GLAUCE APARECIDA PINTO VALBERT DE CASTRO #+

éﬁz% é/’}i?szrﬁiﬁyb ﬁz@’?ﬁ,&g?&fﬂﬁ& Q @ﬁ,Mﬁj} ,%&@}f ég{ 5@3;: WM
iﬁzf &M @YW@?V ?@m&m iﬁﬁfﬂﬂﬁ di W £ @?;mm
i& M%m MMM’% e, 25 do ahil dg 44506,

f.,sjjjf‘“g ?’W?

o

ESTUDO EXPERIMENTAL DO EDEMA E DA CONTRA-IRRITACAO PRODUZIDOS
PELA CARRAGEENINA EM RATOS.

Tese apresentada ao Instituto
de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, para a
obtencao do titulo de MESTRE
em Biologia na area de Fisio-
logia e Biofisica.

Orientador: Prof. Dr. URBANO MORATO FERRAZ MEIRELLES &«

CAMPINAS
-1986-

UMICAMP
ol InTErA CFMTHAL



Dedico
aos meus pais e

ac meu marido.



IT.

ITl.

IvV.

VI.

VII.

INDICE

Pg.

INTRODUGAOD ...... e et e N eon. 01
Inflamagao-Geral .......... C e et e 01
Generalidades sobre Carrageenina .........cc0vvu... 06
Contra-Irritacan vttt ettt tsereeeeennnennns 13
P OPOSTCa0 t ittt ittt ittt et e, 17
MATERIAL E METODOS ...vvirrrinnnnennn. s r e 18
Material: A, Animal ......... .. iiiiininn.n. v e 18
B. Medidor ............ s et e 18

C.=brogas ................................ 19

Metodos: A. Preparo dos Animais ..uvevuveneennnnns. 19
B. Preparo das Solucoes e Suspensdes ..... 20

C. Esquemas de Tratamento ........i 000000 21

D. Adrenalectomia ............. e 21

E. Imobilizacao ......covviiiiinniinnnnnn, 22

F. Produgao e Medidas do Edema ........... 22

G. Coleta de Fluido do Edema ............. 24

H. Elaborac¢ao dos Resultados ............. 24

I. Apresentagao dos Resultados ........... 24
RESULTADOS .. ittt ittt it eennnn e et e 26
DISCUSS A it ittt it ittt e ittt teetneatenannneenens 64
CONCLUSOES ...... e e ear e P + 10
SUMMARY Lttt it i ittt terensasssssrosnnsnansnnnanns 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. viir i nnnnnsnannnnnn 82



INTRODUCAO



INTRODUGED

I. INFLAMAGAO-GERAL

Atribue-se a John Hunter (1794) a concepgao do
processo inflamatorio como rea¢do do organismo 3 agressio,
corrigindo a idéia dominante na @poca de considera-lo como
uma entidade morbida em si propria. Como a maioria dos con
ceitos fundamentai§ da patologia, a inflamacdao € dificil de
ser definida (Spector & Willoughby, 1963).

Sendo um conjunto de mecanismos de defesa con-
tra agentes agressivos, genericamente chamados flogogenos,
de natureza quimica, fisica ou bioldgica, a inflamagao obje
tiva neutralizar, destruir e eliminar esses agentes, restau-
rando, idealmente, a estrutura e funcdo modificadas.

A consequéncia inicial do eét?muio eficaz pelos
flogogenos em determinada regiao envolve necessariamente a
microcirculacao e, a seguir, os tecidos circunvizinhos sen-
do, a reagao em geral, pouco especifica. Assim, observa- se
mudan¢a do calibre e da velocidade do fluxo sanguineo, au-
mento de permeabilidade vascular e efluxo de um exsudato ri
co em proteinas que se coleta no intersticio, de onde & remo
vido principalmente por via linfatica, cujo fluxo tambem auy
menta, nas areas de reacao.

Segue-se um conjunto de eventos cuja caracteris-
tica maior & a migracao de celulas para a area “atingida,

principalmente leucoOcitos circulantes, acompanhados de maior



ou menor numero de hemacias, em fungao do tipo e intensidade
‘'do estimulo.

0 sucesso da resolugdo completa depende portan-
to, n3o sd da natureza do flogdgeno, como também de sua esta
bilidade quimica e da persisténcia de sua agdo. A supura-
¢ao, ou uma reacdao granulomatosa crBnica sio as consequen-
cias mais comuns da agao persistente do agente agressivo.

Dentre os primeiros eventos reacionais dos teci
dos a agdo de agentes inflamatdrios esti uma fugaz vaso -
constricgao, considerada importante somente nas lesdes  tér
micas ou mecénica;,gobre a pele, (Allison e cols, 1955). Se-
gue-se uma di]atagﬁb de arteriolas e venulas, a abertura de
numerosos vasos de microcirculacao 0s quais, quando quiescen
tes, permanecem colabados, mas que sob estimulos, podem até
decuplicar o fluxo sanguineo na area de reag3o. Neésse estd
gio, o fluxo e ainda rapido e unidirecional sendo, algumas
horas depois, sucedido por reducdao da velocidade, estando
ainda os vasos dilatados, ocasido em que se desfaz a disposi
¢ao axial ou laminar de fluxo dos componentes sanguineos,
com marginagdo de células. Essas condigoes facilitam a inci
déncia de leucdcitos contra as paredes principalmente venula
res, de modo que, se suficiente a lesdo vascular, estas célu
las momentaneamente aderem ao endotélio, eventualmente trans
ferindo-se, por diapedese, ao intersticio. A vasodilatacao,
conquanto facilite, nao & a responsavel pelo escape de pro-
teinas circulantes, havendo circunstancias, como no exerci-
cio fisico, em que da microcirculacdo se dilatam amplamente,
sem que ocorra extravasamento anormal. A medida em que se

acumula 17quido no intersticio, o consequente aumento de



pressao pode-se transformar em fator importante do fluxo san

"guineo (Hurley, 1978). No edema de natureza inflamatoria o
efluxo de proteina plasmdtica do compartimento vascular so
ocorre atraves das aberturas ou "gaps", formadas a partir do
encurtamento de proteinas contrdteis no citoplasma das celu
las endoteliais de modo a alargar os espagos juncionais en-
tre endoteliocitos adjacentes, em alguns segmentos vascula-
res. Essas proteinas, semelhantes & actomiosina foram iden
tificadas em muitos tipos de células, incluindo as endote~
lTiais, desde a aorta ate capilares (Majno e cols., 1969) .
Tanto a histamina (H) como a serotonina (5-HT) ou a bradici-
nina (BDK) produzem efluxo venular de proteTnas plasmaticas
e ate a nivel de pequenas veias de 12-80 um de diametro, em
bora, nenhum desses autacOides pareca exercer essa acao soO-
bre capilares verdadeiros, isto &, aqueles de 5-6 ﬁm de di§
metro.

Nao ha explicacdo plausivel para a presencga sele
tiva dos "gaps" nos segmentos venulares da microcirculagao.
A causa primeira do efluxo de 1iquido vascular & conplexa.
Este, em certos tipos de lesao, inciia~-se imediatamente, su-
gerindo agao direta sobre os microvasos. Na inflamagdo pleu
ral produzida pela terebintina ou no edema de pata produzido
pela carrageenina o efluxo se limita a area venular ( Hurley
& Spector, 1965; Hurley & Willoughby, 1973) enquanto que nas
lesoes termicas moderadas e nas provocadas por raior X tam-
bem sao atingidos segmentos capilares. A estimulacdo direta
pode ser responsavel pela exsudagdao que ocorre imediatamente
apos a lesao, mas nao explica os efluxos que se iniciam se-

nao horas ou mesmo dias depois da lesdo, sugerindo fortemen-



te a existencia de etapas intermediirias.

