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RESUMO

O efeito do tratamento crénico com N®-Nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) foi investigado em ratos, usando-se o modelo de pleurisia e
inflamagao alérgica em animais sensibilizados com ovalbumina (OVA). A
migracdo de eosinofilos in vitro induzida por fMLP, PAF e soro ativado com
zimosan foi também avaliada nestes animais.

A inibigao crbnica da biossintese de éxido nitrico (NO) foi realizada
pela adicdo de L-NAME na agua que os animais ingeriam ad libitum, na
concentrac&o aproximada de 75 pumol/rato/dia, por um periodo de 30 dias. A
pleurisia foi induzida pela injecdo de bradicinina (50 ug), PAF (1 png),
lipopolissacaride (0.25 ug) e carragenina (125 ug) na cavidade pleural. A
sensibilizacao ativa com OVA foi efetuada pela injegao subcutanea de 200 pg
de OVA adsorvida em 8 mg de Al(OH);. O desafio com 1 mg de OVA, injetado
na luz intratraqueal, foi realizado 14 dias ap6s a sensibilizacdo. Para as
analises histologicas, os pulmdes foram cortados em fragmentos, fixados em
mistura contendo paraformaldeido (4%) e glutaraldeido (0.5%) em tamp&o
fosfato (0.1 M) e incluidos em parafina. Para os estudos da quimiotaxia in
vitro, os eosindfilos foram coletados da cavidade peritoneal de ratos Wistar e
isolados em gradiente descontinuo de metrizamide.

No modelo de pleurisia houve migracéo significativa de eosindfilos
para a cavidade pleural, observada 24 h apés a injecdo de bradicinina, PAF,
lipopolissacaride e carragenina, em ratos nio tratados. Esta migracdo foi
marcadamente reduzida nos animais tratados com L-NAME. Nos animais
tratados e néo tratados, sensibilizados e desafiados com OVA, observou-se,
24 h apos desafio, significativa infiltracdo de leucécitos no lavado
broncoalveolar (LBA), principalmente de neutréfilos e células mononucleares.

Neste modelo, a migragdo de eosindfilos ocorreu, de modo mais intenso, 48 h



apés o desafio. Em 48 h, o tratamento com L-NAME reduziu
significativamente o influxo de leucécitos totais e eosindfilos, sem contudo
alterar a infiltrag&o de neutréfilos. Em ratos n&o tratados, 48 h apds o desafio,
a histologia dos pulmdes revelou um infiltracéo rica em eosindfilos, e nos
animais tratados com L-NAME, reducdo dessa infiltracdo. Com relacdo &
quimiotaxia in vitro, os eosindfilos obtidos da cavidade peritoneal de ratos
nao tratados mostraram uma migracéo significativa em resposta ao fMLP
(5x10° M), PAF (107 M) e soro ativado com zimosan (27 pl). A migracéo foi
marcadamente reduzida quando os eosindfilos foram isoladas de animais
tratados cronicamente com L-NAME. A L-arginina (5.5 mM), precursor da
sintese de NO, mas n&o a D-arginina (5.5 mM), enantidmero inativo,
restaurou a capacidade dos eosindfilos de ratos tratados em responder ao
fator quimiotaxico fMLP.

Nossos resultados mostram que o tratamento crénico com L-NAME
inibe a migracdo de eosindfilos in vivo, sendo esta inibicdo também
demonstrada ex vivo. isto sugere que, provavelmente, o L-NAME exerce seu

efeito diretamente sobre os eosindfilos, dificultando, assim, sua locomocéo.



1 - INTRODUGAO

Inflamac&o é a reagdo dos organismos vivos em resposta a lesdes
teciduais. Normalmente, os organismos produzem diversos agentes proé-
inflamatérios e antiinflamatorios que determinam o inicio e o final do processo
controlando, assim, os possiveis efeitos deletérios desta resposta. A resposta
inflamatéria € gerada a partir de células (neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos,
macrofagos, mastocitos e endotélio) e/ou proteinas circulantes (componentes de
complemento, da coagulacéo, da fibrindlise e cininas plasmaticas). A inflamacao
persistente pode, no entanto, resultar em uma resposta excessiva ou imprépria
gue leva a condigbes patologicas, cuja expressao clinica depende do local e da

natureza celular da resposta inflamatéria (Dale et al., 1994).

1.1 COMPONENTE CELULAR DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Algumas das células envolvidas na resposta inflamatéria sédo pré-
existentes nos tecidos, tais como o0s mastécitos, fagdcitos mononucleares
teciduais e células endoteliais vasculares (Galli, 1993; Johnston, 1988; Fajardo,
1989). Outros elementos deslocam-se do sangue periférico para o sitio
inflamatorio, tais como os leucdcitos polimorfonuclerares (neutréfilos, eosindfilos
e basdfilos) e células mononucleares (mondcitos e linfécitos; Johnston, 1988:
Valent & Bettelheim, 1992; Kroegel et al., 1994). Os fibroblastos e as plaquetas
tém importante participacdo tanto na inflamagdo como no reparo tecidual
(Moncada et al., 1991, Page, 1994).

As células que participam no estagio inicial da reagéo inflamatdria sdo os
leucdceitos polimorfonucieares (neutréfilos e eosindfilos). Tais células aderem as
células endoteliais das vénulas pds-capilares da area e, ativamente, migram
através do vaso para o sitio da invasdo do patdgeno. Os neutrdfilos sdo as

primeiras células a serem recrutadas para o sitio da lesdo ou infecgcdo e séo



capazes de fagocitar e digerir microorganismos e células tumorais (Schieimer et
al., 1989; Smith, 1994). Os eosindfilos sd0 mais importantes na defesa contra
helmintos e outros organismos multicelulares e, na Ultima década, tém sido
reconhecidos como potentes células pro-inflamatorias envolvidas no

desenvolvimento da asma e doencas alérgicas (Kroegel et al., 1994).

1.1.1 EOSINOFILOS

Os eosindfilos originam-se das células precursoras mieldides, sob o
controle das citocinas, tais como o fator estimulador de coldnia de mondcitos e
granulécitos (GM-CSF) e interleucina 3 (IL-3), e se diferenciam sob a influéncia
da IL-5 (Hansel et al., 1989). Apds um periodo de diferenciacéo e maturacéo de
aproximadamente 5 dias, os eosindfilos maduros deixam a medula e passam a
circular no sangue periférico. No sangue, apresentam uma meia-vida estimada
de 13-18 h antes de migrarem para os tecidos. Estes tecidos sdo representados
sobretudo por aqueles que fazem interface com meio ambiente, como os tratos
respiratorio, gastrointestinal e genitourinario, onde persistem por
aproximadamente 6 dias (Kroegel et al., 1994). Entretanto, o tempo de vida do
eosindfilo tecidual pode aumentar pelo efeito da IL-3, GM-CSF e IL-5, liberados
local ou sistemicamente (Owen et al., 1987; Rothenberg et al., 1987).

O nucleo do eosindfilo é bilobulado e o aspectoc mais caracteristico
dessas células s&o os granulos citoplasmaticos especificos ou secundarios, os
quais contém material cristaldide eletrodenso com forte afinidade para corantes
acidos como a eosina. Isto resulta na coloragdo alaranjada, caracteristica dos
gréanulos citoplasmaticos dos eosindfilos (Miller et al., 1966). Os granulos
secundarios contém proteinas bésicas, como a proteina basica principal (MBP),
a proteina catibnica eosinofilica (ECP), a peroxidase eosinofilica e a
neurotoxina ou proteina X derivada do eosindfilo (EDN ou EPX; Gleich &
Adolphson, 1986). A mais abundante das proteinas catidnicas encontradas nos

grénulos € a MBP que é altamente toxica para helmintos, protozoarios,



bactérias, células tumorais e células do epitélio respiratério (Kroegel et al.,
1994). Além destes granulos, os eosindfilos apresentam, no estagio de pro-
mieldcito, os grénulos primarios. Estes granulos transformam-se,
provavelmente, nos pequenos corpos citoplasmaticos contendo lisofosfatase
que se cristalizam para formar os cristais piramidais hexagonais de Charcot-
Leyden (Dvorak, 1988). Nos eosinéfilos maduros sdo encontrados um terceiro
tipo de granulos denominados granulos pequenos (Parmley & Spicer, 1974).
Outra organela importante para os eosindfilos sdo os corpos lipidicos, cujo
numero aumenta durante a ativacdo destas células. Estes elementos
representam o sitio intracelular de estocagem e metabolismo do Aacido
araquidonico (Weller et al., 1989).

Além da liberacdo de proteinas, o eosindfilo € um potente produtor de
metabolitos toxicos derivados do oxigénio, tais como o &nion superdxido  (O,),
peroxido de hidrogénio (H,0), radical hidroxila livie (OH') e o oxigénio simples
(02), os quais s&o toxicos para microorganismos, células tumorais e outras
células dos mamiferos (Declatelet et al., 1977; Klebanoff et al., 1977: Kanofsky
et al., 1988).

A estimulagcdo dos eosindfilos por diferentes agentes sollveis e
insoluveis leva a formacé&o de varios derivados do acido araquidénico, incluindo
o leucotrieno C4 (LTC4; Bruynzeel et al., 1987), as prostaglandinas PGD,, PGE,
PGF, e PGF,, (Giembycz, 1990; Kroegel et al., 1994) e o tromboxano A, (TXA;
Giembycz, 1990). O eosindfilo pode também sintetizar grandes quantidades do
fator ativador de plaquetas (PAF; Burke et al., 1990).

Trabalhos recentes demonstram que os eosindfilos possuem informacdes
genéticas para elaborar e sintetizar importantes citocinas pré-inflamatérias tais
como o fator de crescimento e transformacéo a e B4 (TGFa e TGFf,; Wong et
al., 1990, 1991), GM-CSF (Kita et al., 1991), IL-1, IL-3, IL-5, IL-6 e IL-8 (Kita et
al., 1991; Desreumaux et al., 1992; Hamid et al., 1992: Braun et al., 1993;

Weller et al.,, 1992). O reconhecimento da capacidade de sintetizar e liberar
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estas citocinas abriu um novo panorama sobre o potencial do eosinéfilo como
célula efetora na inflamacgéo alérgica (Mogbel, 1994).

Os eosindfilos s&o proeminentes células inflamatdrias associadas com
doencas alérgicas e com a resposta inflamatéria contra parasitas helminticos
(Venge, 1990). Em numerosos estudos envolvendo autopsia e caracterizacdo
histoldgica de tecidos das vias aéreas de individuos que morreram de asma, foi
verificado grande numero de eosindfilos e produtos de seus granulos (Azzawi et
al., 1992). O uso da técnica de broncoscopia rigida (ou com fibra Optica)
permitiu estudos em bibpsias das vias aéreas de pacientes asmaticos com
diferentes graus de severidade (Laitinen et al., 1985; Jeffrey et al., 1989:
Ollerenshaw & Woolcock, 1992). Estes estudos confirmaram as observacdes
obtidas em autdpsias. Outros estudos examinaram a presenca de células
residentes e eosindfilos nas vias aéreas de pacientes asmaticos, onde
observou-se infiltragdo eosinofilica e linfocitica intensa no epitélio e na lamina
propria dos pacientes. Os eosindfilos estavam ausentes nas bidpsias dos
individuos sadios controles (Ollerenshaw & Woolcock, 1992: Laitinen et al.,
1993). Através de técnicas de microscopia eletrénica e imunohistoquimica,
pbde-se ainda observar que, devido a aparéncia microscopica dos seus
granulos  citoplasmaticos, os eosinéfilos apresentavam-se  ativados
(Ollerenshaw e Woolcock, 1992; Laitinen et al., 1993).

Com relagdo as proteinas catidnicas estocadas nos granulos
citoplasmaticos dos eosindfilos (MBP, ECP e EPO), tem sido sugerido que as
mesmas est&o envolvidas na destruicdo do epitélio respiratério e,
consequentemente, no surgimento da hiperreatividade bronquica. Isto reforca a
hipotese da correlagdo sugerida entre alteragdo da funcdo das vias aéreas e
ativagdo eosinofilica (Gleich et al., 1979; Motojima et al., 1989). Além disso, na
maioria dos estudos realizados em bidpsias dos pacientes asmaticos, ndo foi
encontrado infiltragdo significativa de neutrdfilos (Gleich et al., 1979; Motojima
et al.,, 1989).



Com relag&o ao leucograma de pacientes asmaticos, sabe-se que 0s
mesmos apresentam intensa eosinofilia com alta porcentagem de eosinéfilos
ativados hipodensos, aparentemente “primados” para estimulos quimiotéxicos
(Fukuda et al., 1985). Apds o desafio antigénico, o nimero de eosindfilos
circulantes em pacientes asmaticos diminui transitoriamente, mas volta a
aumentar, em 24 h, para um numero superior aqueles observados antes do
desafio. Isto € acompanhado por diminuicdo da densidade destas células (Frick
et al.,, 1989, Gibson et al., 1991). Estes resultados confirmam a existéncia de
eosindfilos ativados na asma que, apds desafio alergénico nas vias aéreas, sdo
recrutados do sangue periférico juntamente com os linfocitos T (Gibson et al.,
1991).

O exame citolégico do lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com
asma moderada e severa revela numeros aumentados de mastdcitos,
eosinodfilos e células epiteliais. Entretanto, nestes pacientes, ndo se observou
numero aumentado de linfécitos, macréfagos e neutrdfilos (Kirby et al., 1987). A
eosinofilia é frequentemente observada entre 24 e 48 horas apés o desafio
antigénico, com grande porcentagem de eosindfilos ativados hipodensos
(Sedgwick et al., 1991). Apesar de ndo apresentar modificacdo quanto ao
numero, tem sido documentado a presenca de linfécitos T ativados no LBA de
pacientes asmaticos, células estas detectadas pelos marcadores de ativacdo
HLA-DR (antigeno leucocitario humano do complexo principal de
histocompatibilidade classe 1) e IL-2R (receptor positivo para IL-2). A maioria
dos linfécitos parecem ser do fendtipo CD4" (Corrigan et al., 1988; Walker et al.,
1992). Este estado de ativagdo sugere que os linfocitos T liberam fatores (TNF-
a, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, IL-8, RANTES) que s3o importantes para a
mobilizagao tecidual dos eosindfilos (Walker et al., 1992; Azzawi et al., 1992).
Apesar da estreita associagdo entre o eosindfilo e a patogénese das doencas
alérgicas e asma, a existéncia de uma correlacdo causa e efeito continua

essencialmente circunstancial (Bruijnzeel, 1994).



O eosindfilo € capaz de responder aos estimulos quimiotaxicos pela
quimiocinese (movimento ndo direcional) ou pela quimiotaxia (migracdo dirigida
através de um gradiente de concentragdo para um estimulo). Na vigéncia da
resposta inflamatoria, os fatores quimiotaxicos modulam o influxo e acimulo de
eosinofilos nos tecidos possibilitando sua agdo como célula efetora. Um grande
nuamero de agentes quimotaxicos tém sido descritos, mas poucos sdo totalmente
efetivos ou seletivos para eosindfilos (Mogbel, 1994). Dentre os efetivos, os
melhores caracterizados sdo o C5a (fragmento produzido pela ativacdo do
sistema complemento; Fernandez et al., 1978) e PAF (Wardlaw et al., 1986).
Alguns eicosanoides como o acido 5-o0x0-6,8,11,14-eicosatetraendico (5-oxo-
ETE) e LTB, s&o quimiotaxicos para o eosindfilo, sendo que o Ultimo apresenta
acdo relativamente fraca quando comparada aos seus efeitos sobre os
neutrofilos (Powell et al., 1995; Bisgaard et al., 1986). Atualmente, acredita-se
que o fator da anafilaxia quimiotaxico para o eosindfilo (ECF-A), isolado de
tecidos pulmonares humano e de cobaias sensibilizadas, seja uma combinacéo
do 15-diHETE e LTBs (Schemi et al., 1991). A histamina é um agente
quimiotaxico fraco para eosindfilos ndo estimulados (Fadel et al., 1987). As
citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF tém pouca atividade quimiotaxica para os
eosindfilos purificados de doadores normais e nenhuma para eosinéfilos de
doadores com eosinofilia (Wang et al., 1989; Warringa et al., 1991). Entretanto,
a IL-5 € capaz de potenciar a resposta quimiotaxica de eosindfilos (obtidos de
doadores normais) para mediadores como o PAF, IL-8 ou LTB,4 (Sehmi et al,,
1992, 1993). Recentemente, foi identificado uma citocina denominada RANTES,
produzida e liberada pelos linfécitos T e plaquetas e, possivelmente, por outras
células, que pode desempenhar um papel importante na infiltracdo seletiva dos
eosindfilos no sitio inflamatdrio (Schroder et al., 1994). A eotaxina, outro agente
quimiotaxico recentemente identificado (Griffiths-Johnson et al, 1993),
apresenta um efeito quimiotaxico potente e seletivo para eosindfilos (Jose et al.,
1994). Outra observac&o importante foi a de que os eosindfilos sdo capazes de

produzir sua propria “quimiotaxina”, quando incubados com &cido araquidénico



exégeno. Este fator foi caracterizado estruturalmente como sendo o acido 5-
oxo-15-hidroxi-eicosatetrandico (5-oxo-15-HETE), e parece ter um efeito
quimiotaxico téo eficaz quanto o proprio PAF (Schwenk et al., 1992).

