores de NOS produziram redug@o de fluxo
sanguineo em doses que reduziram o extravasamento de plasma {(Hughes et al,,
1990; Khalil & Helme, 1992; Teixeira ef al., 1993).

Portanto as evidéncias sugerem que o NO endégeno causa vasodilatagdo,
aumentando a formacdo do edema, e que a inibicdo da NOS, blogueando a
producdo do NO, reduz o fluxo sanguineo local e exerce assim efeito anti-
inflamatorio. Contudo, alguns inibidores da NOS como o L-NAME e o 7-nitro
indazole (7 NI, Moore et al., 1993) inibiram o edema neurogénico em ratos sem
afetar o fluxo sanguineo (Kajekar et al., 1994).

Ja foi citado anteriormente (Teixeira ef al, 1993; Paul et al., 1994b), que a co-
injecdo de inibidores da NOS, L-NAME, com bradicinina, produz inibicao de
extravasamento de proteinas plasmaticas em cobaias.

Efeitos inibitorios do L-NMMA e do L-NQArg ja foram descritos em resposta a
substancia P, a carragenina (Hughes ef al, 1990; lalenti et al., 1892) e a
bradicinina em ratos (Khalil & Helme, 1992).

Nossos dados mostraram que os efeitos do L-NAME e do L-NO Arg, mas néo do
L-NMMA, s&o maiores quando injetados 0.5 hora antes da bradicinina do que
quando co-injetados com o nonapeptideo.

O efeito do L-NAME persiste por 8 horas independentemente do estimulo ser a
bradicinina ou a histamina. Mesmo em dose baixa (0.02 pmol/sitio), o efeito
inibidor do L-NAME em extravasamento de proteinas induzido pela bradicinina
persiste por 2 horas. O efeito da dose baixa de L-NAME com histamina e
significativo quando pré-injetado.

Esse efeito inibidor do L-NAME n&o persiste quando o estimulo é o agonista de
adenoceptores do tipo alfa, fenilefrina, e, portanto, ndo é propriedade de todos
os vasoconstritores.

O envolvimento da via arginina-NO ¢ indicado: a) pela falta de efeito do D-
NAME e b) pela habilidade de um excesso de L-Arg reduzir os efeitos do L-
NAME.
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Em musculo retrator do pénis bovino, o L-NMMA ndo bloqueia o relaxamento
ndo adrenérgico ndo colinérgico, mas inibe o bloqueio induzido pelo L-NO Arg
ou pelo L-NAME (Martin et al., 1993). Essas interagles inibitorias ndo foram
observadas em nossos experimentos.

A fase inicial de inibigdo do extravasamento de proteinas esta correlacionada
com os efeitos do fluxo sanguineo. Os efeitos do L-NAME e do L-NO Arg em
ambos - extravasamento de proteinas e fluxo sanguineo - sdo maiores quando
pré-injetados 0.5 hora antes do que quando co-injetados.

Os efeitos do L-NMMA e da fenilefrina no fluxc sanguinec e no extravasamento
de proteinas desaparecem 30 minutos apds as injegdes.

Contudo, o efeito do L-NAME no extravasamento de proteinas perdura por 8
horas, enquanto que no fluxo sanguinec ndo & mais significativo apos 4 horas.
A habilidade da L-Arg em reverter o efeito do L-NAME no extravasamento de
proteina ap6s 4 horas sugere que o bloqueio ja esta fraco nesse tempo.

InjecBes locais do agonista de adenoceptor do tipo beta 2 de longa duragéo,
salmeterol, inibiram o extravasamento de proteinas induzido pela bradicinina em
pele de cobaia por periode demais de 6 horas (Whelan ef al,, 1993). Esse efeito
persistente resulta provavelmente da retencdo do salmeterol nos sitios de agéo.
No caso do L-NAME, a NOS pode ser irreversivelmente bloqueada e, assim, o
extravasamento de proteina é reduzido até nova formacdo de NOS.

Efeitos persistentes do L-NAME também foram reportados em antinocepgao em
camundongos (Moore et al., 1991), € no aumento de press&o arterial em cies
(Persson ef al., 1992).

Concluindo, injecao local de L-NAME em pele de cobaia apresenta efeito
prolongado de inibigdo de extravasamento de proteina ultrapassando os efeitos
em fluxo sanguineo. Isto pode ser atribuido ao fato de que foi medido o fluxo
sanguineo basal e ndo o induzido. Nossos dados porém, s&o consistentes com
a possibilidade de que L-NAME est&a exercendo algum efeito independente de
mudangas no fluxo sanguineo, como foi reportado em estudos de edema



W W W W W YW W W W W W W W W W W W T T TR e T e e e

68

neurogénico (Kajekar ef al, 1994) ou por Mayhan (1992) em bochecha de

hamster.
DOADORES DE NO

Dos 3 doadores de NO, somente o SNAP potencializou o extravasamento de
proteina plasmatica em resposta & bradicinina em cobaias. O SNAP também
reverteu o efeito inibidor do L-NAME e da fenilefrina e aumentou o fluxo
sanguineo basal em cobaia.

O SNP teve perfil semelhante ao do SNAP, aumentando o fluxo sanguineo e
revertendo o efeito inibidor do L-NAME e da fenilefrina, sem afetar, porem, ©
extravasamento de proteina plasmatica induzido por bradicinina.