A reabsorgao das moléculas de proteina do exsuda
to se faz essenciaimente por via linfatica. O0s linfaticos
capilares que comumente se apresentam colapsados, teém estru-
tura semelhante aos capilares sanguineos, entretanto com 0
endotelio mais fino e mais irregular, com membranas basal
ténue e, frequentemente ausente, existindo espagos {"gaps" )
mesmo em condicoes normais (Casley-Smith & Florey, 1961). Da
superficie externa dos linfaticos terminais emergem delica-
das fibrilas que sao unidas a varias fibras conjuntivas dos
tecidos adjacentes, de modo que quando se aumenta o fluido
no intersticio esSés "filamentos de ancoragem" na acepgao de
Leak & Burke (1968), exercem tracdo sobre as paredes 1infa-
ticas e, consequentemente, provocam sua dilatagao, distenden
do-os, aumentando o numero dos espagos intercelulares endo

teliais. Uma vez no interior dos capilares linfaticos o 1
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quido e a proteina extravasculares passam aos linfaticos ¢

o

letores passivamente, com auxilio de pressdo positiva dos te
cidos circunjacentes, acao de valvulas e, em alguns casos,
ajudados tambem pelas variacdes de pressdo intratoracica, uma
vez que nao se conhece a participagao da contracdo de pare-
des dos vasos linfaticos, no homem.

Ungar (1969) analisou a inflamagao, partindo de
agressoes de minima intensidade e duracdo, e o gradual recru
tamento dos numerosos e complexos mecanismos organicos soli-
citados para cumprir o objetivo final de neutralizagcao, eli
minagao e restauracado das condigoes morfo-funcionais de nor

malidade. Tipicamente, afirma, a inflamacdao € processo au-

to-limitado, o que se atribui 3@ intervencdo de inibidores do



sistema de proteases e de enzimas, como por exemplo <cinina-
"ses que poem fim a ac3o de proteases e seus produtos. Quando
o estimulo & de suficiente intensidade e duracao o complexo

sistema operativo pode ser esquematizado do seguinte modo:
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Esquema 1: Controle do processo inflamatorio pelo sistema
neuro-endocrino.

0 retangulo na parte inferior representa alguns componentes
do foco inflamatorio. O estimulo agressivo ativa a liberagao ce
lular de Kt e a penetracdo de Na+, a agao de proteases e a modifi
cagao da conformacao de proteinas celulares, com desorganizacgao
celular e Tiberagao de ativadores, enzimas e substancias ati
vas antes ligadas a proteina (Ungar, 1966).



Uma apreciacao extensa dos mecanismos neurais e
endocrinos envolvidos na reacao inflamatdria foi publicada
por Garcia Leme em 1981, com analise da participacdao da in-
sulina como pro-inflamageno, agao anti-inflamatoria do gluca

gon e envolvimento de sistemas neuro-sensoriais.

II. GENERALIDADES SOBRE A CARRAGEENINA

Dentre as substancias mais utilizadas para o es-
tudo da inflamacao experimenta1(e para analise de drogas po
tencialmente anti-inflamatorias estd a carrageenina (CRRG)
usada pela primeira vez por Robertson & Schwartz {1953).

A principal fonte de CRRG & Chondrus crispus, al
ga també@m conhecida como carrageenina, musgo irlandés, mus-
go de Carragheen, nome do local onde cresce em abundancia |,
nas costas da Irlanda, regiao de Waterford. 0 extrato da
alga Chondaus caispus foi pela primeira vez chamado de carra
geenina por Stanford em 1862, (citado por Di Rosa, 1972)

0 termo carrageenana e mais recente, e usado por varios auto
res a partir de 1950. Embora Chondrus crispus seja a princi
pal fonte de carrageenina, Di Rosa (1972), relata que mate~
rial de composicao semelhante e propriedades fisicas analo
gas foi também obtido de Gigartina Stellata, Hypnea musci-
formis, Rhodymenia palmata, Gracilania congervoides, Euche-
ma spinosum, Furcelaria festigiata, Gigartina acicularis, GL
gartina pistiflata, Gigarntina radula, Polydes rotundus e

Gigarntina ceplorhyncus. Em 1945 Tseng propos que o nome



carrageenana se restrinja a designar o polissacarideo ex~
‘traido de Chondrus chispus e Gigarntina stelflata,

Esse polissacarideo sulfatado obtido dessas duas
especies da uma fragiao chamada lambda-carrageenana insensi-
vel a8 agao do potassio, e uma fragao "kappa" que se gelifica
sob efeito desse Ton. Respectivamente lambda e "kappa" per
fazem 60 e 40% do D-galactose sulfatada e 3,6-anidro-D-galac
tose em quantidades aproximadamente equimolares, estrutura
ramificada, (0'Neill, 1955) peso molecular entre 1,8x105 e

3,2x105

(Smith e cols. 1954), enquanto que o peso molecular
de "kappa"~CRRG e Tgmbda~CRRG que compoem-se quase totalmen-
te de unidades D«gé]actose su]faéada (Smith e cols. 1955) es
t3 entre 4 e 7x10° (Smith e cols. 1954).

Muitos efeitos da CRRG foram atribuidos a estru-
tura polissacdrida e aparecem em varios outros compostos se
melhantes. Diferengas entre "kappa"” e lambda CRRG ocorrem
em varias situacoes que levam a impressdo geral de que lamb-
da & mais potente quanto a propriedades bioldgicas que a
"kappa" (Damas & Volon, 1982). A lambda & mais ativa como
irritante na produgao de respostas inflamatdorias tanto agqu-
das (Atkinson e cols., 1962) como cronicas (Mc Candless, 1965 )
bem como na atividade anticoagulante (Hawkins & Leonard ,
1962, 1963) e quando a toxicidade sistemica (Anderson & Dun
can, 1965). Quanto a indu¢do de granulomas por varios polis
sacaridos Mc Candless (1965) verificou que as peculiaridades
da CRRG dependem de, primeiro, ser a galactose a principal
hexose com ligagao 1 ——> 3 ou alternando 1 —» 3 e
I ——> 4, e segundo, C, nao pode ter substituinte. A con

figuracao da galactose & irrelevante quanto a estas proprie-



dades.

A produgao de CRRG consiste de extracao, purifi-
cacao e isolamento. As especies do genero Chondrus e Eu-
chema que formam a maior parte da CRRG usada por nds, cres-
cem nas costas da America do Sul e do Norte, Europa e ilhas
do Pacifico. Depois de seca ao sol ou mecanicamente, & Tla-
vada e misturada com agua doce e alcalinizada, o que facili-
ta sua extracdao e aumenta a estabilidade. Feita a extra-
cdo, o residuo & separado por filtracao. Ele contém 1% de
CRRG que € concentrada por evaporagdo até obter uma goma com
2-3% a qual se acrescenta alcool isopropilico onde a CRRG &
insolivel e da quaifé extraida, secada e moida. Segue-se a
purificagao em carvdo ativado, separacdo em partidas, cujas
amostras sao analisadas no laboratorio. Conhecidas as pro-
priedades de cada partida, sao elas misturadas em proporcoes
tais que lhe confiram as caracteristicas desejadas. 0 po
seco & embalado em sacos de polietileno e constituem o mate
rial disponivel para seus varios usos. As CRRG sdo pos de
cor marron claro que se revelam, sob pequeno aumento ao mi-
croscopio, como particulas semelhantes a fios curtos ou flo
cos finos. Sendo misturas de polimeros, sua densidade va-
ria, geralmente em torno de i,?g.cmm3 e sao sollveis em agua
quente, acima de 75°¢C (Guiseley e cols., 1980).