O acumulo preferencial dos eosindfilos nos tecidos que fazem interface
com o meio ambiente sugere um processo seletivo de migracdo, cujos
mecanismos ndo esto ainda totalmente esclarecidos (Teixeira et al., 1995).
Utilizando varias condi¢cdes experimentais concluiu-se que os diversos eventos
envolvidos na migrag&o dos leucdcitos seguem diferentes etapas. Os receptores
envolvidos neste processo representam os produtos de varias superfamilias de
genes e incluem a superfamilia das integrinas, membros da superfamilia das
imunoglobulinas e as selectinas (Wardlaw, 1990; Springer, 1990).

ApOs determinados estimulos, sdo gerados mediadores inflamatérios (IL-
1, IL-4 e TNFa) que ativam as células endoteliais. Por outro lado, outros
mediadores como o Cba, IL-8, LTBs e RANTES ativam os leucécitos (incluindo
os eosinofilos) que estdo proximos & parede vascular (Bruijnzeel, 1994 ; Dubois
e Bruijnzeel, 1994). As células endotelias e os eosindfilos ativados expressam
em sua superficie as selectinas (do tipo E, L ou P) ou os ligantes dos mesmos
como o sialylated Lewis X (sLe”), a glicoproteina 1 ligante da P-selectina ou a
glicoproteina 1 ligante da E-selectina (Steegmaier et al., 1995). Estes
receptores estao envolvidos na ancoragem inicial dos leucécitos ao endotélio
venular. Uma vez ancorados, os leucdcitos deslizam sobre as células
endoteliais até se tornarem ativados por estimulos liberados localmente,
estimulos estes que induzem mudancas conformacionais de certas integrinas
presentes na superficie dos eosindfilos (principalmente CD11/CD18 e very late
antigen 4 - VLA-4). Isto permite a firme ades&o dos eosindfilos aos ligantes nas
células endoteliais. A principal classe de ligantes inclui o ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) e o VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1:
Bevilacqua, 1993; Diamond et al., 1991; Sriramarao et al., 1994). Os leucécitos
podem, ent&o, migrar através do endotélio para o tecido conjuntivo adjacente,

em direcdo ao foco inflamatério. O processo de diapedese envolve



principalmente as moleculas de adesdo ICAM-1 e PECAM 1 (platelet endothelial
cell adhesion molecule 1; Smith et al., 1989).

A adesdo seletiva do leucocito ao endotélio vascular, através de
receptores que sao expressos pelos eosindfilos, pode explicar o acumulo dos
mesmos nas respostas alérgicas. A expressao da integrina VLA-4 (B1 integrin
VLA 4) pelos eosindfilos, mas ndo pelos neutréfilos, sugere que a ligacdo desta
ao VCAM-1 determina a migrac&o seletiva dos eosindfilos (Walsh et al., 1991).
A express&o dos receptores endoteliais VCAM-1 é também induzida pela IL-4, a
qual € importante na inflamacé&o alérgica por estar envolvida na sintese de IgE
(Schieimer et al., 1992). Estes achados tém implicagbes importantes na asma
alérgica, onde o acumulo preferencial de eosindfilo representa um aspecto
importante nas reagbes inflamatérias atdpicas, dependentes de IgE (Teixeira et
al., 1995).

Portanto, o acumulo de eosindfilos nos tecidos pode ocorrer como
resultados da expressdo e interagdo de diferentes eventos que incluem os
fatores quimiotaxicos, a adesao celular especifica e a sobrevida dos eosindfilos

nos tecidos (Teixeira et al., 1995).

1.2 OXIDO NITRICO E REACAO INFLAMATORIA

O oxido nitrico (NO), um radical gasoso livre, &€ um poluente atmosférico
que, em pequenas concentragdes no organismo, age como mediador fisiologico
e fisiopatolégico (Moncada et al., 1991).

O NO é sintetizado a partir de um dos atomos de nitrogénio do grupo
guanidino terminal do aminoacido L-arginina, através da enzima &xido nitrico
sintase (NOS). Os co-produtos desta reagéo ¢ a L-citrulina (Palmer et al., 1988).

As NOS s&o uma familia de enzimas que possuem grande homologia
estrutural com o citocromo P-450 redutase (Bredt et al., 1991) e apresentam-se
em trés diferentes formas: duas s&o constitutivas (cNOS), dependentes de

calcio-calmodulina e a outra é induzivel (iINOS), independente de calcio. A



cNOS subdivide-se, por sua vez, em duas categorias: a NOS endotelial (eNOS)
e neural (bNOS). A bNOS (isoforma 1) apresenta peso molecular aproximado de
160 kDa, sendo encontrada no cérebro, medula espinhal, ganglios simpaticos,
glandulas adrenais e neurbnios nitrérgicos (Bredt et al.,1991; Nakane et al,,
1993). A eNOS (isoforma lll) é responsavel pela manutencéo do ténus da célula
muscular lisa e pela adesdo e agregacdo plaguetaria (Lamas et al. 1992;
Janssens et al., 1992). A iINOS (isoforma Il) é encontrada em diversos tipos
celulares incluindo os macréfagos, neutréfilos, células endoteliais, hepatécitos,
condrécitos e células musculares lisas (Xie et al., 1992; Schulz & Triggle, 1994;
Dominiczack & Bohr, 1995). Os co-fatores dinucleotideo de flavina e adenina
(FAD), nononucleotideo de flavina (FMN), dinucleotideo de nicotinamida e
fosfato de adenina (NADPH) e tetrahidrobiopterina s&o requeridos pelos dois
subtipos de NOS (Bredt & Snyder, 1990; Klatt et al., 1992).

Os tecidos que contém a cNOS produzem pequenas quantidades de NO,
de modo rapido e transitério, em resposta a determinados agonistas, tais como
a acetilcolina ou bradicinina (endotélio vascular), glutamato (cérebro) ou
colageno (plaguetas). A sintese de NO pela iNOS ocorre lentamente, pois s&o
necessarias varias horas para a sintese da enzima. Mas, uma vez induzida, s&o
produzidos grandes quantidades de NO por periodos prolongados (Knowles &
Moncada, 1994). A expressdo da iNOS é induzida por endotoxinas e certas
citocinas (IL-1, TNF-a. e IFN-a), as quais podem agir individualmente ou em
conjunto. Por outro lado, outras citocinas tais como IL-4, IL-8, IL-10, IL-13, TGF-
B e PDGF (fator de crescimento derivado das plaquetas) inibem a inducgdo da
iINOS em certos tipos de células (Nussler & Billiar, 1993; Knowles & Moncada,
1994). Os glicocorticoides também inibem a indugéo da iINOS, mas ndo a acdo
da mesma na maioria dos tipos celulares (Moncada, 1992 Knowles & Moncada,
1994).

Os compostos estruturalmente andlogos & L-arginina sdo inibidores
competitivos das duas formas de NOS. Varios destes compostos ja foram

sintetizados e, dentre eles, destacam-se a NG-monometil-L-arginina (L-NMMA),
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N°-nitro-L-arginina (L-NNA), N°-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e N-
iminoetil-L-ornitina (L-NIO; Moncada et al., 1991).

Em solugdo aquosa, o NO € espontaneamente oxidado em poucos
minutos, gerando produtos estaveis, mas inativos, representados pelos nitritos e
nitratos. Na circulagdo, o NO reage rapidamente com a oxihemoglobina das
hemacias, formando nitrato e metahemoglobina (Wennmaim et al., 1992; Ignarro
et al., 1993).

O NO tem acgdo sobre diferentes alvos a nivel celular. Em pequenas
concentragbes, ativa a enzima guanilato ciclase solivel produzindo,
consequentemente, niveis intracelulares elevados de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). O acimulo de GMPc altera varios processos intracelulares
como, por exemplo, a ativagdo de canais de calcio via proteina-quinase
dependente de GMPc. O aumento dos niveis de GMPc produz o relaxamento da
musculatura lisa vascular, inibicdo da agregacéo e ades&o plaquetaria, assim
como, representa importante sinal de transducéo no sistema nervoso central
(Moncada et al., 1991; Ignarro, 1991). Recentemente, foi demonstrado que o
NO e capaz de ativar diretamente canais de potassio dependentes de calcio,
por mecanimos independentes de GMPc (Bolotina et al., 1994).

Uma das mais importantes fungdes do NO (e seus produtos oxidantes)
durante a reag&o inflamatéria esta relacionada aos mecanismos celulares de
defesa contra microorganismos intracelulares, fungos, helmintos e células
tumorais. Isto é devido a capacidade do NO de inativar enzimas necessarias
para a sobrevivéncia dos varios microorganismos invasores (Moncada et al.,
1991).

Ao lado disso, o NO tem sido também considerado como um novo
mediador da reacao inflamatéria aguda em virtude de sua capacidade de causar
vasodilatagdo de musculo liso vascular. De fato, um dos primeiros eventos do
processo inflamatdrio agudo € a vasodilatacdo de arteriolas pré-capilares o que
resulta em um aporte sanguineo maior no leito capilar e, consequentemente,

aumento do extravasamento de proteinas plasmaticas para o espaco intersticial
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(Moilanen & Vapaato, 1995). Além do NO, destacam-se outros mediadores
vasodilatadores envolvidos no processo inflamatério, tais como os eicosandides
(prostaciclina, PGE,; Salmon & Higgs, 1994), o peptideo relacionado com o
gene da calcitonina (CGRP) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP; Barnes,
1994). Entretanto, o mecanismo pelo qual o NO controla o extravasamento de
fluidos e proteinas plasmaticas para o compartimento extracelular ndo esta
totalmente esclarecido.

Na microcirculag&o de ratos e coelhos in vivo, a administracédo aguda de
L-NMMA ou de L-NAME reduz o fluxo sanguineo basal e/ou a formacdo de
edema induzidos pela substancia P (Hughes et al., 1990), carragenina, dextran
(lalenti et al., 1992), bradicinina, serotonina e composto 48/80 (Antunes et al.,
1992; Giraldelo et al., 1994; Mariani-Pedroso et al., 1995). Estes achados
sugerem que a agdo antiinflamatéria destes compostos decorra primariamente
da reducdo do fluxo sanguineo local. Resultados semelhantes foram
observados em experimentos nos quais a sintese de NO em ratos foi inibida
cronicamente (Medeiros et al., 1995). Neste estudo, a administracdo cronica de
L-NAME inibiu significativamente o edema de pata induzido pela carragenina.
Esta inibigao foi revertida através da administracéo local de um vasodilatador
(iloprost, um analogo estavel da PGl,).

Além de modular o fluxo sanguineo local, acredita-se que o NO controle
a permeabilidade endotelial pds-venular. Em preparacdes de bochecha de
hamster in vivo observou-se que o L-NAME inibe diretamente a permeabilidade
vascular acarretando reducdo do extravasamento proteico por mecanismos
independentes do fluxo sanguineo local (Mayhan, 1992).

A resposta inflamatéria induzida por diversos estimulos é dependente de
leucocitos periféricos. Leucocitos polimorfonucleares e células mononucleares
sintetizam NO (Rimele et al., 1988; Salvemini et al., 1989) o qual parece ser
responsavel pela inibicdo da aderéncia dos leucdcitos & parede das células
endoteliais ao nivel de vénulas poés-capilares (Kubes et al., 1991). Além disso,

na microcirculagao cutanea de cobaias in vivo, a administracéo local do L-NAME
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inibe o acumulo de neutréfilos e eosindfilos induzidos pelo PAF, antigenos e
zimosan (Teixeira et al., 1993). Esta inibicdo é revertida por vasodilatadores
(PGE, e nitroprussiato de sodio) indicando novamente que os efeitos anti-
inflamatdrios do L-NAME s&o decorrentes da reducéo do fluxo sanguineo local.
Por outro lado, em preparagdes de mesentério de gato (Kubes et al., 1991) e
vénulas mesentéricas de ratos (Kurose et al., 1993), a administragdo aguda dos
inibidores de sintese de NO aumenta marcadamente a adesdo dos leucdcitos
ao endotélio. Em conjunto, estes resultados revelam a complexidade da
regulacéo do processo inflamatério agudo pelo NO.

O NO e normalmente detectado no ar exalado de animais e humanos
normais. Entretanto, em pacientes asmaticos, a concentracédo de NO exalado é
marcadamente maior (Gustafsson, 1991; Persson, 1994). O NO exalado é
marcadamente reduzido pela nebulizagdo com L-NMMA e L-NAME e
aumentado pela administrag&o oral de L-arginina (Mulligan et al., 1991). Devido
a limitada meia-vida do NO nos fluidos biolégicos, é provavel que este seja
formado no sistema respiratério.

Alguns estudos sugerem que as células das vias respiratorias sdo
capazes de produzir NO, uma vez que a iINOS é detectada em macréfagos e
células epiteliais. De fato, ocorre expressdo da iINOS nas células epitelias das
vias respiratorias de pacientes asmaticos (mas ndo naqueles de individuos
normais; Hamid et al., 1993). Isto decorre, provavelmente, da exposicdo destas
células as citocinas produzidas na inflamacéo asmatica (Hamid et al., 1993).
Trabalhos recentes in vifro mostram que macréfagos alveolares e pleurais, e
fibroblastos de pulmé&o de ratos s&o capazes de produzir nitrito apés ativacdo
com endotoxina, IFN-y ou zimosan opsonizado (Jorens et al., 1991). Esta
producéo € inibida pelo L-NMMA, sugerindo novamente a possibilidade da
indugéo da iINOS nas doengas inflamatérias das vias aéreas (Jorens et al.,
1991).
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As consequéncias fisiopatolégicas da producdo aumentada de NO nas
vias respiratérias ndo sdo ainda conhecidas, assim como ndo o sdo seus efeitos
na asma. O NO pode agir como broncodilatador endégeno, visto que inalagéo
de altas concentragbes de NO resulta em pequena resposta broncodilatadora
em pacientes asmaticos (Hogman et al, 1993). Isto sugere que o nivel
aumentado de NO pode ser benéfico na asma, contrapondo & broncoconstricdo
produzida por mediadores inflamatérios como o LTD,. Por outro lado, o NO
pode aumentar o fluxo sanguineo brénquico e a exudac&o plasmatica nas vias
aéreas, podendo assim ter um efeito indesejavel (Kuo et al., 1992). Desta forma,
é possivel que a producdo de NO enddogeno resulte em um efeito deletério a
longo prazo e que 0 mesmo possa estar envolvido no aciimulo de eosindfilos,
fendbmeno este caracteristico da asma e doencas alérgicas (Barnes e Liew,
1995).
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OBJETIVOS

Tendo em vista a relevancia do eosindfilo nas reagdes inflamatorias, o objetivo
deste trabalho foi estudar a participacado do NO na migragéo dos eosindfilos em
reacbes inflamatdrias alérgicas e nao alérgicas. Para isto, utilizamos ratos

tratados com L-NAME, por 4 semanas. Foram investigados trés fenédmenos:

1) O papel do NO na migragéo de eosindfilos in vivo induzida por carragenina,
PAF, bradicinina e lipopolissacéaride, utilizando o modelo de pleurisia

experimental.