Por outro lado, o GTN n&o aumentou o fluxo sanguineo nem o extravasamento
de proteina plasmatica induzido por bradicinina em cobaias. O GTN reverteu os
efeitos inibitérios do L-NAME, apesar de essa reversdo néo ter sido total.
Parece que, apesar de atuarem pela liberagdo de NO, os efeitos dessas
substancias variam. Uma das razbes para isto pode ser a diferengca em
poténcia, sendo o SNAP o mais potente (Ignarro et a/,, 1880).

Tanto 0 SNAP como o SNP liberam o NO espontaneamente, degradando-se ao
serem expostos ac oxigénio. J& o GTN requer grupos sulfidril para liberar o NO,
sendo sua atividade bioldgica dependente da disponibilidade de grupos -SH
(Gruetter et al., 1980).

Também foi reportado que a liberagdo de NO a partir de GTN pode ser
catalizada por proteinas presentes no soro. Assim o GTN tem que estar na
circulagdo para que seus efeitos sejam notados (Chung & Fung, 1990).

Qutra hipdtese que explicaria tais resultados seria a diferenga na estrutura
quimica dos compostos. Todos os 3 s&o moléculas grandes em relagdo ao seu
metabdlito ativo. E possivel gue as cadeias laterais interajam com a atividade da
droga. Kiedrowski ef al, (1991), investigando os efeitos do NO em

neurotoxicidade induzida por glutamato, descobriram que o SNP apresentava
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efeito protetor ao tecido, enquanto que isto ndo ocorria com o SNAP. Esta
protecdo n&o se devia a liberagdo do NO, mas sim ao ferricianeto da molécula,
visto que o ferricianeto de potassio produzia o mesmo efeito.

Isto ndo se aplicaria ao SNAP pois sua cadeia lateral (acetil penicitamina) nao
teve efeito no extravasamento de proteina plasmatica ou no fluxo sanguineo em
cobaias (Perez et al,, 1994).

Parece que os efeitos do SNP s6 se tornam evidentes em condi¢bes nas quais
o fluxo sanguineo local esta reduzido, como na presenga do L-NAME ou da
fenilefrina.

O aumento do fluxo sanguineo causado pelo SNAP e pelo SNP é evidente até

mesmo em condi¢cbes nas quais o fluxo sanguineo é estimulado por bradicinina.

CONCLUSAO FINAL

Arginina parece ter um efeito anti-histaminico nas concentrages utilizadas.

Os efeitos dos inibidores da NO sintase em extravasamento de proteina

plasmatica parece estar dissociado do seu efeito em fluxo sanguineo.

Os nitrovasodilatadores, apesar de serem doadores de NO, tém mecanismos de
acao diferentes.
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ABSTRACT

NO synthesized from L-arginine, is responsible for various biological effects
including oedema formation by plasma protein extravasation (PPE).

PPE responses have been measured using local accumulation of intravenously
injected '®I-human serum albumin and blood flow by means of a multiple '
Xenon (Xe) technique in guinea pig skin.

L-NAME reduced responses to bradykinin (BK) or histamine and that inhibitory
effect was reversed by L-arginine on the response to BK but not on that to
histamine. L-arginine alone enhanced the response to BK but inhibited that to
histamine. It is therefore possible that NO may play a greater role in the
extravasation response to BK than to that induced by histamine. The differential
effects of L-NAME and isoprenaline on BK and histamine-induced PPE raise the
possibility that BK and histamine may induce vascular permeability via different
mechanisms in guinea-pig skin.

We also investigated the effect of the amino acids including L-arginine, D-
arginine and L-lysine on airway smooth muscle responsiveness to spasmogen in
vitro. Both L-arginine and D-arginine significantly reduced the contractile
potency and maximal contractile response to histamine but not to methacholine
or potassium chloride in guinea-pig epithelium denuded isolated trachea. In
guinea-pig isolated trachea precontracted with histamine, both L-arginine and D-
arginine produced a concentration-dependent relaxation. The relaxant response
was not significantly altered by epithelium removal or by the presence of L-
NAME. Thus, very high concentration of arginine non-competitively antagonizes
histamine induced contraction of isolated airway preparations that are
independent of the generation of nitric oxide and are not dependent on charge,
as L-lysine had no effect.

The nitric oxide (NO) synthase inhibitors L-NAME, L-NMMA and L-NO Arg
inhibited bradykinin induced PPE when co-injected with the peptide. The
inhibitory effect of L-NAME on PPE lasted for 8 hours, whereas its effecis on
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blood flow lasted up to 4 hours, showing that L-NAME is acting by other means
other than by only reducing blood flow.

In a new series of experiments the nitrovasodilators GTN, SNP and SNAP were
tested for their ability to potentiate bradykinin induced PPE. Only SNAP
produced significant increases in the BK response. When tested for their ability
to increase skin blood flow, SNP, SNAP and PGE; produced similar increases in
basal blood flow whereas GTN produced smaller responses. The effects of GTN,
PGE; and SNAP on BK induced PPE correlate well with their ability to increase
skin blood flow. In contrast, the effect of SNP on mediator induced PPE only
becomes evident under conditions where local skin blood flow is reduced e.g. in
the presence of L-NAME or phenylephrine.

In conclusion (1) arginine appears to have an anti-histaminic effect (2) the
effects of NO synthase inhibitors on blood flow does not correlate well with its
effects on PPE and (3) the nitrovasodilators utilized have different mechanism of
action.