A reatividade quimica das carrageeninas se deve
primariamente aos grupos sulfatos-ésteres R~0~SO§ que  sao
fortemente amionicos. 0 acido livre e instavel e o que es-
ta disponivel comercialmente sao sais de nat, kT e ca™™ ou,

mais frequentemente, misturas deles. Os cations associados

juntamente com a conformagao das unidades de aglicar na ca-



deia polimérica determinam suas propriedade fisicas. Assim
"kappa" e "jota", mas ndo a lambda carrageenina formam g&is
em presenca de Tons potdssio ou jons c3lcio. A reatividade
com proteinas, entretanto, ocorre tanto com as carrageeni-
nas que gelificam como com as que nao o fazem. Na maioria
dos casos, se nao em todos, ocorrem interacoes Jon-Ton entre
grupamentos sulfato da carrageenina e 0s grupos carregados
das proteinas. A reacido depende do ponto isoeletrico da pro
teina, do pH do meio, dentre outros fatores.

A repetitividade dos componentes nas varias car

rageeninas pode ser representada simplificadamente da seguin

te forma:
3838 4A]oc 3b18 4A10L 3818 4A}a
D-galactose \ A
Unidade B D-galactose-2-sulfato A
D-galactose-4-sulfato K Jd
D-galactose 2,6 disulfato A
Unidade A  3,6-anidro-D-galactose K

3,6-anidro~-D-galactose-2-sulfato

A carrageenina & um composto extraordinariamente
interessante pelo amplo espectro de interferencia com siste -
mas bioldogicos. Sua utilizagdao principal em pesquisa &, sem

divida, na producao de edema inflamatorio agudo e, como dis
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semos, frequentemente utilizado em testes de substancias an
ti-inflamatorias (Winter e cols., 1962). Apds sua injecdo
parenteral, da origem a uma resposta aguda exsudativa (ede-
ma) e uma resposta tardia, cronica de natureza granulomato-
sa. Na fase aguda, ocorre pronunciada migracao celular,en
quanto que o granuloma & caracteristicamente de baixa proli
feragao celular e baixa frequéncia de penetracao de novas
celulas. Segundo Di Rosa, a migracao celular se inicia vir
tualmente na segunda hora, quando ja se pode surpreender
10 a 20 células por campo de alta resolucdo (c.a.r.). A
quarta - hora 0 exsydato ja e abundante, encontrando-se em
torno de 100 celulas por c.a.r,; sendo representadas princi
palmente por polimorfos nucleares leucOcitos (PNL) e mono-
cleares (MN) na proporg¢ao aproximada de 70:30 respectivamen
te e ainda, ocasionalmente, macrofagos e fibroblastos. A
sexta hora o aspecto da area de reagdo ndo se modificou mas
ja se contam 150 ou mais células por c.a.r., mantendo-se a
relacdao entre os tipos ce¥uiéres (Di Rosa, 1972). E princi
palmente na fase Que vai da 59 a 69 hora que se testam 0s
potenciais agentes anti-inflamatorios (Di Rosa e cols. s
1971).

0 granuloma produzido pela injecao de CRRG & ca-
racteristicamente rico em colageno. Atinge tamanho maximo
em aproximadamente uma semana, @ completamente reabsorvido
por volta da 469 semana (Jackson, 1957 e Slack, 1957), sen-
do por volta do 149 dia atingida a concentragao maxima de
colageno, que de inicio se deposita nos microssomas.

A implantagao subcutanea de comprimidos de CRRG

em ratos {(Atkinson e cols., 1962; Boris e Stevenson, 1964)
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produz abcesso subcutaneo, cujas caracteristicas foram estu
" dadas por esses autores.

Pequenas quantidades de CRRG injetadas dao ori -
gem a anticorpos que sdo especificos quanto as formas estru
turais "kappa" e lambda, enquanto que os animais sensibili-
zados mostram alteragdes nas respostas granulomatosas que
passam a ser predominantemente hemorrdgicas, com menor par-
ticipagao de colageno (MacCandless & cols., 1967). Adminis
trada por via intravenosa ou intraperitonial repetidamente,
a CRRG produz sensivel inibig¢3ao da reagio de Arthus em ra-
tos ou cobaias, porém a inibicdo do sistema de complemento
S0 se consegue com\doses tﬁxicasl como por exemplo 100 mg
por rato, condigao em que os animais ja exibem franca letar
gia. Também reacgoes de hipersensibilidade retardada s3io i-
inibidas, o que se atribue a inativagdo sobre macrofagos ,
que sao hiporeativos aos fatores liberados por 1linfdcitos
sensibilizados ou na reacao antigeno-anticorpo (Humprey |,
1967). E possivel que essa acgao inibidora da hipersensibi-
lidade retardada decorra também do exaurimento que a CRRG
produz sobre o fator Hageman, depois de exercer sobre este
uma fugaz ativagao (Schwartz &'Ke1iermeyer, 1969).

As varias carrageeninas tém agao anticoagulante,
sendo a lambda-CRRG mais poderosa quanto a esta agao, che -
gando a exercer quinze avos de ag¢ao da heparina na duplica-
cao do tempo de trombina, tanto no plasma de homem como de
cao. Anderson & Duncan, (1965) afirmam que os primeiros e-
ventos da cadeia de reagoes da coagulacdo sanguinea 530

tambem afetados pela CRRG.
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Tanto "in vitro" como "in vivo", em varias espe
cies animais, a CRRG inibe o sistema complemento hemoliti-
co (Davies, 1963, 1965), pelo bloqueio que exerce sobre a
ancoragem de C'1 na superficie de hemacias sensibilizadas,
ou por interferencia com o componente de C' que precede a
fixacao de C'1,

Incubando-se substratos plasmaticos com CRRG pro
duzem-se cininas através da ativacao de um processo proteg
Titico (Rothschild & Gascon, 1966). Se o plasma ou  fra-
¢0es plasmaticas forem previamente aquecidos a 5690C por
tres horas, procedimento que destrdi o "calicreinogeno"
(Schachter, 1956); ainda ha produgao de cininas, sugerindo
utitizagdo da via precursora da plasmina (Di Rosa & Sorren
ino, 1968), via esta que também & ativada pelo. . fator
Hageman (latridis & Ferguson, 1965).

| A pronunciada hipotensﬁo arterial provocada pe-
la CRRG quando administrada por via venosa (Di Rosa &
Sorrentino, 1970; Noordhoek & Bonta, 1972) e que & franca
e totalmente taquifilatica, n3o se deixa afetar por antago
nistas de receptores H] (da histamina) mas pode ser aboli-
da por anti-proteases, razao pela qual € atribuida 3 ac3o
de cininas. Sabe-se entretanto que uma combinagdo, e S0
a combinacao, de antagonistas de receptores da histamina e
da sserotonina inibe o edema dos primeiros noventa minu-
tos da administracdo da CRRG, inibicao que também ocorre

com tratamento prévio pelolcompostﬁ 48/80.
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ITI. CONTRA-IRRITACAO

Uma substancia anti-inflamatdoria ativa seria pro
duzida no local da irritacao (Robinson & Robson, 1964) poden
do, na dependencia do tecido inflamado, aparecer no sangue ,
controlando entdo todo processo, limitando-o, n3o s0 no lo-
cal, como também & distancia.

Agentes irritantes, como o formaldeido, o acido
acético, solugbes hipertonicas, injetados intraperitonialmen
te, reduzem a seyeridade de uma inflamacao local. Tal nao
decorre de estimu]égéo adrenal é.provave1mente também nao de
pende da dor. Decorreria de drenagem de fluido plasmatico
para a cavidade peritonial, competindo assim com a formacao
do edema na pata (Jori & Bernardi, 1966). Mede-se nessas
condigoes diretamente um aciimulo de fluido na cavidade peri
tonial (azul de Evans). Sugere-se também que drogas como o
acido acetil-salcilico podem afetar o edema local em determi
nada condigao experimental n3o so por seu efeito anti-infla-
matorio como tambem por sua agdo irritante (Jori & Bernardi ,
1966).