2) O papel do NO na migracéo de eosindfilos in vivo induzido por antigenos
(ovalbumina) em ratos previamente sensibilizados. Neste caso, foram avaliados
tanto o conteudo celular (total e diferencial), presente no lavado broncoalveolar

dos animais, como a histologia pulmonar.

3) O papel do NO na quimiotaxia de eosindfilos in vitro induzida por fMLP, PAF
e soro ativado por zimosan (SAZ) utilizando, para tanto, 0 modelo descrito por

Boyden, modificado.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando 80-100 g no inicio do
tratamento e 180-200 g no final do tratamento, provenientes do Centro
Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em numero
maximo de 10 animais por unidade, no Biotério do Departamento de
Farmacologia (FCM da UNICAMP), com 12 h de periodo diurno (das 7:00 h as
19:00 h) e com 12 h de periodo noturno (das 19:00 h as 7:00 h), mantidos

artificialmente. Os animais serviam-se ad libitum de agua e de ragéo.

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Tratamento crénico com N”-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) ou
D-NAME

O tratamento cronico dos ratos com L-NAME ou (D-NAME) foi realizado
como descrito previamente (Ribeiro et al., 1992). Os animais receberam L-
NAME ou D-NAME por via oral diluidos em agua (1.2 mM), por um periodo de
30 dias, correspondendo a, aproximadamente, 75 umol/rato/dia. Os animais
controles receberam o mesmo volume de &gua, porém sem L-NAME. A ingesta
diaria e a evolugao ponderal dos animais foram avaliados durante o periodo de
tratamento.

Os animais tratados com L-NAME (ou D-NAME) e ndo tratados
(controles) foram submetidos a experimentos de inflamagdo n&o alérgica

(pleurisia) e alérgica (através da sensibilizacdo com OVA). Ambos os grupos,
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submetidos aos dois modelos de inflamacéo, foram avaliados com relacéo aos
seguintes paréametros:
a) peso dos animais
b) press&o arterial
c) contagem de leucocitos total e diferencial no sangue periférico
d) quimiotaxia de leucocitos in vivo, através de lavado pleural e lavado
broncoalveolar

Os animais submetidos a inflamagéo alérgica foram ainda avaliados
quanto a histologia pulmonar e perfusdo da traquéia em cascata.

Os animais tratados e ndo tratados foram também submetidos a um
terceiro protocolo experimental, que compreendeu a realizacdo de quimiotaxia

in vitro de eosindfilos obtidos da cavidade peritoneal dos ratos.

2.2.2 Avaliagao do peso corporal e da pressio arterial

O peso dos animais controles e tratados foi verificado no inicio e no final
do tratamento, utilizando-se balanca digital (Metler, Suica).

A press@o arterial da cauda foi avaliada semanalmente pelo método
descrito por Zatz (1990). Para tanto, utilizou-se um manguito colocado em torno
da cauda do animal o qual foi conectado a um microfone usado como sensor. O
manguito foi inicialmente insuflado a um valor superior & pressdo arterial do
animal para, em seguida, ser desinsuflado até que as pulsacdes arteriais
detectadas por método pletismografico fossem visiveis ao osciloscopio. A
medida da pressao arterial de cauda foi obtida estando o animal em estado de
vigilia, apds aquecimento em gaiola especial, para que se produzisse

vasodilatacdo da artéria caudal.
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2.2.3 Contagem de leucdcitos no sangue periférico

A contagem total e diferencial dos leucécitos foi feita no sangue periférico
obtido da aorta abdominal dos ratos. Para a contagem dos leucdcitos totais
utilizou-se o contador automatico de células (CELL-DYN, 1600, EUA), enquanto
a contagem diferencial dos leucécitos foi determinada em esfregacos de sangue

corados com May-Grunwald-Giemsa.

2.2.4 Pleurisia induzida pela bradicinina (BK), fator ativador de plaquetas

(PAF), lipopolissacaride (LPS) e carragenina

Os estimulos quimiotéxicos usados foram BK (50 pg/cavidade), PAF (1
ug/cavidade), LPS (0.25 ng/cavidade) e carragenina (Cg, 125 ug/cavidade). Os
ratos foram anestesiados com éter. Em seguida, foi feita incisdo ao nivel do
sexto espago intercostal esquerdo e os musculos adjacentes dissecados.
Utilizando-se agulha de 3 mm de comprimento, 0.25 mi dos estimulos
quimiotaxicos (ou PBS estéril) foram injetados na cavidade pleural entre a
terceira e a quarta costela. As incisbes foram suturadas e o0s animais
recuperados da anestesia. Em periodos de 6, 24 e 48 h apds a injecdo, os
animais foram exsanguinados sob anestesia com éter. O tdérax foi
cuidadosamente aberto e a cavidade pleural lavada com 2 ml PBS (Salina
Tampéao Fosfato, heparina 20 Ul/ml, soro albumina bovina 0.03%). O tampao
injetado foi aspirado juntamente com ‘0 exsudato e medido o volume total. Os
exsudatos contaminados com sangue foram descartados. Os leucécitos foram
contados em contador automatico de células (CELL-DYN, 1600, EUA). A analise
diferencial dos leucocitos foi determinada em microcopio éptico (lente de
imersao) pela contagem de no minimo 400 células em esfregaco preparado em
citocentrifuga (Revan; Instrumentos Cientificos, Brasil) e corado com May-

Grunwald-Giemsa. Os resultados das contagens total e diferencial dos
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leucdcitos s&o mostrados como numero de célula por lavado da cavidade

pleural.

2.2.5 Sensibilizacdo a ovalbumina e desafio antigénico

Os animais tratados com L-NAME (ou D-NAME) e ndo tratados
(controles) foram sensibilizados através da inje¢do subcutanea (0.15 ml) de uma
solucdo contendo 200 nug de ovalbumina (OVA - grau lll, Sigma) adsorvida em 8
mg de hidroxido de aluminio, preparada em solugéo fisioldgica. Quatorze dias
apds a sensibilizacgdo, estes animais receberam o desafio com OVA. Animais
néo sensibilizados foram usados como controle. Estes animais receberam
apenas injecédo de 8 mg de hidroxido de alumino e, 14 dias apds, injecéo
intratraqueal de OVA. Para o desafio antigénico e injecao intratraqueal de OVA,
os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p) e submetidos
a uma incis&o no pescogo para a injecdo intratraqueal de 0.4 ml de solugdo
fisiolégica contendo OVA (2.5 mg/ml). As incisbes foram suturadas

imediatamente.

2.2.5.1 Lavado broncoalveolar

Os lavados broncoalveolares (LBA) foram realizados 6, 24 e 48 h apés o
desafio antigénico com OVA. Os animais foram reanestesiados (hidrato de
cloral, 300 mg/kg, i.p) e exsanguinados pela transeccéo da aorta abdominal. A
regiéo do pescogo foi reaberta e a traquéia canulada com auxilio de um tubo de
polietileno (1 mm de diametro). O LBA foi realizado com 25 ml de tamp&o PBS
heparinizado (20 U/ml) e enriquecido com albumina bovina (0.03%), a
temperatura ambiente. O PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em 4

aliquotas, sendo a primeira de 10 ml e as demais de 5 ml. O material recolhido

foi centrifugado a 1000 g, por 10 minutos & 20°9C em centrifuga Hermle (modelo

Z 360 K, Alemanha) e o residuo celular ressuspenso em PBS. A contagem do
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numero total de leucdécitos foi feita em contador automético de células (CELL-
DYN, 1600, EUA). A analise diferencial dos leucdcitos foi determinada em
microscépio optico (lente de imers&o) pela contagem de no minimo 400 células
em esfregaco preparado em citocentrifuga (Revan - Instrumentos Cientificos,
Brasil) e corado com May-Grunwald-Giemsa. Os resultados das contagens total
e diferencial dos leucécitos sdo mostrados como ndmero de célula por lavado

broncoalveolar.

2.2.5.2 Fixagao e processamento dos pulmdes para microscopia de luz

pos anestesia com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p), o térax dos animais
foi aberta e os pulmbes retirados e fixados em mistura contendo
paraformaldeido (4%) e glutaraldeido (0.5%) em tampé&o fosfato salina 0.1 M pH
7.4. Em um periodo de no minimo 24 h apds a fixacdo o material foi recortado
em fragmentos de aproximadamente 0.5 x 0.5 x 0.5 cm e a seguir desidratados
em concentragdes crescentes de etanol de 70 a 100%. Os fragmentos foram,
entdo, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes de 5 um de
espessura foram corados pela hematoxilina-eosina e examinados em

microscoépio optico.

2.2.5.3 Perfusao de traquéia em cascata

Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p). As
traquéias foram retiradas e imediatamente colocadas em solucdo de Krebs. Em
seguida, foram cortadas em segmentos de forma espiral de 2-3 cm. Os
segmentos foram montados em cascata (Vane, 1964) sob tensdo de 1.2 g,
perfundidos com solucdo de Krebs-Ringer aquecida a 37°C e aerados com 95%
0, e 5% CO,. Os tecidos foram ligados & alavancas auxotfnicas conectadas a
transdutores isotonicos (Harvard) para musculo liso. As respostas foram

registradas em poligrafo de 6 canais (Watanabe, WR 3101). Ap6s estabilizacdo
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dos tecidos (90 min), os mesmos foram continuamente infundidos (0.1 mi/min)
com indometacina (6 uM), com o objetivo de inibir a producdo endogena de
prostaglandinas. A sensibilidade dos transdutores foi ajustada para produzir
contragbes de magnitudes similares, usando-se o KCI (10-100 pmol). A
acetilcolina (ACh - 6 e 18 nmol) e a OVA (30 pg) foram administrados sob a
forma de bolus (10-100 pl).

2.2.6 OBTENCAO DE EOSINOFILOS DO LAVADO PERITONEAL

Os ratos foram sacrificados sob anestesia com éter etilico e
exsanguinados por secgdo dos vasos cervicais. A cavidade peritoneal foi lavada
com 20 ml de solugéo balanceada de Hanks (HBSS; pH 7.2) contendo heparina

(20 U/ml). Os lavados peritoneais de 5 a 7 ratos foram misturados e

centrifugados a 1000 g, por 18 minutos a 20°C.

Os eosindfilos obtidos da cavidade abdominal foram purificados em
gradiente descontinuo de metrizamide de acordo com Vadas e cols. (1979) com
algumas modificagbées. O metrizamide foi dissolvido em meio minimo essencial
de Eagle (MEM; pH 7.2) contendo 1mg/ml de gelatina, de modo a produzir
concentragbes decrescentes de solugcdo de metrizamide (23.5, 20 e 18%). O
residuo celular, obtido apds centrifugacdo dos lavados peritoneais, foi
ressuspenso no metrizamide 18%. Em tubo coénico de polipropileno, o
metrizamide 20% foi cuidadosamente colocado sobre o de 23.5% e, sobre este,

o metrizamide 18% contendo as células. O tubo com o gradiente foi, entéo,

centrifugado a 90 g, por 11 minutos, e a 1000 g, por 14 minutos, a 20°C. Apbs
centrifugacéo, os eosindfilos foram coletados na interface do metrizamide 23.5%

e 20%. As celulas foram lavadas duas vezes com MEM e ressuspendidas para a

concentragéo final de 5 x 106 células/mi.
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Para comprovar o envolvimento do éxido nitrico na migracéo de eosindfilos, foi

realizada incubacgéo destas células com L-arginina (5.5 mM) e D-arginina (5.5

mM) por 30 minutos, a 37°C, antes de iniciar o experimento de quimiotaxia. As

células controles foram pré-incubadas apenas com o MEM.
2.2.6.1 Ensaio de quimiotaxia in vitro

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados usando-se cé&mara de

microquimiotaxia com 48 pogos (Richards e McCullough, 1984). Aliquotas de 50

ul da suspensdo de eosindfilos (5x106 células/ml) foram colocados no
compartimento superior da camara e 27 ul do agente quimiotaxico colocados no
compartimento inferior. Os dois compartimentos foram separados com filtro de
nitrato de celulose com poro de 3 um (Nucleopore, Pleasanton, CA). A
quimiotaxia espontanea foi verificada substituindo-se o agente quimiotéxico pelo
MEM. Apos incubacdo por 2 h em atmosfera de 5% de O,, os filtros forma
fixados em etanol absoluto, corados com hematoxilina e diafanizados pelo
método descrito por Richard & McCullough (1984). A migracéo dos eosindfilos
no interior do filtro foi determinada pelo nimero de células presentes em 5
campos consecutivos a 40 um da superficie superior do filtro, usando-se
microscopio optico com objetiva de imersédo. Em cada experimento, os ensaios
foram feitos em triplicata.

Os agentes quimiotaxicos usados foram N-formil-metionil-leucil-fenilanina
(fMLP; 5x10° M, dissolvido em MEM) ), PAF (10 M, dissolvido em MEM) e soro

ativado com zimosan (SAZ). O SAZ foi preparado incubando-se soro humano

com zimosan (1 mg/ml) por 1 h & 379C. Apds centrifugacéo (2000 g por 15 min,
a temperatura ambiente) o sobrenadante, fonte de Cs,, foi aliquotado e estocado

a -20°C para uso posterior.
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2.3 PROCEDENCIA DAS DROGAS

N”-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), D-NAME, i-carragenina, fator
ativador de plaquetas (PAF), N-formil-metionil-leucil-fenilanina (fMLP), zimosan,
bradicinina, lipopolissacaride (proveniente de Escherichia coli), metrizamide, L-
arginina, D-arginina, ovalbumina (OVA; grau lil), meio minimo essencial de
Eagle (MEM), acetilcolina e indometacina foram obtidos da Sigma Chem. Co.
(St. Louis, MO, EUA).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estéo apresentados como média + erro padréo das médias
(E.P.M.) de n experimentos. Diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), teste t de Student
ndo pareado ou teste de Duncan para comparagbes mlltiplas. Valores de

p<0.05 foram considerados significantes.
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3 - RESULTADOS

3.1 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM L-NAME SOBRE O GANHO
PONDERAL, PRESSAO ARTERIAL E LEUCOCITOS PERIFERICOS

3.1.1 Ganho ponderal

A tabela 1 mostra que o ganho de peso corporal nado diferiu
significativamente entre os animais tratados com o L-NAME (75 umol/rato/dia, 4

semanas), D-NAME (75 umol/rato/dia, 4 semanas) ou agua (controle).

3.1.2 Presséao arterial

O tratamento crénico dos animais com L-NAME desenvolveu hipertenséo
significativa quando comparada aos animais controles (ndo tratados) ou com os
que receberam o enantidomero inativo D-NAME por 4 semanas (Tabela 1). Estes

resultados confirmaram a eficacia do tratamento com L-NAME.
3.1.3 Leucdcitos periféricos
O tratamento cronico dos animais com L-NAME ndo afetou

significativamente as contagens dos leucécitos totais e diferenciais (neutréfilos,

eosindfilos, linfécitos e mononucleares) do sangue periférico (Tabela 2).
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Tabela1 Peso corporal e pressido arterial de ratos tratados
cronicamente com L-NAME e D-NAME. O L-NAME (n=30) foi administrado por
ingesta liquida oral (4gua de torneira) em uma dose aproximada de 75
umol/rato/dia, durante quatro semanas. Tratamento semelhante foi realizado
para o D-NAME (n=6). O grupo controle de animais recebeu somente agua de

torneira (n=30). Os resultados representam a média + E.P.M.