Tambem Laden e cols. (1958) sugeriram que do 1o
cal onde se introduziu um agente flogogeno se libera um prin
cipio capaz de exercer ac¢dao anti-inflamatoria a distancia .
Rindani, ja em 1956 havia afirmado, com base experimental, a
existencia de uma substancia de natureza nao-esteroide que,
surpreendentemente, nao se pode encontrar no soro desses ani
mais injetados com um irritante, Billingham e cols., 0969).

Ja em 1901, Winternitz mostrou que administrando
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se 0leo de santal a coelhos, esta substancia, que se sabe
produziu irritagao gastrica, provoca inibicao da resposta
inflamatoria produzida pelo veneno de abelhas, no saco con-
juntival. Também a reacdao conjuntival ao o0leo de mostarda
pode ser inibida, em coelhos, pela injegdao de caolin ou pelo
carvao animal, ou ainda pelo proprio 0leo de mostarda, e que
tal inibicao coincide, até certo ponto, com presenca de 1le-
soes peritoniais.

0 primeiro trabalho de valor cientifico sobre
o fenomeno de contra-irritagdo foi publicado em 1885 por
Gillies (citado por Bonta, 1978). Todavia o procedimento
de se combater clihicamente a inflamagdo em determinado 1lo-
cal do organismo provocando-se irritacao em outro local e,
provavelmente, o mais antigo dos metodos para aliviar a dor,
sintoma frequentemente mais importante nos processos inflama
torios localizados.

Varios estudos mostraram que nao ha possibilida
de de participagao significativa de corticosteroides no pro
cesso de contra-irritagao, atraves da estimulacdo do sistema
hipofise-adrenal, pelo estresse do proprio processo irritati
vo (Bonta, 1978). Esse efeito anti-inflamatorio produzido
pela injecao de um irritante em local remoto foi demonstrado
em animais hipofisectomizados e/ou adrenalectomizados sendo
que pelo menos em um estudo demonstrou-se que ratos adrena-
lectomizados respondem com aumento em vez de inibicao da con
tra-irritacio (Atkinson & Hicks, 1975; Cygielman & Robson,
1963; Goldstein e cols., 1967; Horakova & Muratova, 1965 ;
Laden g cols., 1958; Robinson & Robson, 1964). Portanto 0

efluxo de corticosterdides nao & necessario para que ocorra
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contra-irritacgao, nem para que se produza o exsudato com ati
‘vidade anti-inflamatoria, embora em uma investigacao (Garcia
Leme & Schapoval, 1975) essa atividade sO se tenha manifesta
do em presenca de adrenais nos animais de experiéncia. Em
varios outros trabalhos ha evidéncia de que nio se exigenm me
canismos mediadores ligados ao adrenocortex (Billingham e
cols., 1969; Bonta & De vos, 1969; Bonta & Noordhoek, 1973).
Qutro forte argumento contra a participacao de substancias
secretadas pelo adrenocortex na contra-irritacao & que no ra
to o principal esteroide da adrenal & a corticosterona que
tem um efeito anti-inflamatorio fraco. Di Pasquale e Girerd
mostraram (1961) qde exsudato inf]amatério de ratos adrena-
lectomizados exibe propriedades contra-irritantes ainda maig
res que de animais normais.

Tambem a adrenalina tem sido proposta como res-
ponsavel pela reacgao contra-irritativa ja que realmente tem
propriedades anti-inflamatorias (Brown & West, 1965; Green,
1972). Bonta & De Vos (1968) demonstraram atraves de bioen.
saios a possibilidade da adrenalina participar como substan-
cia que, ligada a proteina do exsudato inflamatorio, produz
anti-inflamacdo.

Quanto & CRRG, que inibe a reacao inflamatdria e
demagenica provocada por si mesma, foi proposto (Rocha Sil
va e cols. 1969) que a exaustdo do bradicininbgeno seria cau
sa da supressdo da resposta edemagénica, -deixando insuficien
te substrato para que a enzima, ativada a distancia, pudesse
executar a reagao de clivagem gerando o mediador. Essa hi~
potese tem entretanto sido negada por outros autores (Noord-

hoek & Bonta, 1972).
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Outro sistema cogitado para explicar a contra-ir
'ritagéo foi o compiemento, que se esgotaria também, face a
solicitagoes multiplas de varias inflamacdes simultaneas.
A irritagao tecidual pela CRRG realmente fixa C'} no local ,
(Willoughby e cols., 1969; Di Rosa e cols., 1971) reduzindo
sua disponibilidade e dos demais componentes da cascata en
outros locais do organismo atingidos pelo agente inflamatdo -
rio. A administracao de CRRG i.p. ou s.p. promove deplecdo
sistemica do complemento embora esta parega Ser uma agao pr§
pria da CRRG e nao de todos contra-irritante (Noordhoek &
Bonta, 1974). A]ém‘da fixagao local do C' a carrageenina
também inibe C', (Davies, 1963).w

| Com a generalizagao do conceito de que toda subs
tancia irritante € potencialmente capaz de produzir ﬁnibigﬁo
de processos inflamatorios, qualquer nova substancia suposta
mente anti-inflamatoria deve ser analisada quanto a capacida
de de produzir irritacdao tecidual.

A notavel complexidade do processo inflamatdorio,
seja quanto as caracteristicas do agente provecador, seja em
relacdo ao tecido diretamente envolvido, ou ao organismo. co
mo um todo, respondendo com recursos adicionais aos estimu-
los de intensidade-duracao variaveis, permite antecipar as
dificuldades proprias do estudo da contra-irritagdo, na medi
da em que se insere no conjunto de reagdes homeostaticas, 1i
mitantes ou moderadoras da propria reacao inflamatoria.

A inibigac em uma area distante ndo se restringe
a processos agudos. Dentre o0s processos experimentais, a
formacao do granuloma pela implantagdo do “"pellet" de algo-

dao, ou pela carrageenina, e mesmo a cicatrizagao de feridas,
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ou ainda o componente artritico da doenca auto-imune provoca
" da pelo adjuvante de Fﬁeud sao todos susceptiveis de inibi-
¢do por meio de reagdo irritante (Hicks, 1969; Robinson e
Robson, 1964; Goldstein e cols., 1967; Selye e cols., 1969;
Cygielman e Robson, 1963).

Proposigao - Considerando o exposto, decidimos estudar as ca
racteristicas do edema produzido pela carrageenina no rato,
reavaliando alguns pontos discordantes principalmente a in-
fluencia de processos inflamatorios de decurso simultineo.
Decidimos, face a reconhecida complexidade do assunto, evi-
tar ao maximo a in;rodugéo de drogas nos experimentos, acei
tando as 1im1tag6é$ (restrigﬁes)rque estas tem trazido a in
terpretacao de numero imenso de estudos, como consequéncia
tamb@m do conhecimento incompleto que se tem quanto dos fa-

tores endogenos por elas liberados, ativados ou inibidos.



METODO
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MATERIAL E METODO
I. MATERIAL

A. ANIMAIS
Foram utilizados (.585) ratos Wistar, machos ou fg
meas, pesando 100 a 140g, procedentes do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto e Bio-
terio Central da UNICAMP.
~ B. MEDIDOR
Foi construido na Faculdade de Medicina da USP de
Ribeirao Preto, totalmente de vidro e conexdes de borracha ,

de acordo com o modelo usado a muitos anos naquela Institui-

cao (Fig.01).
c

N DOMBA DE
VACUO

Fig.01 - Esquema do Pletismografo - A: cuba para imersdo.
B: tubo com escala graduada. C: reservatorio da so
fugao de lauril-sulfato de sodio. D: jungao de bor
racha onde se insere agulha e seringa para ajuste do
zero. N: nivel da solucdo (segundo Windere cols.. ,
1957).
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C. DROGAS
Abreviaturas Procedencia

Rcido acetico glacial..e e vsovnnnnenunnnn.. Merck
Bifosfato de histamina...... (H}..ooovvonn Sigma
Carrageenina................ (CRRG)........ Marine Colloids
Carbonato de sﬁdio.....,....(NaZCOS) ...... Baker
Cloreto de sodio............ (NaCl)........ Baker
Cloridrato de papaverina....{(PAV)......... "BDH"
Cloridrato de tetracaina....(TTRC)........ Hoechst
Dextran 40.................. (DXT) ......... Darrow
Etanol . .. i i e e, Baker
Eter anestésico..:: ............. e Rhodia
Formaldeido................. (FRM)..... ....Alba
Indometacina................ (IDMC)........ Merck Sharp & Chome

IT. METODOS

A. PREPARD DOS ANIMAIS

Lotes de quarenta animais trazidos ao Jaboratd-
rio foram transferidos para caixas plasticas de 40 x 25 x 20
cm contendo palha de arroz como cama, oito animais por cai-
xa, foram marcados na cauda e pesados diariamente. A esco-
Tha dos animais que comporiam os lotes experimentais foi fei
ta por casualizacgao, havendo entretanto descarte daqueles
que se mostravam discrepantes quanto ao ganho de peso. Apds
esta escolha, eram separados, agora cinco em cada caixa e
mantidos no laboratorio até o momento em que se procedia a
medida dos valores iniciais das patas, de modo que a aplica
¢ao da CRRG se fazia sempre por volta das 09:00 horas. Doze

horas antes do experimento retirava-se a racdo solida. Ini-
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ciada a fase inflamatoria, permaneciam também sem acesso a

‘agua.

B. PREPARO DAS SOLUGUOES E SUSPENSDES
Carrageenina para aplicagao subplantar: para ob-
ter suspensao facilmente homogenizavel, 25mg de CRRG eram

pesados e adicionados a 2 ml de soro fisioldgico (SF) e 3ml
do mesmo soro colocados sobre o po, aguardando-se alguns mi
nutos para sua hidratacao. Finalmente o material era homoge
nizado por meio de um misturador eletrico. A suspensdoc de

CRRG era preparada sempre em NaCl 0,9%, salvo quando indica
do, agitada antes da aplicacao etre-agitada entre a adminis-
tracao a um e outro lotes. A administracao subplantar de
CRRG marca o tempo zero em todos os experimentos. A mesma
suspensao foi usada para as aplicagoes subcutaneas.

Carrageenina para aplicagao intraperitonial: foi
diluida em SF a partir da suspensdo padrido descrita, e admi
nistrada na dose de 4,5 mg.Kg".

0 dextran e o bifosfato de histamina foram prepa
rados em agua destilada. A indometacina foi preparada en
solugao aquosa de carbonato de s6dio a 2% acrescida de 1 ml
de etanol. Essa mistura diluidora foi administrada tambem
ao grupo controle.

Extratos de plantas: os extratos foram obtidos a
partir de po de folhas selecionadas de Sissus  sulcicauldis
Planch. (Fam. Vitaceae) (CSS), Senecio agsricanus Hort. ex
Poir. (Fam. Compositae) (SEN) e de pétalas de Brugmansia
suavecfens Bercht. & Presl (Fam. Solanaceae) (BRUG) secas

em estufa. A extragao foi feita em solugdao aquosa de NaCl
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0,9% na proporcao de 100mg do po para 10 ml, sob fervura
branda durante 5 minutos. 0 material assim obtido foi fil-
trado em papel, o volume reconstituido para 10m1 foi injeta-
do intraperitonial (I.P.) ou intravenosamente (I.V.) apos

equilibrio com a temperatura ambiente.

C. ESQUEMAS DE TRATAMENTO

Os tratamentos intraperitoniais foram feitos em
trés aplicag¢oOes, nos tempos -1/2, 0 e 1/2 horas (tempo zero
correspdndente a injegao subplantar de CRRG) em volume de
0,4m1 por ap1€cag§o, com excecgao dos extratos de plantas que
foram injetados sempre 0,3ml pof aplicacao. As administra-
goes I.V. dos extratos foram feitas uma hora depois da CRRG
subplantar e a IDMC e seu solvente aplicados 30 minutos an-

tes da injecao subplantar.

D. - ADRENALECTOMIA

Apos tricotomia na regiao a ser aberta, e com os
animais levemente eterizados, foi feita uma {Onica 1incisao
na pele da regiao media dorsal e rebatida a pele, divulsao
da camada muscular a nivel da Ultima costela. Fenestrado o
peritonio e expostés as glandulas adrenais foram estas Tlogo
excisadas completamente. Recomposta a musculatura, foi da-
do um ponto de sutura na pele. No periodo pds-cirlirgico os
animais receberam alem da dieta normal, solucgdo aquosa de
NaCl 0,9% em substituicao a agua de bebida. Quatro dias de-
pois da adrenalectomia tinha inicio a fase inflamatoria do
experimento, ao fim da qual os animais foram necropsiados

para confirmagao de ausencia das adrenais.
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E. IMOBILIZAGAQD (IMOB)

Vinte animais foram divididos em dois grupos, con-
trole e IMOB. Neste iltimo, foram mantidos em jejum por tem
po variavel de acordo com o procedimento experimental, e
logo a seguir anestesiados pelo eter, imobilizados indivi-
duaimente em uma tela de arame, de modo gue os quatro mem-
bros ficassem presos, perpassando os orificios da tela. As
telas foram entao fechadas em volta do corpo do animal e pre
sas com fita adesiva, cuidando-se para ndo induzir prejuizo
respiratorio. Os animais assim "telados" foram mantidos sus
pensos por meio dg dois fios que permitiam um minimo de osci
lagdo, em ambiente com temperafura entre 24 e 28°C e em Tumi
nosidade permanente, sem acesso a agua ou alimento solido. O
grupo controle constituido de duas gaiolas com cinco animais
foram retirados da tela, repesados, divididos tambem em dois
grupos de cinco animais e a sequir todos, controle e [IMOB ,
receberam CRRG subplantar e a metade deles, cinco controles
e cinco IMOB'receberam adicionalmente CRRG por via intraperi
tonial.

Imediatamente depois das medigoes pletismografi-
cas os animais foram sacrificados, a cavidade abdominal foi
aberta, os estomagos retirados e examinados sob lupa, de a-
cordo com o0 procedimento descrito por Brodie & Hanson (1960).
Seguindo a orientagao destes autores, as lesoes foram avalia

das apenas qualitativamente.

F. PRODUGCAO E MEDIDA DO EDEMA
0s animais foram injetados sempre as 09:00 horas

da manha com O,1ml de suspensao de CRRG a.0,5% em NaCl 0,9%.



23

0 material para injecao, perfeitamente limpo e seco, seringa
de insulina, agulha 20x5 foi carregada com 0,1m1 da suspen-
sao recem-homogeneizada. A superficie plantar foi limpa
com auxilio de algod3ao embebido em 3lcool 70%. Feita a apli
cagao na pata direita ou na esquerda, ou em ambas, conforme
indicado, na retirada da agulha fazia-se compressao sobre o
ponto de penetragao, durante alguns segundos.

A primeira leitura era efetuada trinta minutos
antes da aplicagao da CRRG por via subplantar. A segunda
leitura foi efetuada sempre trinta minutos depois da adminis
tracao da CRRG e, as demais, nos tempos 1, 2, 3, 4, 5 e 7
horas contadas sempre a partir do momento da aplicagao do
agente flogogeno. Ao longo do experimento os animais foranm
mantidos em jejum, a temperatura ambiente, de aproximadamen-
te 25°C.