Peso Corporal (g) Presséo Arterial (mmHg)
Tratamento Antes Depois A% Antes Depois
Controle 112+3 224+4 100 106.5+2.0 119.0+1.6
L-NAME 1156+3 215+3 87 106.0+2.2 163.0 + 4.8*
D-NAME 102+3 223+4 119  1046+2.0 124.0+3.2

*p<0.05 comparado com a pressdo arterial antes do tratamento.
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Tabela 2

periféricos. O L-NAME (75 pmol/rato/dia) foi administrado na ingesta liquida

Efeito do L-NAME sobre o conteiddo dos Ileucdcitos

oral (agua de beber) por 4 semanas. Os animais controles receberam somente

agua de torneira. Os resultados representam a média + E.P.M. de 5-6 ratos.

Leucécitos Periféricos (x10°/pl)

Leucocitos Controle L-NAME
Total 6.08+1.0 56+0.7
Neutrdfilos 0.58 + 0.1 0.62+0.1
Eosindfilos 0.02+0.01 0.09+0.03
Linfécitos 499+09 4.75+0.6
Mondcitos 049+014 014+0.03
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3.2 INFILTRAGAO PLEURAL DE LEUCOCITOS INDUZIDA POR BK, PAF,
CARRAGENINA E LPS

3.2.1 Animais nao tratados

O numero de leucécitos totais presentes no lavado pleural de ratos
controles (n&o tratados) injetados apenas com PBS (2 ml) foi de 3.3 + 0.8 x 10°
células/lavado da cavidade pleural (n=6), sendo que 97% (3.2 + 0.7 x 10°
células/cavidade), consistiu de células mononucleares.

A tabela 3 mostra que a injec&o intrapleural de BK (50 pg), PAF (1 ng) e
carragenina (125 ug) induziu migracdo significativa de leucdcitos totais em
relacdo aos animais injetados com PBS. O infiltrado leucocitario méximo em
resposta a esses trés estimulos ocorreu 6 h apés a injecdo (Tabela 3). O LPS
(0.25 ng) também induziu infiltracdo leucocitaria significativa cujo pico ocorreu
em 24 h (Tabela 3). A infiltragdo leucocitaria em 6 h foi composta principalmente
de neutréfilos, enquanto que em 24 h consistiu, essencialmente, de células
mononucleares/mastocitos. A migracdo de eosindfilos induzida por BK,
carragenina e LPS foi maxima em 24 h. O pico de migracdo de eosindfilos
induzida pelo PAF ocorreu em 24-48 h (Tabela 3). Assim, no sentido de
investigar os efeitos do tratamento crénico do L-NAME sobre o influxo pleural de
eosindfilos, selecionamos, para os proximos experimentos, o tempo de 24 h

apos a injecao dos estimulos.
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Tabela 3 Migracédo de leucécitos induzida por injegao intrapleural de
bradicinina (BK; 50 ug), fator ativador de plaquetas (PAF; 1 pug),
carragenina (Cg; 125 ng) e lipopolissacaride (LPS; 0.25 pg). O nimero de
(NE), (EO) e
mononucleares/mastocitos (MN/MT) foram avaliados em 6, 24 and 48 h apos

leucbHceitos totais, neutrofilos eosindfilos células

cada injeg&@o. Os resultados representam a média + E.P.M. de seis ratos.

Leucécitos (x10%/cavidade)

Agente Tempo Total NE EO MN/MT
’g\ 68.4+131 48.4+134 0 200+£3.0
BK 24  456+38 84+14 72+13 30.0+25
48 14.0+24 0 1.6+0.3 124+20
6 439+40 238+30 134+05 18.8+2.0
PAF 24 36.0+47 128+12 48+07 18.4+3.2
48  202+28 0.2+0.1 6.0+1.5 140+1.9
6 726+86.0 93.4+6.6 0.5+03 18725
Cg 24 76.0£3.7 32.8+48 59+08 37.3+50
48 21.1+05 1.1+04 3.1+05 16.9+0.5
6 48.1+127 307+37 08+038 166+287
LPS 24 85.8+150 151+34 199+30 508+11.8
48 228+15 0 102+1.4 126 +1.3
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3.2.2 Efeito do tratamento crénico com L-NAME sobre a migragdo pleural

de leucocitos

A Tabela 4 mostra que a infiltrac&o leucocitaria total (24 h) induzida por
BK e LPS foi reduzida em aproximadamente 40-50% nos ratos tratados
cronicamente com L-NAME (75 umol/rato/dia, 4 semanas). Na pleurisia induzida
por BK, o tratamento crénico com L-NAME determinou inibicao significativa do
recrutamento de células mononucleares/mastécitos e neutréfilos (Tabela 4).
Resposta semelhante foi observada com o LPS onde o nimero absoluto de
células mononucleares/mastécitos e neutréfilos foi marcadamente reduzido
nestes animais (Tabela 4). Ao contrario destes agentes quimiotaxicos, o
recrutamento de ceélulas totais pelo PAF (24 h) nao foi significativamente
modificado pelo tratamento crénico com o L-NAME. O acumulo de neutréfilos e
de células mononucleares/mastocitos induzido pelo PAF também ndo foi
significativamente diferente entre os grupos de animais controles e tratados com
L-NAME (Tabela 4). Do mesmo modo, o tratamento crénico com o L-NAME nao
modificou a migracido leucocitaria total e o numero absoluto de neutrdfilos e
células mononucleares/mastocitos quando a carragenina foi usada como agente
quimiotaxico (Tabela 4).

O tratamento cronico com D-NAME (75 umol/rato/dia, 4 semanas) nao

alterou significativamente o influxo de leucécitos induzido por BK (Tabela 5).
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Tabela 4 Migracdao de leucScitos totais, neutréfilos, células
mononucleares/mastocitos induzida por injegao intrapleural de bradicinina
(BK; 50 ug), lipopolissacaride (LPS; 0.25 ng), fator ativador de plaquetas
(PAF; 1 ug) e carragenina (Cg; 125 n11g) em animais controles (nédo tratados)
e tratados com L-NAME (75 pmol/rato/dia, quatro semanas). O nimero de
leucocitos totais, neutréfilos (NE), células mononucleares/mastécitos (MN/MT)

foram avaliados 24 apds cada injecdo. Os resultados representam a média +

E.P.M. de seis animais.

Leucdcitos (x10%/cavidade

Agente Total NE MN/MAST.

Controle L-NAME Controle L-NAME Controle L-NAME

BK 169+26 92+07* 08+02 0.0* 11916 82+07*

LPS 21.9+38 118+05° 40+13 20+03* 159+25 86+03*

PAF 10.9+1.5 83+0.8 04+004 008+004 82+15 74+06

Cg 754+36 781+60 326+48 421+30 37.0+50 340+36

*p<0.05 comparado com os valores de seus respectivos controles.
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Tabela 5 Auséncia de efeito do D-NAME (75 pmol/rato/dia, quatro

semanas) na pleurisia induzida por bradicinina (BK; 50 ug). A contagem
total e diferencial dos leucdcitos (neutrdfilos, NE; eosindfilos, EQ e células
mononucleares/mastocitos, MN/MT) foi realizada 24 h apés a injecéo de BK. Os

resultados representam a média + E.P.M. de seis ratos.

Leucdcitos (x10°/cavidade)

Tratamento Total NE EO MN/MT

Controle 156+25 0.8 +03 1.8£0.5 13.0£2.0
D-NAME 140126 1.6 +06 1.4+£04 11.0£20
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3.2.3 Efeito do tratamento crénico com L-NAME na migragido pleural de

eosinofilos induzida por BK, PAF, carragenina e LPS

Nos animais tratados cronicamento com L-NAME, observou-se uma
inibicdo significativa (p<0.05) da migragdo de eosindfilos para a cavidade
pleural em resposta a todos os estimulos utilizados (Figura 1).

A migracdo de eosindfilos induzida por BK nos animais tratados
cronicamente com D-NAME ndo apresentou valores significativamente

diferentes em relagéo aqueles do grupo controle (Tabela 5).

3.3 INFLAMAGCAO DAS VIAS RESPIRATORIAS INDUZIDAS POR OVA

Para verificar se o tratamento crénico com L-NAME influenciava o
desenvolvimento de reaces alérgicas nas vias respiratdrias apos o desafio
antigénico, foram utilizados ratos controles (n&o tratados) e ratos tratados
cronicamente com L-NAME (75 umol/rato/dia, 4 semanas), sensibilizados com
OVA (200 pg). A migragdo leucocitaria para a cavidade broncoalveolar foi
determinada pela contagem do nimero de células total e diferencial (neutréfilo,

eosindfilo e células mononucleares) no LBA destes animais.
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Figura 1. Efeito do tratamento crénico com L-NAME (75 pmol/rato/dia,
quatro semanas) no recrutamento pleural de eosinéfilos (24 h) induzido
pela bradicinina (BK, 50 ng), lipoplissacaride (LPS, 0.25 nug), fator ativador
de plaqueta (PAF, 1ug) e carragenina (Cg, 125 pg). As colunas abertas e
solidas representam o numero de eosindfilos observados nos animais ndo
tratados e tratados com L-NAME, respectivamente. Cada coluna representa a

média + E.P.M. de seis ratos. *P<0.05 quando comparado com os valores dos

controles.
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3.3.1 Reatividade da traquéia a OVA

O experimento de perfusdo de segmentos da traquéia em cascata
apresentou como objetivo comprovar a eficacia da sensibilizacdo dos animais
pela OVA e verificar se o L-NAME afetava a sensibilizacdo per se.

A Figura 2 mostra que somente os segmentos de traquéias provenientes
de animais sensibilizados foram capazes de contrair em resposta @ OVA (10
ug). O L-NAME n&o modificou a resposta contratii & OVA, indicando que o

mesmo n&o interfere no processo de sensibilizagdo dos animais (Figura 2).

3.3.2 Efeito da sensibilizacido com OVA na pressao arterial dos ratos

tratados cronicamente com L-NAME

A pressao arterial inicial ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos de ratos ndo tratados (controle) e dos ratos tratados cronicamente com
L-NAME (Tabela 6). Ao final do tratamento com L-NAME, foi verificado aumento
significativo da presséo arterial nos ratos tratados sendo que o aumento da
presséo foi de magnitude similar para o grupo de animais ndo sensibilizados e
sensibilizados. A sensibilizagdo com OVA n&o modificou a pressao arterial dos

ratos n&o tratados com L-NAME (Tabela 6).
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Figura 2. Efeito contratil da acetilcolina (ACh; 6 e 18 nmol) e ovalbumina
(OVA) sobre: (A) traquéia de rato sensibilizado controle; (B) traquéia de
rato sensibilizado tratado com L-NAME; (C) traquéia de rato nio-
sensibilizado controle e (D) traquéia de rato nao-sensibilizado tratado com
L-NAME. Apos administracdo da OVA (10 ug), observa-se contragc&o apenas
das traquéias sensibilizadas, cujo efeito €& taquifildtico. O tracado é

representativo de 3 experimentos.



Tabela 6 Pressao arterial

de

sensibilizados com OVA (S),
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ratos nao sensibilizados (NS) ou

nao tratados (controle) e tratados

cronicamente com L-NAME (75 umol/rato/dia, quatro semanas). A press&o

arterial inicial foi avaliada antes do inicio do tratamento. A pressdo final foi

verificada 4 semanas depois do inicio do tratamento, quatorze dias apés a

sensibilizagdo com OVA (200 ng). Os resultados representam a média + E.P.M.

de seis animais.

Tratamento Pressao arterial (mmHg)
Inicial Final
NS S
Controle 111+ 31 126 +1.3 125+1.5
L-NAME 105+1.9 139 +5.6* 148 + 3.9*

*p<0.05 comparado com o controle.
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3.3.3 Nimero de leucocitos no LBA de animais nao tratados

O numero de leucécitos totais no lavado broncoalveloar (LBA) dos
animais controle (n&o tratados) que néo foram sensibilizados ou desafiados com
OVA foi de 1.2 + 0.36 x 10° leucdcitos/LBA (n=8), sendo que as celulas
mononucleares constituiram 99.8% das células totais.

Nos animais n&o sensibilizados, verificamos que a injecéo intratraqueal
de OVA (200 ng) evocou discreto infiltrado celular, principalmente no periodo de
24 h apds o desafio com 1 mg de OVA (Tabela 7). Esse infiltrado foi constituido
principalmente por neutréfilos e células mononucleares (Tabela 7).

No intervalo de 6 h ap6s o desafio intratraqueal com OVA, em ratos
previamente sensibilizados com esta substancia, ndo observamos diferencas
significativas no influxo de leucécitos totais, neutréfilos e células mononucleares
para a cavidade broncoalveolar em relagdo aos animais n&o sensibilizados
(Tabela 7, Figura 3). Em 24 h observou-se, no LBA de ratos sensibilizados,
aumento significativo no numero de leucécitos totais em relacdo aos animais
n&o sensibilizados (Tabela 7, Figura 3). Este aumento foi causado pelo maior
influxo de neutrdfilos e pelo inicio da migragéo do eosindfilo para o pulmédo
(Tabela 7, Figura 3). Em 24 h, o nimero de células mononucleares no foi
significativamente diferente dos animais nédo sensibilizados (Tabela 7, Figura 3).

No periodo de 48h apds o desafio, observou-se no LBA dos ratos
sensibilizados que o numero de leucdcitos totais ndo se alterou em relacéo
aquele observado em 24 h (Tabela 7). Nesse periodo de tempo, detectou-se
infiltrado eosinofilico marcadamente maior (p<0.05) do que aquele observado
em 24 h (Tabela 7). Além disso, verificamos nesse periodo que o ndmero de
neutrdfilos diminui em aproximadamente 50% ao passo que o nimero de células

mononucleares manteve-se estavel (Tabela 7).
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Tabela 7. Contagem de leucécitos no LBA de ratos controles (nio
tratados) e tratados com L-NAME (75 pumol/rato/dia, quatro semanas), nio
sensibilizados ou sensibilizados com OVA (200 pg) Os numeros de
leucdcitos totais, neutrdfilos (NE), eosindfilos (EO) e células mononucleares
foram avaliados 6, 24 e 48 h apds injecdo intratraqueal com OVA (1 mg). Os

resultados representam a média + E.P.M. de 5 a 14 animais.

Leucécitos (x10°/BAL)

Tratamento Intervalo TOTAL NE EO MN
(h)
CONTROLES
Nio 6 207+04 005+00 0 202+04
sensibilizados
24 388+0.3 0.38+0.1 0 35+0.3
48 1.80 + 0.5 0 0 18+0.5
Sensibilizados 6 278+ 0.3 007+00 0 271+03
24 598+ 16* 174+06* 058+01* 366+10
48 69+12* 08+03 23+04* 38:08
L-NAME
Nio 6 289+04 0.06+00 0 2.83+04
sensibilizados
24 322+07 047+01 001+00 274+06
48 269+ 0.6 0.1+0.0 0 259+06
Sensibilizados 6 293+02 013+00 0 28+02
24 6.03+16* 153+06* 047+01* 4.03+1.1
48 375+1.0* 055+03 076+03* 244+03

*p<0.05 comparado com os respectivos valores dos animais ndo sensibilizados.

*p<0.05 comparado com os respectivos valores dos animais sensibilizados,
controles (n&o tratados).