As medidas foram efetuadas imergindo-se a pata
ate a marca previamente feita com tinta, a nivel da articula
¢do tibio-tarsal. O intervalo das medidas entre um e outro
animal e de aproximadamente um minuto, tempo necessdrio ape
nas para retornar o animal a caixa, efetuar a sucg¢ao da sus
pensdao de lauril-~sulfato e recolocar esse 1Tquido ajustaan
o no nivel adequado, na cuba de imers3o.

A confiabilidade das leituras efetuadas foi rea-
valiada periodicamente por meio de um padrao, constituido
de uma barra cilindrica de metal, niquelada, contendo dois
sulcos em anel delimitando dois segmentos o0s quais, imersos
na cuba do pletismdgrafo, provém medidas riapidas cujas  mé-
dias e desvios indicam a precisao e exatidao dos valores for

necidos pelo aparelho.
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G. COLETA DO FLUIDO DO EDEMA

Tres animais, 1 hora depois da injecao de CRRG
s.p., foram gentilmente contidos, suas patas posteriores co-
locadas sob a lupa com a superficie plantar voltada para ci
ma e, pelo orificio da injecdo subplantar prévia, se observa
que o 1iquido do edema emerge espontaneamente., Por meio de
uma pipeta Pasteur, aspirou-se delicadamente este fluido. A
compressao da pata para acelerar a saida de 17quido provoca
efluxo de material soro-sanguinolento, e foi por isso evita-
da. A emergencia do fluido pode ser acelerada quando a pata
do animal e colocada em sua posé;éo normal. Feita a coleta
0,1m]1 do materiai‘obtido foi transferido da pipeta Pasteur
para uma seringa de insulina e administrado por via subplan-
tar a outro animal, no tempo correspondente a uma e meia ho

ras.

H. ELABORACAQO DOS RESULTADOS

0 volume do edema & sempre a diferenca entre Vt
e V., isto e, entre o volume do edema em dado instante e o
volume obtido trinta minutos antes do infcio do experimento.
Assim, cada cinco leituras d3ao origem a media de um grupo,
naquele tempo, que correspondera a um ponto nos graficos que

mostram a evolugao do edema naquela condigdo experimental,

I, TRATAMENTO BOS RESULTADOS E APRESENTACAQ

GRAFICA
Fator de conversao: pipetando-se 1ml da solugdo
Tauril-sulfato de sodio e colocando na cuba A completada até

o nivel N da cuba de imersdao (Fig. 01), o volume da massa 17
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quida deslocada foi lido diretamente na haste horizontal gra
duada. A média de cinco valores assim obtidos foi usada co-
mo fator de conversao (f) sendo todas as leituras feitas com
aproximacao de uma casa decimal, obtida a diferenca V' en-
tre os volumes Tido (Vt) e o inicial (VO) e multiplicando
por f/1000 obtéem-se o volume do edema, diretamente em micro

titros.

onde:
]
V(micro}itros) =Y X 1000 Vi = Vt - V0
f = fator de con
versao

A evolugao do edema de pata pode ser rigorosamen
te acompanhada na fase aguda por meio das curvas pbtidas.pe-
la uniao dos pontos de leitura nos tempo 1/2, 1, 2, 3, 4, 5
e 7 horas, sendo cada ponto média de cinco medicbes o0 que @
classico em estudos dessa natureza. A analise de significan
cia da diferenga entre as curvas foi feita considerando duas
curvas diferentes entre si quando tres ou mais pontos medi
dos diferirem significativamente a nivel de 5%. Esta ana-

lise, foi feita pela aplicacdo do teste "t" de Student.
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RESULTADOS

Baseados em observagoes anteriores suspeitavamos
de que concentragoes de cloreto de sodio no solvente de
CRRG pudesse afetar a intensidade do edema. A Fig.02 mos-
tra os resultados obtidos da administragao de 0,5mg  de
CRRG nas patas direitas de ratos, volume da solucgdo 0,iml,
concentracgoes de NaCl variando de 0 a 1%. Apesar dos re-
sultados das curvas C e D podemos observar que 0s edemas sao
inversamente porporcionais a concentraciao do NaCl do sol -
vente. Notar que a curva D, discrepante, @ a Unica em que
o solvente e hipertonico.

Para uma mesma concentracao do cloreto de sodio
analisamos a influencia da variacac de volume de sua solugao iso
tonica na cavidade peritonial. A Fig.03 mostra os resulta -
dos obtidos quando essas so1ug6es foram aplicadas por tres
vezes consecutivas a tres grupos de cinco animais, nos vo-
lumes: 0,1 , 0,3 e 0,4m1 e um quarto grupo, para efeito
comparativo recebeu 0,4 ml de CRRG. Observar que a partir
da segunda hora estabelece-se uma estrita correlagao volu
me-efeito como mostram as curvas A, B e C.

Foi estudado o efeito da administragao intrape-
ritonial de CRRG sobre o edema de pata, padrao, isto e s
0,5 mg dessa substancia em 0,1 ml de SF por via subplantar.
Foram utilizados quarenta animais em dois experimentos.
No primeiro, um mesmo volume de suspensac de CRRG conten-
do zero, 0,2, 0,4 ou 0,8 mg por quilo foi administrado com
duas repetigoes, nos tempos -30, zero e 30 minutos. No se

gundo experimento, tambem com vinte animais, em tudo seme-
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thante ao anteriér, exceto quanto a dose total que foi man-
tida constante, os volumes, variaram de 0,2, 0,5 a 0,8 ml.
O0s resultados podem ser observados nas Figs. 04 e 05.

Observa-se que com zero, 0,2 e 0,4 mg de CRRG
mantem-se a relacgdo concentracio-efeito enquanto que as i-
nibi¢des produzidas pela variagao de volume manteém tambam
proporcionalidade direta. Neste teste, 0,4mg, parece ser
uma concentragéo'méxima em relagao ao especifico efeito

considerado,
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Os resultados do experimento mostrado na Fig.06
‘confirmam integra!mente o esperado: o solvente da CRRG, SO
Tugdo de pH alcalino, contendo pequena fragao de etanol, i
nibe parcial, porém significativamente o edema de pata. A
IDMC nesse solvente acrescenta significativa inibicao (cur
va C) que nao pode ser aumentada com a dose (curva D).

Esse mesmo solvente administrado pelas vias I.P.
e I.V. produziu graus diferentes de inibigao de edema, co-
mo se pode observar na Fig.07 que mostra também o .= efeito
da IDMC na mesma concentragéo do experimento anterior, po-
dendo-se observar o atraso no desenvolvimento do edema bem
como a ausencia do caracter?sticd pico maximo na terceira
hora.

0s extratos de Cissus suleicaulis (CSS) e  de
Brugmansia suaveolfens (BRUG) pelas vias intraperitonial
(ndo mostrado) e intravenosa (Fig.08) produziram inibicao
significante do edema pela CRRG. Senecio africanus (SEN),
por estas duas vias, produziu um atraso no desenvolvimento
do edema, com pico na quarta hora. Verificamos atraves da
analise destes resultados que houve semelhanga dos efeitos
obtidos com os extratos, pelas duas vias utilizadas, I.P.
e I.V., mostrando que o edema maximo & significantemente i
nibido pelo extratos aquosos, e que os efeitos provocados

pelas tres plantas n3o diferem estatisticamente entre si.
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Podemos verificar pela Fig. 09 que existe um es-
“trito paralelismo entre as respostas obtidas no desenvolvi =
mento do edema que ocorre por conta dos estimulos aplicados,
ou seja, por diferentes concentracées de CRRG e SF, I.P.

Comparando a curva A (CRRG Img) com a curva B
(0,5mg), embora as diferengas entre elas nao tenham sido sig
nificantes no nivel escolhido, P < 0,05, observamos que 0
edema foi sistematicamente menor a partir da primeira hora.

Constatamos que a.resposta biologica as injecdes
I.P. se mostra de tal forma constante que se pode apreciar
uma reducao realmente gradual quando analisamos 85 curvas
na ordem A, B, C e‘D. Isto demonstra uma verdadeira relagao
estimulo-efeito incluindo como estimulo, manifestagcao endoge
na a agressao, juntamente com a variacdo da concentraciao de
CRRG.

Esse experimento mostra também que quando a ca-
pacidade de resposta inflamatoria dos animais & otima, nao
ha aumento de resposta quando'se passa de 0,5 para 1mg de
CRRG em 0,Iml injetada na regido subplantar do rato.

As Figuras 10 e 11 mostram resultados dos espe-
rimentos em que o efeito do SF administrado por via subcu-
tanea foi comparado com o da sua aplicacdo intraperitonial ,
analisa o efeito real do componente injetado, em relagao as
respostas inibitorias eventualmente produzidas pela manipula
cao do animal (contengaoc), bem como a dor provocada pelas in
jecoes. Sobre o mesmo tema realizamos mais dois ~experimen-
tos nos quais a agressao ("stress") aguda da imobilizacao
mostra como se modificam as respostas edematdgenas na pata,

prod&zidas pela CRRG. As curvas B, C e D nas Figuras 10 e
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11 diferem dos respectivos controles em ambos experimentos ,
nos quais, entretanto nao diferem entre si, demonstrando que
a inibigao produzida nessas condicoes ndo vai além dos ni-
veis atingidos, e que decorreu muito mais da agressao do pro
cedimento experimental. O0s resultados que se podem observar
nas Figuras 12 e 13 confirmam e completam os anteriores re-
velando mais uma vez a importancia de fatores ligados ao
"stress" sobre a reacgao de um organismo 3 presenca . de um
agente flogdogeno. Observa-se através da curva C (Fig. 13) co
mo sao aditivos os efeitos dos componentes quimicos e mecé

nico-metabolico.
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Podemos observar pela Fig. 14 que a reatividade dos
animais a CRRG subplantar & baixa porém os volumes de edema
se mantém estritamente proporcionais 3s concentragoes do flo-
gogeno. Findo o experimento, os animais foram anestesiados
pelo eter e sacrificados por seccao dos vasos do pescogo, ppg'
cedendo-se exame geral macroscopico das visceras abdominais e
toracicas. Ainda, comparando-se a curva D com os resultados
homblogos das Fig. 10 e 11 por exemplo, podemos observar a
grande variagao na resposta edematdogena & mesma dose {0,5mg )
de CRRG, nesses tres lotes de vinte animais.

Quando sucede, por razoes proprias do animal, que
a responsividade ac agente flogégeno esteja reduzida, o feno
meno € bastante homogéneo para aquele lote de animais, o que
mostra a Figura 15. Com efeito, observamos que a dispersao
dos valores em torno da media e pequena, embora a depressao
geral das respostas seja notavel. 0 coeficiente de variacao
(CV) (Ipsen & Feigel, 1970) a partir da segunda hora, esta

entre os valores 4 e 9,

L
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MODIFICACOES DO EDEMA PELA CRRG PRODUZIDAS PELA
ADMINISTRACAO INTRAPERITONIAL DE VARIAS SUBSTANCIAS

TRATAMENTOS  DOSES VARIACAG % MEDIA DO VOLUME DA PATA (N=5)
mg/Kg 2hs 3hs 4hs
FORMOL 65 -39,7 -41,1 -32,5
HISTAMINA 0,5 -25,6 -31,1 -35,5
PAPAVERINA 0,037 -42.,6 -48,8 -46,8
ACIDO  0,6% 54,5 -17,3 -35,8 -23.6
ACETICO - : i
0,84 70,8 -30,8 -40,2 -28,1
30 -31.9 -53,5 -43,2
DEXTRAN 40
50 ~12,6 -38,7 -33,0

Tabela 1 - Reune resultados de sete experimentos, cada um
com Vinte animais divididos em lotes/tratamento
de 5 animais. Foram feitas trés aplicacgoes de
0,4m1 (-1/2, 0 e 1/2h), 3@ excecio do formol ,
0,4mi, e do acido ac@tico, uma aplicacio de Iml,

1/2h. depois e -1/2h antes da CRRG, respectivamen-

te, :

Algumas das substancias usadas nestes experimen~
tos (acidos, bases, polimeros e alcaloides) produzem edema

quando aplicadas por via subplantar no rato. Administradas
por via intraperitonial, em varias concentracoes, produzem
sistematicamente reducdo do edema de pata pela CRRG quer
em machos quer em fémeas cujo pesos medios variavam de

110 a 200g.



INFLUENCIA DA TETRACAINA SOBRE 0 EDEMA

DE PATA PELA CRRG.

2hs 3hs 4hs

gr 145¢g -12,6 +12 +20

B ou o 135¢ 18 12,3 414

6’ou 9 110g -50 -41,2 -44

9 110g -43 -50,3 -37
Tabela 2 - Resultados de quatro experimentos mostrando

a variagao percentual do volume medio (N=5)

das patas posteriores do rato apos 2, 3 ou

4 horas da aplicacao de tetracaina imedia-

tamente seguida da CRRG.

A inibicao produzida pela tetracaina (TTRC)
em SF i.p. sobre a evolugdo do edema de pata pela
CRRG em ratos & bem mais pronunciada nos animais mais
jovens (110g). 0s animais mais pesados (X 140g) apre
sentaram, alem disso, uma evolugdao e recuperacao do e

dema reduzidos, em relagdo aos demais.

47
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Esse experimento (Fig.16) dempnstra de modo cla-
ro que a administragéo subplantar simultanea, em ambas pa
tas de um mesmo animal, inibe drasticamente a resposta ede-
matogena. Aqui comparamos entre si, patas direitas de cin-
co animais que foram injetados apenas nesta pata, com as
de outro cinco animais injetados em ambas as patas. Da mes
ma forma que nao ha diferenga entre patas direita e esquer-
da do mesmo animal com edema em ambos os lados, o mesmo o-
corre entre os edemas (significantemente maiores, P<0,05)
de patas direita e esquerda, quando as aplicacbes s3o unila
terais.

Demonstramos, com o experimento mostrado na
Fig. 17 que a administragdo de CRRG (4,5 mg.Kg"]) intraperi
tonialmente produz significante inibicio do edema (curva C)
e que esse efeito @ aditivo ao de uma segunda injecao do
ffogageno na pata contra-lateral (cufvas D e D'). Neste a1
timo caso, a inibigao € de quase 80% da resposta maxima
atingida, na terceira hora. Podemos observar a igualdade de
distribuigao dos volumes de edema em ambas patas de um mes-
mo animal. Para respostas fortemente retraidas pela admi-
nistracao simultanea de CRRG a cinética de evolucio do ede-
ma se modifica e verificamos que nas curvas C,B e B', o ede
ma maximo nao ocorre mais na terceira hora,

Administrada por via subcutanea na regido dorsal
proxima a insercao da cauda, (Fig.18) a CRRG (0,5mg em 0,1
ml) produz o mesmo grau de inibigcao do edema na pata direi-
ta que a injecao adicional de CRRG na pata contralateral.
Essa inibigao pode ser ainda aumentada, por meio da aplica-

cao da mesma quantidade de CRRG, sendo a unica diferenca a
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reducao pela metade, da distancia entre as duas injecoes sub
plantares e dorsal. Embota a resposta edematogena seja cons-
tantemente maior, a diferenga nao & estatisticamente signifi
cante, na maior parte do tempo.