*p<0.05 comparado com o valor de 24 h, animais sensibilizados.
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Figura 3. Efeito do tratamento crénico com L-NAME (75 pmol/rato/dia,
quatro semanas) no nimero de leucécitos no LBA de ratos sensibilizados
com OVA (200 pg). Os numeros de leucécitos totais, neutrédfilos (NE),
eosindfilos (EO) e células mononucleares (MN) foram avaliados 6 (A) e 24 h (B)
apés injegdo intratraqueal com OVA (1 mg). As colunas abertas e fechadas
representam, respectivamente, os valores observados para os ratos controles
(ndo tratados) e tratados com L-NAME. Os resultados representam a média +
E.P.M. de 6 a 13 animais.
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Figura 4. Efeito do tratamento crénico com L-NAME (75 pmol/rato/dia,
quatro semanas) e D-NAME (75 pmol/rato/dia, quatro semanas) no nimero
de leucdcitos no LBA de ratos sensibilizados com OVA (200 pg) Os
numeros de leucocitos totais, neutrdfilos (NE), eosindfilos (EO) e células
mononucleares (MN) foram avaliados 48 h apds injecéo intratraqueal com OVA
(1 mg). As colunas abertas e fechadas representam, respectivamente, os
valores observados para os ratos controles (nfo tratados) e tratados com L-
NAME. As colunas listradas representam os valores observados para os ratos
tratados com D-NAME. Os resultados representam a média + E.P.M. de 6 a 13

animais. *p<0.05 em relacao aos respectivos controles.
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3.3.4 Numero de leucécitos no LBA de ratos tratados cronicamente com L-
NAME ou D-NAME

O numero de leucdcitos totais no LBA dos animais tratados com L-NAME
(75 umol/rato/dia, 4 semanas) que n&o foram sensibilizados ou desafiados com
OVA foi de 1.0 + 0.39 x 10° leucécitos/LBA (n=8), sendo que as células
mononucleares constituiram 99.7 % das células totais.

O tratamento crénico com L-NAME ndo causou modificacbes
significativas no numero de leucécitos totais, neutréfilos, eosindfilos e células
nononucleares, no LBA dos ratos ndo sensibilizados nos periodos de 6, 24 e 48
h apds injecéo intratraqueal com OVA (Tabela 7). Com relagdo aos animais
sensibilizados, o tratamento crénico com L-NAME também ndo modificou
significantemente o infiltrado leucocitario total e diferencial (neutréfilos,
eosindfilos e células mononucleares) nos periodos de 6 e 24 h ap6s o desafio
(Figura 3). Entretanto, em 48 h apds o desafio com OVA, o tratamento com L-
NAME reduziu significantemente o influxo de leucécitos totais (Figura 4). Esta
reducdo deveu-se sobretudo a uma diminuicdo significativa do influxo de
eosindfilos (67% de inibicdo; Figura 4). O numero de células mononucleares
reduziu em aproximadamente 35% no grupo tratado com L-NAME, porém nao
detectamos diferenca estatistica (Figura 4). Ao contrario, o numero de
neutrofilos nao foi alterado nos animais sob tratamento crénico com L-NAME
(Figura 4).

O tratamento cronico com D-NAME (75 umol/rato/dia, 4 semanas) ndo
modificou significantemente a migrac&o dos leucocitos totais e diferenciais para

o LBA dos animais sensibilizados (Figura 4).
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3.3.5 Histologia dos puimdes dos ratos nao sensibilizados

A analise histoldgica em nivel de microscopia de luz dos grupos controles
(ndo sensibilizados nem desafiados com OVA), mostrou que o parénquima
pulmonar dos animais ndo tratados e tratados cronicamente com L-NAME
apresentava um padrao morfologicamente normal, sem infiltracdo significativa
de PMNs (Figura 5).

Nos animais n&o sensibilizados, porém submetidos a administracdo
intratraqueal de OVA (1 mg), observou-se tanto nos animais controles (ndo
tratados), quanto nos tratados com L-NAME, uma pequena infiltracdo de PMN
localizada no tecido conjuntivo que circunda os bréonguios e bronquiolos. Foram
observados principalmente neutréfilos nas primeiras 24 h e eosinéfilos em 48 h
(Figura 6).

3.3.6 Histologia dos pulmoes dos ratos sensibilizados

Os animais sensibilizados e desafiados apresentaram intensa infiltracéo
de PMN (neutrofilos e eosindfilos) @ mononucleares por todo o parénquima
pulmonar.

No periodo de 24 h apés o desafio, observou-se nos pulmdes dos
animais sensibilizados com OVA (200 pg) uma marcante infiltracdo de PMN
(Figura 7) em relagéo aquele observado nos grupos n&o sensibilizados (Figura
6). O infiltrado foi mais evidente nas vias aéreas dos animais controles, do que
nos animais tratados com L-NAME (Figura 7). Nesses grupos, via de regra,
havia um flagrante predominio de neutrdfilos enquanto que eosindfilos eram
pouco observados (Figura 7C e D).

No periodo de 48 h apds o desafio, o infiltrado de células inflamatdrias foi
mais proeminente nos animais controles (Figura 8A). Os PMN foram observados
distribuidos por todo o parénquima pulmonar, no tecido conjuntivo que circunda

os brénquios, bronquiolos e vasos sanguineos (Figura 8A). O nimero de
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eosindfilos também se mostrou aumentado (Figura 8C). Nos animais tratados
com L-NAME houve significante reducdo na infiltracdo de leucdcitos,
principalmente em relacdo a presenca de eosindfilos no parénquima pulmonar,
circundando os segmentos respiratérios (Figura 8B e D). Entretanto, os

leucécitos foram francamente observados ao redor de vasos sanguineos.

3.4 QUIMIOTAXIA DE EOSINOFILOS /N VITRO INDUZIDA POR fMLP, PAF E
SAZ

Os eosindfilos obtidos dos animais controles (ndo tratados) migraram
significantemente em resposta aos estimulos quimiotaxicos fMLP (5x10° M),
PAF (10° M) e SAZ (27 ul) quando comparada a migracéo esponténea (Figura
9). Entretanto, tais agentes quimiotaxicos mostraram-se incapazes de induzir a
migragdo dos eosinéfilos quando estas células foram obtidas de animais
tratados cronicamente com L-NAME (75 umol/rato/dia) por 4 semanas (Figura
9).

3.4.1 Efeito da L-arginina sobre a inibigao da quimiotaxia de eosindfilos

A inibicdo da quimiotaxia dos eosindfilos induzida pelo fMLP observada
nos animais tratados com L-NAME foi significativamente revertida pela L-
arginina (5.5 mM), mas n&o pela mesma concentragéo de D-arginina (Figura
10). A L-arginina e a D-arginina n&o afetaram a quimiotaxia quando os
eosindfilos foram obtidos de animais controles (12.7 + 0.5, 10.2 + 0.6 e 10.7 +
0.6 eosindfilos/campo, para as células incubadas com MEM, L-arginina e D-

arginina, respectivamente. n=3).



Figura 5. Corte histologico da area pulmonar de ratos nao sensibilizados
ou desafiados com OVA, do grupo controle (A) e do grupo tratado com
L-NAME (B). Coloracdo HE, 160x. C e D: detalhe do corte histologico
mostrado em A e B, respectivamente (640x).



Figura 6. Corte histolégico da area pulmonar de ratos nio
sensibilizados, 48 h apds injecdo intratraqueal com OVA. A - grupo
controle. B - grupo tratado com L-NAME. Coloracdo HE, 320x. C e D: detalhe
do corte histologico mostrado em A e B, respectivamente (640x). Notar a
presenca de infiltrado de neutrdfilos (A) e eosindfilos (T) ao redor dos
bronquiolos.



Figura 7. Corte histologico da area pulmonar de ratos sensibilizados 24
h apods desafio com OVA. A - grupo controle. B - grupo tratado com L-
NAME. Coloracao HE, 320x. C e D: detalhe do corte histolégico mostrado em
A e B, respectivamente {640x). Notar a presenca de infiltrado de neutrofilos
(A) e eosindfilos (T) ao redor dos bronquiolos e a reducéo da infiltracdo de
PMN nos ratos tratados com L-NAME.



Figura 8. Corte histolégico da area pulmonar de ratos sensibilizados 48
h apés desafio com OVA. A - grupo controle. B - grupo tratado com L-
NAME. Coloragéo HE, 320x. C e D: detalhe do corte histolégico mostrado em
A e B, respectivamente (640x). Notar a presenca de intenso infiltrado de
neutréfilos (M) e eosindfilos (T) ao redor dos bronquiolos e a reducéo da
infiltracdo de PMN nos ratos tratados com L-NAME.
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Figura 9. Efeito do tratamento créonico com L-NAME sobre a quimiotaxia de
eosindfilos in vitro induzida pelo fMLP (5x10° M), PAF (10° M) e SAZ (27 pl).
As colunas abertas representam a quimiotaxia de eosindfilos provenientes de
animais controles (n&o tratados). As colunas sélidas representam a quimiotaxia
de eosinofilos provenientes de animais tratados com L-NAME (75 umol/rato/dia),
por quatro semanas. Cada experimento foi feito em triplicata. A quimiotaxia esta
expressa como media do numero de células migradas por campo a 40 um da

superficie superior do filtro. Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M. (n=3). *P<0.05 comparada com a migragéo espontanea (somente MEM).

*P<0.05 comparado com a resposta quimiotaxica dos eosindfilos dos ratos néo

tratados.
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Figura 10. Efeito da L-arginina (e D-arginina) sobre o efeito inibitério do L-
NAME na quimiotaxia in vitro de eosindfilos induzida pelo fMLP(5x10% M).
As colunas vazias e sélidas representam a quimiotaxia de eosindfilos de ratos
controles e fratados com L-NAME (75 umol/rato/dia, quatro semanas),
respectivamente. As colunas listrada e quadriculada representam os efeitos da
D-arginina (5.5 mM) e L-arginina (5.5 mM), respectivamente. Cada experimento
foi realizado em triplicata. A quimiotaxia esta expressa com a média do ndmero

de células que migraram por campo a 40 pum da superficie do filtro. Os
resultados s&c mostrados como média + E.P.M. (n=3). *P<0.05 comparada com

a quimiotaxia de eosindfilos dos animais controles (ndo tratados). *P<0.05

comparado a quimiotaxia de eosinéfilos dos animais tratados com L-NAME.
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4 - DISCUSSAO

Os leucdcitos desempenham papel importante na defesa do organismo
durante a resposta inflamatoria, quando migram da microcirculacéo para os
tecidos. Os neutrdfilos e eosindfilos estéo presentes no estagio inicial da reacéo
inflamatéria, enquanto as células mononucleares participam, principalmente, na
fase tardia desta reacdo. Os eosindfilos sdo importantes células inflamatérias
associadas com asma, doencas alérgicas e reagdo imune contra parasitas
helminticos. A resposta celular a lesédo tecidual compreende a aderéncia dos
leucocitos ao endotélio das vénulas pés-capilares (marginacéo leucocitaria),
migragéo das células aderentes para o exterior do vaso através de juncdes
interendoteliais (diapedese), deslocamento no sitio extravascular (quimiotaxia) e
subsequente acumulo no sitio da lesdo (Mogbel, 1994). A dindmica do influxo
celular para o local inflamado ndo esta totalmente esclarecida, podendo ser
regulada por diferentes fatores de origem celular e pela expressdo de moléculas
de adesdo no endotélio bem como pelas proprias células envolvidas na
inflamac&o (Mogbel, 1994). Portanto, o aparecimento dos diferentes tipos de
leucécitos no local da inflamacéo parece ser devido a modulacdo gradativa da
expressdo das moléculas de adesdo ao longo do tempo, assim como, a
liberagdo de fatores solUveis que medeiam a quimiotaxia, sendo ambos
especificos para cada tipo celular. Os mecanismos envolvidos neste processo
tém sido objeto de diferentes estudos utilizando-se modelos de pleurisia, asma,
alergia experimental e outros.

Com relagéo ao modelo de pleurisia, verificou-se no presente trabalho
que a migragéo dos eosindfilos ocorre no periodo de 24-48 h apds o estimulo
intrapleural com PAF, LPS, BK e carragenina. Estes resultados, assim como
agueles observados para os neutréfilos e células mononucleares, estdo de

acordo com a descricdo da cinética do influxo dos leucécitos para a cavidade
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pleural relatado por outros autores (Silva et al.,, 1991; Pasquale et al., 1991:
Bozza et al., 1993).

Diferentes estudos tém sido realizados na tentativa de identificar os
mediadores que modulam o influxo dos leucbécitos para a cavidade pleural em
resposta a diversos estimulos inflamatorios. A infiltragdo eosinofilica intrapleural
induzida pelo PAF, que ocorre 24 h apds o estimulo, parece ser dependente da
sintese local de um fator proteico intermediario sintetizado pelos macréfagos
(Silva et al., 1991). Com relacé&o ao LPS, Bozza et al. (1993) observou que a
injecé@o intrapleural deste agente em ratos e camundongos induz um acumulo de
eosindfilos entre 24 e 48 h, cujo efeito € relacionado a sintese de uma proteina
com peso molecular entre 10 e 50 kDA. Neste caso, os eicosandides nao
participam no fendmeno, mas a deplecéo seletiva de linfécitos T e macréfagos
residentes inibe a eosinofilia pleural (Bozza et al., 1994a). Posteriormente, 0s
mesmos autores verificaram que a IL-5 n&o esta envolvida na eosinofilia pleural
induzida pelo LPS (Bozza et al., 1994b). Ao contrario, a IL-5, assim como o
LTBs e a IL-8, liberados pelos mastocitos e macréfagos residentes, parecem
estar envolvidos no recrutamento de eosindfilos para cavidade peritoneal de
ratos em resposta a inje¢cédo de grandes quantidades de salina (Oliveira et al.,
1994). Com relag&o a bradicinina, sabe-se que a eosinofilia induzida por este
agente & dependente de formagdo local de LTB, visto que a resposta
eosinofilica & suprimida em ratos tratados com inibidores da lipoxigenase
(Pasquale et al , 1991). A carragenina é um derivado de alga marinha e vem
sendo extensivamente utilizada como agente inflamatério visto que esta
substancia tem a capacidade de evocar a liberacéo de diversos mediadores
inflamatorios tais como histamina, serotonina, cininas e protaglandinas (Di Rosa
et al.,. 1971). Em modelo de pleurisia, a carragenina provoca intensa neutrofilia
6 h apos injecao do estimulo cujo mecanismo ainda n&o é conhecido (Capasso
et al., 1974). Do mesmo modo, ainda ndo existem estudos sobre a natureza da

eosinofilia tardia provocada pela carragenina na cavidade pleural de ratos.
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Portanto, os mediadores envolvidos na migragdo dos eosindfilos podem ser
diversos e nenhum deles esta totalmente identificado.

No presente trabalho, observamos que o bloqueio crénico da biossintese
do NO pelo L-NAME inibiu especificamente a migragdo de eosindfilos para a
cavidade pleural, 24 h ap0s a injecdo de BK, LPS, PAF e carragenina. Visto que
a inibi¢cdo foi independente do estimulo empregado, estes resultados sugerem
que o NO exerce um importante papel nos mecanismos envolvidos na
quimiotaxia destas células.

Os mecanismos exatos pelos quais o NO modula a resposta inflamatéria
n&o estdo ainda completamente elucidados e, dependendo do tipo e da fase da
resposta inflamatéria, sdo até controversos. O papel do NO como agente
antiinflamatorio foi estudado nos processos de interacdo dos PMNs com o
endotélio das vénulas pés-capilares. A inibicdo da producé&o de NO pelo L-
NMMA ou L-NAME provoca um aumento significativo na adesao leucocitaria da
circulacdo mesentérica de gatos (Kubes et al,, 1991) e ratos (Kurose et al.,
1993) in vivo. Esta adesdo aumentada de PMNs pelos inibidores de NO pode
ser revertida por doses elevadas de L-arginina ou nitroprussiato de sédio,
confirmando que tal efeito € resultado da inibicdo da sintese de NO (Kubes &
Granger, 1992). Além disso, o processo de ades&o € completamente revertido
com o anticorpo nonoclonal dirigido contra a molécula de adesdo CD11/CD18
(Kubes et al., 1991). Por outro lado, experimentos in vitro mostraram que a
inibicdo do NO provoca pouca ades&o de PMNs a monocamada de células
endoteliais (ou outro substrato) e que o L-NAME nZo causa regulacdo do
CD11/CD18 em PMNs isolados (Kubes, 1992). Portanto, as controvérsias entre
os resultados in vitro e in vivo precisam ser melhores esclarecidas para elucidar
0s mecanismos utilizados pelo NO como agente antiinflamatério.

Entretanto, outros estudos apontam para uma acgdo pré-inflamatéria do
NO. A administragdo aguda de L-NAME inibe o fluxo sanguineo basal e o
actmulo de ['""In] eosindfilo induzido pela injecdo intradérmica de SAZ e PAF.

Este efeito inibitorio é revertido pela injecdo simultdnea de vasodilatadores
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(nitroprussiato de sédio e PGE;), sugerindo que a reducéo no fluxo sanguineo
local (vasoconstricdo) € o mecanismo pelo qual o L-NAME exerce seu efeito
antinflamatdrio na microcirculagdo cuténea (Teixeira et al.,, 1993). Mecanismo
de ag&o semelhante foi proposto para explicar a diminuicdo do extravasamento
de proteinas plasméticas causada pela administracdo aguda (Hughes et al.,
1990; lalenti et al., 1992; Teixeira et al., 1993; Paul et al., 1994; Giraldelo et al.,
1994; Mariani-Pedroso et al., 1995) ou crénica de L-NAME (Medeiros et al.,
1995) em diferentes espécies de animais.

Nossos resultados demonstram claramente que o L-NAME é capaz de
inibir a migracao de eosindfilos. Este efeito é especifico para o L-NAME, visto
que o mesmo nao foi verificado com o uso do enantidmetro inativo, D-NAME. No
entanto, € pouco provavel que a reducdo do infiltrado eosinofilico pleural
causado pelo tratamento crénico com L-NAME seja decorrente de
vasoconstriccdo no leito circulatério pleural. Isto é baseado nos resultados
mostrando que, ao contrario do BK e LLPS (onde o tratamente cronico com o L-
NAME causou redugéo de leucécitos totais e diferenciais), o L-NAME causou
uma reduc@o seletiva de eosindfilos em resposta ao PAF e carragenina sem
interferir com o numero de neutrdfilos e células mononucleares.  Isto,
aparentemente, descarta o fluxo sanguineo local como fator importante para a
inibigéo do infiltrado eosinofilico provocado pelo L-NAME.

Algumas evidéncias atuais indicam que o NO desempenha um papel
relevante na regulagdo funcional das vias respiratérias e pode estar relacionado
com doengas pulmonares (Jorens et al., 1993). O NO é produzido por uma
variedade de células das vias respiratdrias e esta envolvido na regulacdo do
fluxo sanguineo brénquico e na broncodilatagdo (Gustafsson et al., 1991).
Existem evidéncias de que a enzima iNO esta expressa nas células epiteliais
das vias respiratorias (Hamid et al., 1993). Além disso, um aumento marcante
nas concentragdes de NO exalado foi descrito em pacientes asmaticos, mas nao
em individuos sadios (Persson et al., 1994). No entanto, ndo se sabe ainda se

este aumento € devido a indugdo da iINOS nas células epiteliais das vias
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respiratorias ou a presenca no trato respiratério de células inflamatérias, tais
como macrdéfagos e mastocitos que produzem e liberam NO in vitro (Marletta et
al., 1988; Salvemini et al., 1990).

Varios estudos clinicos correlacionam a asma com a eosinofilia, sendo
que o numero elevado de eosindfilos no lavado broncoalveolar e/ou no sangue
periférico € indicativo da severidade da doenga (Bousquet et al., 1990). Apds
broncoprovocacdo alérgica, o acumulo preferencial desta célula nas vias
respiratorias de pacientes asmaticos indica a existéncia de mecanismos
especificos para recrutamento seletivo dos eosindéfilos para o pulméo (Hansel &
Walker, 1992). Estes mecanismos s&o complexos e envolvem a combinacéo de
eventos locais, tais como a ades&o eosindfilo-célula endotelial, migracdo
transendotelial, quimiotaxia e a sobrevida prolongada do eosinéfilo no tecido
pulmonar (Bochener et al., 1994).

Baseado nos nossos resultados que sugerem o envolvimento do NO na
migracdo dos eosindfilos no modelo experimental de inflamagdo ndo alérgica
(pleurisia), aliados aos dados de literatura que apontam para uma correlacéo
importante entre o NO e doencas pulmonares (principalmente a asma),
decidimos investigar se o NO teria alguma influéncia na migracdo dos
eosindfilos para o pulm&o na resposta inflamatéria alérgica das vias aéreas,
apds desafio antigénico em ratos previamente sensibilizados com ovalbumina.

Para esta investigacdo foram utilizados ratos Wistar tratados
cronicamente com L-NAME e sensibilizados com ovalbumina. A linhagem Wistar
de ratos produz altos titulos do anticorpo IgE em resposta a imunizagéo ativa e
desenvolvem reacéo inflamatéria apds o desafio antigénico subsequente. Desta
maneira, constitui-se em um bom modelo para o estudo da asma humana e tem
trazido importantes colaboragcdes para o entendimento dos mecanismos desta
doenga (Vianna & Garcia-Leme, 1995). Assim, usando este modelo, foi
observado que o numero de eosindfilos no LBA dos ratos controles (ndo
tratados) sensibilizados aumentou marcadamente em 24 e 48 horas apds o

desafio intratragueal com OVA comprovando, desta forma, a eficiéncia do
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modelo utilizado. No periodo de 48 h, no qual ocorre o maior influxo de
eosindfilos para a cavidade broncoalveolar, o tratamento crénico com o L-NAME
(mas ndo com o D-NAME) provocou uma reducao significativa desta migracio.
Além disto, a analise histolégica dos pulmdes dos ratos controles (néo tratados)
mostraram um influxo significativo de PMNs (principalmente de neutréfilos) 24 h
apods o desafio. No periodo de 48 h, os pulmdes apresentaram um infiltrado
mais intenso, rico em eosinodfilos. O tratamento com L-NAME reduziu a
infiltracdo de PMNs a partir de 24 h apds o desafio, sendo este efeito mais
acentuado em 48 h. Estes resultados estéo de acordo com inibicdo da migracao
celular observada no LBA 48 h apds o desafio. Entretanto, pdde-se observar
que a reducgao do infiltrado celular no tecido pulmonar em 24 h precedeu a
mesma redugdo observada no LBA. Isto € decorrente, provalvelmente, do tempo
requerido para a migracdo dos leucocitos para o lUmem respiratorio. Estes
resultados sugerem que o NO modula o desenvolvimento da reacéo alérgica
pulmonar de ratos.

O L-NAME né&o interfere no processo de sensibilizacdo dos ratos, visto
gue segmentos de traquéias de animais tratados cronicamente com este inibidor
apresentaram resposta contratii a OVA de mesma magnitude dos animais
controles. O L-NAME também né&o induziu modificagdes no nimero de
leucécitos totais e diferenciais (neutrofilos, eosindfilos ou mononucleares) do
sangue, mostrando que a diminuicdo do numero de eosindfios no LBA ndo é
consequéncia de eosinopenia periférica.

Assim, dentre os diferentes mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da reagdo alérgica pulmonar de ratos, o NO pode estar entdo modulando a
liberagdo de fatores sollveis como citocinas, a atividade de células T ou a
expressdo de moléculas de adesao.

Recentemente, tem sido demonstrado que as citocinas IL-3, IL-5 e 0 GM-
CSF estdo presentes na circulagdo de pacientes asmaticos (Ohnishi et al.,
1993). Além disso, um aumento significante na concentragdo de IL-5 foi

observado no LBA de pacientes asmaticos 48 h apds a broncoprovocacdo
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antigénica (Ohnishi et al., 1993). Estas citocinas s&o eosinofilopoiéticas,
quimiotaxicas para os eosinofilos e aumentam a sobrevida destas células
(Nakamura et al., 1993; Robinson et al., 1993). Entretanto, a IL-5 tem sido
apontada como a principal citocina envolvida na eosinofilia especifica pelo fato
de ser um agente quimiotaxico seletivo para eosindfilo e aumentar a ades3o
destas células ao endotélio (Wang et al., 1989). O anticorpos para IL-5 previne
o acumulo de eosindfilos nas vias respiratérias apds infeccdo por helmintos
(Coffman et al., 1989). Outra citocina provavelmente envolvida no processo é o
TNF-a, pois @ mesma € capaz de regular tanto a infiltracdo neutrofilica como o
recrutamento de eosindfilos para o pulmao (Lukacs, 1995).

O linfocito T tem sido apontado como o primeiro regulador da cascata
inflamatéria na patogénese da asma. No sangue e lavado brénquico de
pacientes asmaticos foi encontrado numero aumentado de linfocito T helper
CD4’ (Th) ativado (Walker et al., 1992). A deplecdo de células T CD4" provoca
diminuicdo da hiperreatividade e da eosinofilia pulmonar em camundongos,
confirmando sua participagdo no processo (Gavett et al., 1994). Além de sua
importancia na resposta de defesa dos organismos aos antigenos, os linfécitos
T CD4" estdo envolvidos nas doencas inflamatérias cronicas. Dois subtipos de
células Th s&o identificadas pelo padr&o de sintese de citocinas sob ativacao,
que determinam sua fungdo efetora. A célula Th1 medeia a reacdo de
hipersensibilidade tardia através da liberacéo do IFN-y que ativa o macréfago,
aumentando sua capacidade de destruir o patégeno através da producéo de
fatores toxicos, entre os quais o NO. Além do IFN-y, a célula Th1 libera a IL-2. A
Th2 produz a IL-4, IL-5 e IL-10 (Mosmann & Coffman, 1989). A IL-4 é importante
para a produgéo de IgE, além de estar envolvida na expressdo da molécula de
adesdo vascular VCAM-1, que € necessdria para a adesdo seletiva do
eosinéfilo. O IFN-y, produzido pelas células Th1, modula a diferenciacdo da
célula Th1 e inibe a proliferagdo das células Th2, enquanto a IL-4, produzida
pela Th2, leva a proliferagdo da Th2. A IL-10 pode indiretamente inibir a
secrecéo do IFN-y pelas células Th1 (Fitch el al., 1993).
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Recentemente, foi demonstrado que o linfécito Th1 murino pode
expressar a iNOS e sintetizar NO. Concentragdes elevadas de NO inibe a
proliferacdo da célula Th1 e sua produgéo de IL-2 e IFN-y. Ao contrario, a Th2
ndo produz NO e também nédo é afetada pelo mesmo. Portanto, baseado em
resultados de experimentos in vivo e in vitro (Florquin et al., 1994; Isobe et al.,
1992), o NO pode estar envolvido nos mecanismo de regulacdo por feedback
negativo da resposta imune mediada por linfécitos. Isto evitaria uma expanséo
exagerada da célula Th1 e consequentes imunopatologias ( Taylor-Robinson et
al., 1994).

Barnes & Liew (1995) sugerem que estes mecanismos estejam
envolvidos na patologia da asma na medida em que grandes quantidades de
NO, produzidos pelas células epiteliais e macréfagos pulmonares, resultam em
supressdo das células Th1 e, consequentemente, na redugdo nos niveis de IFN-
y. Isto leva, entdo, a proiiferagcdo das células Th2, que s&o normalmente
suprimidas pelo IFN-y. Como resultado haveria um aumento da secrecéo da IL-4
e IL-5, que levaria a formacéo de IgE e recrutamento do eosindfilo para as vias
respiratérias.

Apesar da necessidade de estudos mais aprofundados, podemos sugerir
que a inibig&o da sintese do NO nos ratos tratados com L-NAME pode provocar
diminuicdo da migracdo dos eosindfilos por interferir nestes mecanismos
governados pelos linfocitos T CD4™.

Por outro lado, nossos resultados demonstram que a migracdo de
eosinodfilos in vitro induzida por fMLP, PAF e SAZ foi marcadamente reduzida
quando os eosindfilos foram obtidos de ratos tratados cronicamente com L-
NAME. A L-arginina, a D-arginina, restituiu a habilidade dos eosindfilos de ratos
tratados com L-NAME de migrar em resposta ao fMLP. O fato da inibicdo da
quimiotaxia dos eosindfilos persistir in vitro sugere que o fendmeno observado
pode ser devido a um efeito sobre a préopria célula, provavelmente, nos

mecanismos envolvidos na locomocdo dos eosindfilos.
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Os eventos bioquimicos necessarios para ocorrer a resposta quimiotaxica
nao sao totalmente conhecidos, mas alguns componentes estdo descritos. Estes
incluem a ligag&o dos agentes quimitaxicos a receptores celulares especificos
presentes em PMNs e mondcitos, que € seguido por mudangas no potencial
transmembrana, na permeabilidade do calcio e nos niveis dos nucleotideos
ciclicos. Alteragbes na metilacdo dos fosfolipideos, estimulagéo da liberacdo do
acido araquiddnico e reorganizagdo dos elementos do citoesqueleto também
ocorrem logo apos a ligacdo dos agentes quimiotaxicos (Snyderman & Goetzl,
1981).

Os fatores quimiotéxicos influenciam a direcdo de locomocdo de
leucécitos (quimiotaxia) ou aumentam a sua velocidade de locomogéo
(quimiocinese). Quando os leucocitos sdo expostos a um determinado gradiente
quimiotédxico, os mesmos alteram a forma, tornando-se morfologicamente
orientado para o gradiente. Locomovendo-se sobre um substrato, a porcéo
anterior destas células se distende na forma de um véu hialino (lamelipddio) e a
por¢do posterior adquire a conformacdo de uma cauda (uropddio). A
polarizacédo morfoldgica dos leucécitos estimulados por agentes quimiotaxicos é
associada com a reorganizacao topografica da membrana citoplasmatica sob o
controle das estruturas do citoesqueleto (Syderman & Goetzl, 1981).

O citoplasma dos leucocitos contem grandes quantidades de actina que
se polimerizam para formar longos filamentos. A actina derivada dos
macréfagos polimeriza in vitro formando um gel que contrai em presenca de
miosina, Mg®* e ATP. Acredita-se que a contractilidade do gel de actina é a base
para a motilidade celular. Estudos com microscopia eletronica de leucécitos
polarizados revelam uma rede densa de microfilamentos de actina abaixo da
membrana plasmatica, no sitio de contato entre a célula e o substrato e na
extremidade que comanda o movimento celular. E proposto que esta rede é
formada pela ligagdo cruzada da actina com proteinas ligantes de actina
especializadas, as quais conferem rigidez a rede de microfilamentos, formando

o gel. A ligacdo cruzada do gel acontece pela interacdo da miosina com 0s
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filamentos de actina adjacentes. Na presencga de concentracdes citoplasmaticas
elevadas de calcio, uma outra proteina (gelsolin) quebra a rede de actina,
convertendo o gel em solugdo. Isto proporciona um mecanismo de reverséo da
contratilidade e permite um movimento controlado (Wilkinson, 1994). Os
microtubulos podem contribuir nesta coordenac&o. Alguns estudos mostram que
agentes desagregantes dos microtdbulos como, por exemplo, colchicina e
vinblastina, provocam um movimento erratico e pobremente coordenado destas
células (Wilkinson, 1994). No entanto, existem poucos conhecimentos sobre os
mecanismos que permitem o movimento suave e coordenado necessario para a
guimiotaxia, fagocitose e outras fungdes dos leucocitos.

Os niveis dos nucleotideos, principalmente do AMPc e do GMPc,
apresentam efeitos reguladores na quimiotaxia de mondcitos e PMNs. Agentes
que elevam os niveis de AMPc, tais como os agonistas p-adrenérgicos,
histamina e inibidores da fosfodiesterases, deprimem a quimiotaxia. Ao
contrario, a resposta quimitaxica € aumentada por agonistas muscarinicos,
agonistas o-adrenérgicos e serotonina, substancias conhecidas por aumentar o
GMPc intracelular e inibir a adenilato ciclase (Stephens & Snyderman, 1982).

O NO ativa a guanilato ciclase solivel aumentando, assim, os niveis
intracelulares de GMPc (Mellion et al., 1980). A inibicdo da quimiotaxia de
mondcitos in vitro ao fMLP pelo NO foi acompanhada por aumento na
concentragcado do GMPc (Bath et al., 1991). Resposta semelhante foi observada
utilizando-se PMNs e doadores de NO (Moilanen et al., 1993). Entretanto,
outros estudos apontam para um papel potencializador do NO na quimiotaxia de
leucocitos (Kaplan et al., 1989; Belenky et al., 1993a, b). Nestes estudos
observou-se que inibidores da NO sintase, L-NMMA e L-canavanina, diminuem
a quimiotaxia de mondcitos e neutréfilos, sendo este efeito revertido pelo GMPc
exégeno (8-bromo-cGMP). Portanto, o papel do GMPc na locomocdo dos
leucécitos € controverso visto que o acumulo deste segundo mensageiro em
PMNs e células mononucleares pode tanto estimular (Sandler et al., 1975;

Anderson et al., 1986; Kaplan et al., 1989; Belenky et al., 1993a, b) como
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atenuar (Schroder et al., 1990; Bath et al,, 1991; Moilanen et al., 1993) a
quimiotaxia e outras fungbes destas células in vitro. Apesar de Beauvais et al.
(1995) terem mostrado que doadores ndo convencionais de NO (azida e
hidroxilamina) inibem a apoptose em eosindfilos isolados e, que este efeito é
também observado pelo uso de analogos permeaveis de GMPc, ndo existem
evidéncias para a existéncia deste segundo mensageiro nos eosinéfilos.

Em resumo, € necessario elucidar se a inibicdo da quimiotaxia de
eosinofilos pelo tratamento crénico com o L-NAME induz modificagdes nos
mecanismos de locomogéo celular como, por exemplo, na reorganizacéo dos
elementos do citoesqueleto ou nos niveis dos nucleotideos ciclicos.

Até o presente momento ndo existem evidéncias na literatura de que o
eosindfilo sintetize NO. Entretanto, nossos resultados indicam a presenca de um
sistema funcional de NO sintase no eosindfilo. A leishmania (Cunha et al.,1993;
Stenger et al., 1994) e outros parasitas (Munoz-Fernandez et al., 1992; Petray
et al., 1994) estimulam a expressdo da iNOS pelos macréfagos in vitro. Além
disso, Oliveira et al., (1996) sugerem que o NO produzido pelos eosinéfilos é
responsavel pela atividade microbicida contra parasitas intracelulares como a
leishmania. Esses resultados, aliados ao conhecimento de que as infeccdes
parasitarias sdo classicamente acompanhadas por eosinofilia, sugerem o
envolvimento do NO na quimiotaxia desta célula e na consequente eosinofilia

observada nestas infeccdes.
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5-CONCLUSOES

1 - A admininistragdo intrapleural de BK (50 ug), PAF (1 ug), carragenina (125
ug) e LPS (0.25 pg) em ratos causou infiltrado eosinofilico pleural no periodo de
24 h apds a administracdo. O tratamento crénico com L-NAME (75
umol/rato/dia, 4 semanas) promoveu uma reducéo significativa do infiltrado de

eosindfilos.

2 - Em ratos sensibilizados e desafiados com a ovalbumina, observou-se
intenso infiltrado eosinofilico no LBA desses animais nos periodos de 24 e 48 h
ap6s o desafio intratraqueal. Nos animais tratados cronicamente com L-NAME
(75 umol/rato/dia, 4 semanas), observou-se uma reducdo significativa do
infiltrado eosinofilico presente no LBA. A histologia dos pulmées oriundos dos
animais tratados com L-NAME também revelou um nimero menor de eosinéfilos

em relagéo aos pulmdes de animais n&o tratados.

3 -0 fMLP (5 x 10° M), PAF (10° M) e SAZ (27 wl) promoveram uma migracao
significante de eosindfilos peritoneais de ratos in vitro. Contudo, © mesmo nao
foi observado quando os eosindfilos foram obtidos de ratos tratados
cronicamente com L-NAME. A L-arginina (5.5 mM), mas n&o a D-arginina (5.5
mM), restaurou a habilidade dos eosindfilos de ratos tratados em migrar ao
fMLP.

4 - Nossos resultados indicam que o NO modula a migracdo de eosindfilos in
vitro e in vivo. O fato da inibigdo da quimiotaxia ter persistido ex-vivo sugere que
o L-NAME exerce seu efeito inibitério diretamente sobre os eosindfilos,

dificultando a locomog&o dos mesmos.
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7 - SUMMARY

The effect of chronic N”-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) treatment
on the in vivo eosinophil migration was investigated in the rat using both the
pleurisy model and the bronchoalveolar lavage (BAL) in ovalbumin (OVA)-
sensitized animals. The in vitro (microchemotaxis chamber) eosinophil migration
induced by fMLP, PAF and zymosan-activated serum (ZAS) was also evaluated
in the rat.

Chronic inhibition of NO biosynthesis was achieved by adding L-NAME
to the drinking water to give an intake of approximately 75 umol/rat/day for four
weeks. The pleurisy was induced by intrapleural injection of BK (50 ng), PAF (1
ug), LPS (0.25 ug) and carrageenin (125 ng). Active sensibilization against OVA
was performed by s.c. injection of 200 ug OVA and 8 mg Al(OH)s. 14 days
thereafter OVA (1 mg) was injected into the airways. For histopathological
analysis, the lungs were cut into small fragments, fixed in 4% buffered
paraformaldehyde-glutaraldehyde solution and embedded in paraffin ' wax. For
the in vifro chemotaxis studies, eosinophils were collected from the peritoneal
cavity of male Wistar rats and isolated on a discontinuous metrizamide gradient.

The intrapleural injection of BK, PAF, LPS and carrageenin into
untreated rats in vivo induced a significant eosinophil migration by 24 h post-
injection. This migration was markedly reduced in L-NAME-treated rats. The BAL
24 h post-challenge with OVA showed a significant leucocyte infiltration
composed mainly of neutrophils and mononuclear cells. The eosinophils
migrated mainly at 48 h after challenge. At 48h, L-NAME treatment significantly
reduce both total leucocyte and eosinophil infiltration. The neutrophil influx was
not affected by L-NAME. Similarly, at 48 post-challenge, the lungs presented an
infiltration rich in eosinophils as revealed by histopathological analysis. Again,

the eosinophil infiltration was attenuated in the lungs from L-NAME-treated
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animals. Regarding the in vitro chemotaxis, eosinophil obtained from untreated
rats showed a significant migration in response to fMLP (5x10°® M), PAF (10° M)
and zymosan-activated serum (27 ul). In contrast, the migration induced by
these chemotactic agents was markedly reduced in cells isolated from animals
treated chronically with L-NAME. L-arginine (5.5 mM), but not D-arginine (5.5
mM), restored the ability of eosinophils from L-NAME-treated animals to migrate
in response to fMLP.

The finding that the inhibition of eosinophil chemotaxis persisted in vitro
suggests that the phenomena observed is due to a direct effect of L-NAME on

the eosinophil itself, probably, on cell movement.
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Abstract

The effect of chronic N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) treatment on the in vivo eosinophil migration induced by
bradykinin, platelet-activating factor (PAF), lipopolysaccharide and carrageenin has been investigated in the rat using the pleurisy model.
The in vitro (microchemotaxis chamber) eosinophil migration induced by N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), PAF and
zymosan-activated serum was also evaluated in the rat. The eosinophils were obtained from the peritoneal cavity of male Wistar rats and
isolated on a discontinuous metrizamide gradient. Chronic inhibition of nitric oxide biosynthesis was achieved by adding L-NAME to the
drinking water to give an intake of approximately 75 p.mol /rat /day for 4 weeks. Rats treated chronically with L-NAME developed a
significant level hypertension (163 + 4.8 mmHg; P < 0.01) compared with animals which received either the same dose of the inactive
enantiomer D-NAME (124 + 3.2 mmHg) or tap water alone (119 + 1.6 mmHg). The intrapleural injection of bradykinin (50 pg), PAF (1
pg), lipopolysaccharide (0.25 wg) and carrageenin (125 pg) into untreated rats in vivo induced a significant level of eosinophil migration
by 24 h post-injection. This migration was markedly reduced in L-NAME-treated rats. Eosinophils obtained from untreated rats showed a
significant level of migration in vitro in response to fMLP (5 10™* M), PAF (10~% M) and zymosan-activated serum (27 pl). In
contrast, the migration induced by these chemotactic agents was markedly reduced in cells isolated from animals treated chronically with
L-NAME. L-Arginine (5.5 mM), but not D-arginine (5.5 mM), restored the ability of eosinophils from L-NAME-treated animals fo
migrate in response to fMLP. Our results indicate that nitric oxide plays a major role in the in vivo and ex vivo migration of eosinophils.

Keywords: N*-Nitro-L-arginine methyl ester: Eosinophil chemotaxis; Nitric oxide (NO); Pleurisy; cGMP

1. Introduction

Eosinophils seem to play a primarily role in inflamma-
tion processes accompanying parasitic infections and aller-
gic diseases. They synthesize and release several sub-
stances including preformed granule proteins (eosinophil
cationic protein, eosinophil peroxidase, major basic pro-
tein, eosinophil protein X; Gleich and Adolphson, 1986),
oxygen-derived toxic metabolites (O;, H,0,, OH;
Dechatelet et al., 1977; Kanofsky et al., 1988), arachidonic
acid metabolites (Bruynzeel et al., 1987; Kroegel and
Matthya, 1993), platelci-activating factor (PAF; Burke et
al., 1990) and cytokines (Mogbel et al., 1991). In addition,

" Corresponding author. Fax: (+55-192) 52 1516.

the intrapleural injection of bradykinin (Pasquale et al.,
1991), PAF (Martins et al., 1989) and lipopolysaccharide
(Bozza et al., 1993, 1994), delays the accumulation of
eosinophils which usually takes place after a large neu-’
trophil infiltration. . )

Nitric oxide (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987) is
synthetised and released by inflammatory cells in(:ludinlg
macrophages (Marletta et al., 1588), polymorphonuclear
(Rimele et al., 1988; Salvemini et al., 1989; Schmidt et al.,
1989) and mononuclear (Salvemini et al., 1989) cells. Ther
role of nitric oxide in leucocyte chemotaxis in vitro has
been investigated using either neutrophils (Kaplan et al.,
1989; Belenky et al., 1993a) or mononuclear cells (Be-
lenky et al., 1993b), although a few in vivo studies have
been performed with eosinophils (Teixeira et al., 1993). In
an attempt to clarify the role of nitric oxide in both in vitro

0014-2999 /96 /$15.00 Copyright © 1996 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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and in vivo cosinophil migration induced by different
chemotactic agents, we carried out experiments in rats
treated chronically with L-NAME for 4 weeks. The in vivo
leucocyte chemotaxis (assessed using the pleurisy model)
induced by bradykinin, PAF, carrageenin and lipopolysac-
charide was evaluated 24 h after the intrapleural injection
of these inflammatory agents. The ex vivo chemotaxis was
undertaken using rat peritoneal eosinophils stimulated with
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), PAF
and zymosa-activated serum.

2. Materials and methods
2.1. Chronic treatment with L-NAME and D-NAME

Chronic treatment with L-NAME was performed as
peviously described (Ribeiro et al., 1992). Briefly, male
Wistar rats (100 g at the beginning of the study) received
L-NAME dissolved in the drinking water at a concentra-
tion of 1.2 mM to give a daily intake of approximately 75
pmol /rat/day. The animals were treated for up to 4
weeks. Another group of animals was treated with the
inactive enantiomer D-NAME (75 p.mol /rat/day). Con-
trol animals received tap water alone. Systemic arterial
pressure was estimated weekly by a tail-cuff method (Zatz,
1990).

2.2. Pleurisy

Male Wistar rats (150-200 g) were lightly anaesthetised
with ether and submitted to a skin incision at the level of
the left sixth intercostal space. The underlying muscles
were dissected and bradykinin (50 pg), PAF (1 pg),
lipopolysaccharide (0.25 wg) or carrageenin (125 png) was
injected into the pleural cavity. Control animals were
injected with sterile, phosphate-buffered saline (PBS). The
" total volume injected was always 0.25 ml. The skin inci-
sions were closed with a suture and the animals allowed to
recover. At 6, 24 and 48 h thereafter, the animals were
again anaesthetised and exsanguinated by cutting the cervi-
cal vessels. The chest wall was opened and the pleural
cavity washed with 2 ml of heparinised (10 UI/ml) PBS.
The exudate and washings were removed by aspiration and
the total volume measured. Exudates contaminated with
blood were discarded.

2.3. Total and differential leucocyte counts

Total and differential leucocyte counts were performed
in both the pleural exudate and peripheral blood obtained
from the rat tail. The total leucocyte counts were done
using an automated cell counter (CELL-DYN, 1600, USA)
while the differential leucocyte counts were carried out on
air-dried smears stained with May-Griinwald-Giemsa.
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2.4. Eosinophil isolation

Eosinophils were obtained from the peritoneal cavity of
5-7 male Wistar rats (200-230 g) and were purified on a
discountinuous metrizamide gradient as previously de-
scribed (Vadas et al., 1979). Briefly, the animals were
exsanguinated under ether anaesthesia by cutting the cervi-
cal vessels. The peritoneal cavities were washed with 20
ml of Hank’s balanced salt solution (HBSS; pH 7.2)
containing heparin (20 IU/ml). The peritoneal washings
obtained from the animals were pooled and centrifuged at
1000 X g for 18 min at 20°C in a Hermle model Z 360 K
centrifuge (Germany). Metrizamide was dissolved in Ea-
gle’s minimum essential medium (MEM; pH 7.2) contain-
ing 0.1% gelatin. The discontinuous gradient was prepared
by carefully layering 2.5 ml of decreasing concentrations
of metrizamide solutions (23.5, 20 and 18%, w/v) into a
conical propylene tube. The resulting leucocyterich pellet
was gently resuspended in 18% metrizamide (2.5 mi) and
layered over the top of the metrizamide gradient. The
gradient tube was first centrifuged at 90 X g (11 min at
20°C) and centrifuged again at 1000 X g (14 min at 20°C),
The gradient zone containing the eosinophils (between the
23.5 and 20% gradients) was removed and washed twice in
MEM. The final cell suspension (2.5 X 107 cells /ml) con-
tained 92% eosinophils. Cell viability (> 90%) was as-
sessed by the trypan blue dye exclusion test. Before test-
ing, the eosinophil suspension was resuspended in MEM to
give a final concentration of 5 X 10° cells /ml.

2.5. Chemostaxis assay

The eosinophil migration assay was performed using a
48-well microhemotaxis chamber as previously described
(Richards and McCullough, 1984). Briefly, 50 w1 of the
eosinophil suspension (5 X 10° cell /ml) were added to the
upper compartment of the microhemotaxis chamber (Neuro
Probe, USA) and separated from the chemotactic agents in
the lower compartment by a cellulose nitrate filter, (thick-
ness, 130 wm; average pore size, 3 pm; Nucleopore,
Pleasanton, CA). MEM was substituted for the chemotac-

tic agent to measure random migration. The loaded cham- -
bers were incubated for 2 h at 37°C in a 5% CO, atmo- ,

sphere and the filters were removed for fixation and-

staining of the cells as previously described (Richards and

McCullough, 1984). The eosinophil migration into thé.

filter was determined as the number of cells present in 15
consecutive high-power fields at a distance of 40- um

within the filter from the top, using a X 100 immer_sionx

objective. Triplicate chambers were always run.

The chemotactic agents employed in this study were
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP; 5 X
10~% M, dissolved in MEM), PAF (10~® M, dissolved in
MEM) and zymosan-activated serum. Zymosan-activated
serum was prepared by incubating human serum with

L4
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zymosan (1 mg/ml) for | h at 37°C. After centrifugation
(2000 X g, 15 min at room temperature), the supernatant
was aliquoted and stored at —20°C. Zymosan-activated
serum was employed at fixed volumes of 27 wl from the
100% plasma solution.

2.6. Drugs

N®-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), D-
NAME, \-carrageenin, platelet-activating factor, N-for-
myl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), zymosan,
bradykinin, lipopolysaccharide (from Escherichia coli) and
metrizamide were obtained from Sigma Chem. Co. (St.
Louis, MO, USA).

2.7. Statistical analysis

Data are presented as the mean + SEM. and were
analysed by analysis of variance (ANOVA) and Student’s
unpaired r-test. A P-value of less than 0.05 was consid-
ered to indicate significance,

3. Results

The average daily intake of both water and food did not
significantly differ between the animals treated chronically
with L-NAME for 4 weeks and those receiving tap water
alone (data not shown, n = 30). There was also no statisti-
cal difference in the body weight again between both
groups of animals (Table 1). However, the L-NAME-
treated animals developed a significant level of hyperten-
sion compared with either the untreated rats or those
receiving the inactive enantiomer D-NAME (75
wmol/rat/day, n=6) for 4 weeks (Table 1). These re-
sults confirmed the inhibition of nitric oxide synthesis.

3.1. Intrapleural injection of bradykinin, PAF, carrageenin
and lipopolysaccharide

The washing of pleural activity of control (non-treated)
rats. with 2 ml PBS contained 3.3 + 0.8 X 105

Tatﬁe I

Body weight and tail-cuff pressure in rats before and after chronic
treatment with either L-NAME (75 wmol /rat /day, 4 weeks: 7= 30) or
D-NAME (75 pmol /rat /day, 4 weeks; n = 6)

Treatment  Body weight (g) Tail-cuff pressure

" Before  After A%  Before After
Control 1243 22444 100 106.5+20 119.0+1.6
L-NAME 11543 215+3 87 105.0£22 163.0+48
D-NAME  102+3 22344 119 1046 +2.0 1240432

The control group of rats received only tap water (n=30).*P <0.05
compared with tail-cuff pressure before treatment. Values represent the
mean+SEM.
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Table 2

Leucocyte migration induced by the intrapleural injection of bradykinin
(BK: 50 p.g), platelet-activating factor (PAF; | pg). carrageenin (Cg; 125
ng) and lipopolysaccharide (LPS: 0.25 p.g)

Agent  Time (h) Leucocytes (X 10° /cavity)

Total NE EO MN
BK 6 684+ 131 484+134 0 20.0+3.0
24 456+38 84+14 72413  30.0+25
48 140424 0 1.6+03 12.442.0
PAF 6 439+40 238430 1.34+05 188+20
24 360447 128412 48+07 184432
48 202428 02401 6.0+15 14.0+19
Cg 6 726+60 534+66 05+03 187425
24 760+£37 328+48 59408 373+50
48 211405 1.1+04 3.1£05 169405
LPS 6 48.14£12.7 30.7+37 0.8+038 166+287
24 8584150 151434 199+3.0 508+118
48 228415 00+00 102+1.4 126+13

The number of total leucocytes, neutrophils (NE), eosinophils (EO) and
mononuclear cells (MN) were evaluated at 6, 24 and 48 h after each
injection. The results represent the mean + S.E.M. of 6 rats.

leucocytes /cavity (n = 6), virtually all mononuclear cells
(3.2 £ 0.7 X 10% /cavity). The intrapleural injection of
bradykinin (50 p.g), PAF (1 pg) and carrageenin (125 ng
induced a significant level of total leucocyte migration
which peaked at 6 h after injection (Table 2). Lipopolysac-
charide (0.25 pg) also induced a significant level of
leucocyte infiltration which peaked at 24 h after injection
(Table 2). At 6 h, leucocyte infiltration was composed
mainly of polymorphonuclear neutrophils whereas at 24 h
it considered mainly of mononuclear cells (Table 2). The
eosinophils migrated mainly at 24 and 48 h after the
intrapleural injection of the inflammatory agents. We
therefore selected the time of 24 h for further studies in
order to investigate the effects of chronic L-NAME treat-
ment on pleural eosinophil influx.

3.2. Effect of chronic treatment with L-NAME on pleural
leucocyte migration induced by bradykinin, PAF, car-
rageenin and lipopolysaccharide

The chronic treatment of rats with L-NAME for 4,
weeks reduced by approximatély 40—-50% the total leuco-
cyte infiltration (24 h) induced by both bradykinin (15.9 +
2.6 and 9.2+0.7 X 10° cells/cavity for untreated and
treated animals, respectively, n=6; P < 0.05) and
lipopolysaccharide (21.9 + 3.8 and 11.8 + 0.5 X 10°
cells/cavity for untreated and treated animals, respec-
tively, n=26,; P <0.05). The reduced total numbér of
cells in the bradykinin-induced pleurisy in L-NAME-treated
rats was due to a marked inhibition of the recruitment of
both mononuclear cells and neutrophils (Table 3) as well
as eosinophils (Fig. 1). Similar responses were observed
with lipopolysaccharide where the absolute numbers of



Table 3

Neutrophil and mononuclear cell migration induced by the intrapleural
injection of bradykinin (BK: 50 p.g), lipopolysaccharide (LPS: 0.25 g
platclet-activating factor (PAF; | pg) and carrageenin (Cg: 125 ng) in
control (untreated) and L-NAME-treated (75 prmol /rat/day, 4 weeks)
animals

onop m erserrrenen serunay s

Agent Leucocytes (X 10° /cavity)

NE MN

Control L-NAME Control L-NAME
BK 08+02 0.0* 119+16 82+0.72
LPS 40+13 2.0+0.3? 159425 86+0.32
PAF 04+0.04 0.08+04 82415 74406
Cg 326448 42.1+3.0 37.04+5.0 340436

The number of neutrophils (NE) and mononuclear cells (MN) was
evaluated 24 after each injection. The results represent the mean 4+ S.E.M.
of 6 rats.

*P < 0.05 compared with their respective control values.

6

Eosinophlls (x10 /cavity)

BK LPS PAF Cg

Fig. 1. The effect of chronic treatment with L-NAME (75 wmol /rat /day,
4 weeks) on the pleural eosinophil recruitment (24 h) induced by
bradykinin (BK; 50 p.g), lipopolysaccharide (LPS: 0.25 1g), PAF (1png)
and carrageenin (Cg; 125 pg). The open and solid columns represent the
number of eosinophils observed in untreated and L-NAME-treated ani-
mals, respectively. Each column represents the mean+ S.E.M. of 6 rats.
* P < 0.05 when compared with control values.

mononuclear cells, neutrophils (Table 3) and eosinophils
(Fig. 1) were markedly reduced in the L-NAME-treated
animals compared with the untreated ones. In contrast to
bradykinin and lipopolysaccharide, the total cell recruit-
ment induced by PAF (24 h) was not significantly affected
by the chronic L-NAME treatment (10.9 + 1.5 and 8.3 +
0.8 X 10° cells/activity for untreated and treated animals,
respectively, n.= 6) although a significant reduction in the
number of eosinophils was observed (P < 0.05; Fig. 1).
The PAF-induced accumulation of neutrophils and
mononuclear cells observed in the L-NAME-treated ani-
mals was not significantly different from that observed in
the untreated animals (n = 6; Table 3). Similarly to PAF,
chroni¢ L-NAME treatment affected neither the total leu-
cocyte emigration (754 + 3.6 and 78.1 + 6.0 X 105
cells /activity for untreated and treated animals, respec-
tively, n=6) nor the number of both neutrophils and
mononuclear cells (Table 3) when carregeenin (24 h) was
used as the chemotactic agent. However, a significant
inhibition of eosinophil migration was observed with the
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Table 4
Lack of cffect of D-NAME (75 panol /rat /day, 4 weeks) on the pleurisy
induced by bradykinin (BK: 50 pg)

Treatment Leucocytes (X 10° /cavity)

Total NE EO MN
Control 156+25 0.8+03 1.8+05 13.0+£2.0
D-NAME 140426 16406 1.44+04 11.0+20

Total and differential (NE = neutrophils; EO = eosinophils; MN =
mononuclear cells) cell counts were obtained 24 after the injection of BK.
The results represent the mean 4+ S.EM. of 6 rats.

Table 5
Lack of effect of L-NAME on the peripheral leucocyte counts

Leucocytes Peripheral leucocytes (X 10° /1)
Control L-NAME
Total 6.1+1.0 55+£07
Neutrophils 0.58+0.1 0.62+0.1
Eosinophils 0.02+0.01 0.05+£0.03 .
Lymphocytes 499409 475406
Monocytes 049+0.14 0.14+0.003

L-NAME (75 p.mol /rat /day) was administered in the drinking water for
4 weeks. Control animals received tap water alone (see Methods). The
results represent the mean +S.EM. of 5-6 rats.

latter compound (P < 0.01; Fig. 1). Chronic treatment
with D-NAME (75 p.mol /rat/day, 4 weeks) had no sig-
nificant effect on the bradykinin-induced pleurisy (n = 6;
Table 4).

3.3. Effect of chronic treatment with L-NAME on the
peripheral leucocyte counts

Table 5 shows that chronic treatment of the animals
with L-NAME (75 wmol /rat/day, 4 weeks) affected nei-
ther the total peripheral leucocyte counts nor the differep-
tial (neutrophils, eosinophils, lymphocytes and monocytes)
counts.

3.4. Eosinophil chemotaxis ex vivo induced by fMLP, PAF
and zymosan-activated serum

Fig. 2 shows that eosinophils obtained from control
(untreated) animals and suspended in MEM significantly,
(P < 0.05) migrated in respohse to fMLP (5X 10~% M,
n=9), PAFM, n =9) and zymosan-activated serum (n=
9) compared to the spontaneous migration. However, thede
chemotactic agents failed to induce eosinophil migration
when the cells were obtained from animals treated chroni-
cally with L-NAME (75 wmol /rat/day) for 4 weeks. The
reduction in' fMLP-induced eosinophil chemotaxis ob-
served in L-NAME-treated animals was significantly re-
versed (P < 0.05) by L-arginine (5.5 mM) but not by the
same concentration of D-arginine (Fig. 3). L-Arginine and
D-arginine did not affect the fMLP-induced chemotaxis of
eosinophils obtained from untreated animals (12.7 + 0.5,

f
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Fig. 2. Inhibition by L-NAME (75 pmol /rat/day, 4 weeks; solid
columns) of rat eosinophil chemotaxis induced by fMLP (5x [0~8 M),
PAF (107* M) and zymosan-activated serum (ZAS; 27 wb), compared
with untreated animals (open columns). Each experiment was carried out
in triplicate. Chemotaxis is expressed as the mean number of migrated
cells per high-power field (HPF). The results are shown as the mean +
S.EM. (n=3). " P <0.05 compared with spontaneous migration (MEM
alone); *P < 0.05 compared with chemotactic response of eosinophils
from untreated rats.
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Fig. 3. L-Arginine, but not D-arginine, reverses inhibition by L-NAME of
fMLP-induced eosinophil chemotaxis. The solid column represents fMLP
(5% 10™% M)-induced chemotaxis with eosinophils from L-NAME-treated
animals (75 jmol /rat /day, 4 weeks), compared with that observed with
cells from untreated animals (open column). Striped and cross-hatched
columns represent the effects of D-arginine (5.5 mM) and L-arginine (5.5
mM), respectively. Each experiment was carried out in triplicate. Chemo-
taxis is expressed as the mean number of migrated celis per high-power
field (HPF). The results are shown as the mean+SEM. (n=3), *P<
0.05 compared with chemotaxis of eosinophils from control (untreated)
animals; *p <005 compared with chemotaxis of eosinophils from L-
NAME-treated animals.

H

10.2 +0.6 and 10.7 + 06 eosinophils /HPF, for control,
L-arginine and D-arginine, respectively; n =9).

4. Discussion

Our results clearly demonstrate that the chronic block-
ade of nitric oxide biosynthesis inhibits eosinophil migra-
tion both in vivo and ex vivo. The decrease in eosinophil
influx in vivo was due to nitric oxide inhibition since it
was observed only with L-NAME and the eosinophil
chemotaxis in vitro could be restored with L-arginine. As

the inhibition of the pleural cosinophil influx was indepen-
dent of the stimulus employed, these results suggest a
pivotal role for nitric oxide in eosinophil chemotaxis.

The acute administration of L-NAME inhibits both the
basal blood flow and the ['"'In]eosinophil accumulation
induced by the intradermal injection of zymosan-activated
serum and PAF in the guinea-pig cutaneous microcircula-
tion. The co-injection of vasodilators (sodium nitroprusside
and prostaglandin E,) reversed the inhibitory effects of
L-NAME, suggesting that the decrease in basal blood flow
is the mechanism by which L-NAME exerts its anti-in-
flammatory effects in the skin (Teixeira et al., 1993). A
similar mechanism of action has been proposed for the
decrease in plasma protein leakage caused by either acute
(Hughes et al., 1990; Ialenti et al.,, 1992; Teixeira et al.,
1993; Giraldelo et al., 1994; Paul et al., 1994; Mariani-
Pedroso et al., 1995) or chronic (Medeiros et al., 1995)
administration of L-NAME in different animal species.
However, the finding that the inhibition of éosinophil
chemotaxis persisted ex vivo indicates that the phe-
nomenon observed is due to a direct effect on the eosinophil
itself, rather than on the pleural vascular bed. Although the
eosinophils were obtained in two differnt cavities (pleural
and peritoneal), these cavities behave very similarly con-
cerning cell migration induced by PAF (Etienne et al.,
1989) and zymosan (Damas and Prunescu, 1993).

Several endothelial and leukocyte cell adhesion
molecules such as L-selectin, E-selectin, P-selection, Cd54
and CD102 are thought to modulate eosinophil interaction
with endothelial cells (Teixeira et al., 1995). P-Selectin
expression in the endothelial cells is attenuated by nitric
oxide donors (Gauthier et al,, 1994) and increased by
L-NAME treatment (Davenpeck et al., 1994). Whether the
inhibition of nitric oxide biosynthesis would lead to an
increased expression of adhesion molecules by eosinophils
and to a subsequent impairment of eosinophil chemotaxis
remains to be demonstrated.

Nitric oxide activates soluble guanylate cyclase, thereby
increasing intracellular levels of cyclic guanosine
monophosphatase (cGMP; Mellion et al., 1980). The role
of this second messenger in cell locomotion is controver-
sial since the accumulation of cGMP in both neutrophils
and mononuclear cells either stimulates (Sandler et al.,
1975; Anderson et al., 1986; Kaplan et al., 1989; Belenky.
et al., 1993a,b) or attentuates {Schroder et al., 1990; Bath
et al, 1991; Moilanen et al., 1993) the in vitro chemotaxis.
Although Beauvais et al. (1995) have shown that uncor-
ventional nitric oxide donors such as azide and hydroxyl-
amine inhibit apoptosis in isolated eosinophils and that this
effect is mimicked by permeable cGMP analogues, there is,
no evidence for the existence of this second messenger in
eosinophils.

Nitric oxide has other actions independent of cGMP
formation (Brune and Lapetina, 1989; Bolotina et al.,
1994). For instance, nitric oxide stimulates the ADP-ribo-
sylation of action in purified membranes of human neu-
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trophils (Clancy et al., 1994). Whether the inhibition of

cosinophil chemotaxis by chronic L-NAME reflects a de-
crease in the ADP-ribosylation of actin, and hence an
impaired eosinophil locomotion remains to be elucidated.

To date, there is no evidence that eosinophils are able to
synthesize nitric oxide. Our results clearly indicate the
presence of a functional nitric oxide synthase system. This
discrepancy probably reflects the technical difficulties in
isolating suitable amounts of eosinophils for enzyme pu-
rification.

Leishmania (Cunha et al., 1993; Stenger et al., 1994)
and other (Munoz-Fernandez et al., 1992; Petray et al.,
1994) parasites stimulate the expression of inducible nitric
oxide synthase by macrophages in vitro. Interestingly,
parasitic infections in vivo are classically accompanied by
eosinophilia. Our concept that nitric oxide synthesis plays
a pivotal role in eosinophil chemotaxis may provide an
explanation for the eosinophilis observed in these infec-
tions. Moreover, the fact that mediators found in inflam-
matory exudates such as bradykinin do activate niric oxide
synthase (De Nucci et al., 1988) further highlights the
potential role of nitric oxide for eosinophil migration.
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