Ratos machos, adrenalectomizados quatro dias an -
tes do teste com CRRG apresentam resposta edematogena signi-
ficativamente maior que seus homdlogos com operacao simulada.
E o que mostra a Fig.19. Podemos verificar tambénm que adrena
lectomia reduz significantemente mas nao abole o fendmeno de
inibigao do edema causado por uma segunda administracao do
agente inflamatorio (linhas B e D). Comparando-se, entretan
to, as curvas D com A constatamos que nao ha diferenca entre
os edemas provocados pela CRRG nos ratos com adrenalectomia

simulada e nos tratados bilateralmente com a CRRG.
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-Estudamos em seguida o efeito da aplicagao sub-
plantar bilateral simultanea de CRRG porém com doses diferen
tes.

Inicialmente fixamos a dose de 0,5mg de CRRG na
pata direita variando em cada grupo e quantidade aplicada na
pata contralateral, zero, grupo A; 0,1mg, grupo B; 0,2mg nos
animais do grupo C; Img, grupo D; 1,5 para o grupo E. 0s re-
sultados estao apresentados na Fig. 20 e sob forma diagrama
de barras (Fig. 20A). Pode se apreciar com clareza que 0S
volumes de edema a dose padrao de 0,5mg sofrem inibigoes pro
porcionais as doses aplicadas nas patas opostas. Por sua
vez as doses de 0,1, 0,2, 1,0 eyl,Smg dao respostas propor-
cionais conquanto estejam concomitantemente inibidas. Obser
vamos, por exemplo, que a resposta E est3 fortemente inibi-
da pelo estimulo (1,5mg) na pata opsota (E'). Por sua vez
esta Ultima (E') & significativamente menor que o padrio (A)
de apenas 0,5mg porém sem a inibigao contralateral. As cur
vas B' e C' nao diferem entre si, mostram-se inibidas ate
um ponto provavelmente maximo, considerando~se o volume de
0,Tml administrado. Observamos tamb&m que a maioria das cur
vas nao apresenta valor maximo na terceira hora.

No diagrama de barras observamos que o edema pro
duzido por 0,5mg nos primeiros trinta minutos ja sofre in-
fluencia, inibidora ainda que 1imitada, das doses crescentes
de CRRG na pata oposta, mas que o efeito de 0,Img & quase nu
lo. S6 a partir de 1,0mg na pata esquerda comeca a predo-
minar o edema nesta pata.

Os valores de edema correspondentes a 1,5, 1,0 ,

0,2 e 0,Img, sem interferéncia de uma segunda aplicacao, po-
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dem ser apreciados na Figura 21 e diagrama de barras 21A. Po
demos observar que eles s3o essencialmente 05 mesmos ate os
trinta minutos iniciais, quando entdo passam a ser diretamen
te proporcionais as doses. A velocidade de acumulo de flui-
do nas patas, & claramente visivel nas diferentes inclina-
¢oes das curvas, entre primeira e segunda horas, tal como se
observa na pequena figura inserida. Como sempre ocorre nes
sas condicoes, o pico do edema se estabelece em torno da ter
ceira hora, engquanto que a'diminuigéo do volume até a seti-
ma hora segue trajeto aproximadamente paralelo e, nesse tem
po, 0 volume reabsorvido & muito pequeno em relagao a cada
valor maximo. Podemos observar ﬁe?o diagrama de barras (Fig.
21A} correspondente ao mesmo experimento a assimetria dos
pontos maximos atingidos antes da terceira hora, e da tercei
ra a sétima, indicando que a reabsorgac do fluido realmente
ndo & proporcional ao volume de pata.

As medidas dos volumes das patas (sem qualquer
tratamento) mostram, para as doses de 1,0 e 1,5mg (patas es
querdas) uma retracgao que se prolonga pelo menos até a séti-
ma hora (Fig. 21). E significativo que nos dez animais cu-
jas patas direitas foram medidas, todos exibiram essa retra
¢ao de volume, cujo significado ser3d abordado na discussao.

Do diagrama de barras correspondente pode se ve
rificar que o edema nos primeiros trinta minutos @ essencial
mente o mesmo com doses de CRRG t3o diversas quanto os de
0,1, 0,2 e 1,0mg.

Dada a impossibilidade de trabalharmos com gru-
pos maiores que vinte animais de cada vez (geralmente quatro

lotes de cinco animais) obtivemos resultados significativos
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mostrando a grande variagdao de responsividade que pode ocor-
rer entre "partidas" diferentes de animais. A resposta de
0,5mg de CRRG foi tao grande quanto a obtida com 1,0mg no

lote seguinte, como se observa comparando~se os dois diagra

mas de barras.
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Fig. 21 - Relagao dose-resposta edematdogena a CRRG.
Cada cinco animais recebeu injecao subplantar de 0,1
ml de suspensao de CRRG 0,1 mg (grupo A), 0,2 mg

(grupo B), 1 mg (grupo C) e 1,5 {(grupo D). A par- -
tir da 20 hora, e s0 entdao, sao significantes as di-
ferencas AxC, AxD, BxD e CxD. Abaixo da ordenada ze
ro estao os valores relativos do volume das patas con
tralaterais, grupos C (C') e D (D'). Inserto: en
destéque, a estrita proporcionalidade entre concen -

tragcao do flogogeno e a velocidade de aclmulo de 17-
quido no periodo indicado.
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Baseados nos resultados obtidos (Fig. 21}, reali
zamos um novo modelo de experimento no qual oito ratos foram
injetados por via subplantar (so as patas esquerdas) com
1,0mg de CRRG, em 0,1ml de SF, e um animal do mesmo lote foi
mantido nas mesmas condicoes sem tratamento algum. Realiza-
das as pletismografias dos 30 minutos e da la. hora, tres
desses animais foram cuidadosamente contidos e com a pata
sob a Tupa, conforme ja descrito, coletou-se, durante apro-
ximadamente trinta minutos, o exsudato que reflue espontanea
mente pelo orificio de penetracdo da agulha. O material as
sim colhido por meio de pipeta Pasteur perfeitamente limpa e
seca foi transferido para seringa de insulina (0,1ml) e ime
diatamanete injetado por via subplantar naquele animal nao
tratado. A curva A da Fig. 22 mostra a evolucao do edema
médio em cinco animais. As curvas B e B' mostram respectiva
mente "as variacoes’  de. . volume das patas esquerda e
direita do animal receptor.

Podemos observar que o material injetado produ-
ziu imediatamente pequena reacgao edematogena (linha B, Fig.
22), foi lentamente reabsorvido, completando essa reabsorgao
em duas horas. Observamos também que da 5a. a 7a. hora o vo
Tume dessa pata sofreu retragao em relagao ao valor contro-
te.

Nesse mesmo animal, as sucessivas medigoes do vo
lume da pata nao tratada produzem resultados (curva B') mos
trando gque quase ao mesmo tempo em que o fluido exsudativo
penetra na pata esquerda a pata direita sofre variagao redu-
tiva quase simetrica de volume, da qual se recupera lentamen

te. Adicionalmente a curva A', que representa os volumes

UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
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médios das patas direitas de cinco animais tratados pela CRRG,

mostra reducao de volume praticamente identica a do animal

tratado com exsudato.
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DISCUSSAQ

Conquanto seja dos edemas experimentais provavel
mente o mais amplamente utilizado, o edema provocado pela
CRRG na pata posterior de ratos se mostra,ainda hoje,dentre os
mais bem conhecidos e, um dos gue mais carecem de estudos.
Isso decorre de sua ampla utilizagéo‘para analise de ativida
de anti-inflamatoria, campo em que tem se mostrado util, ape
sar das inconsistencias importantes e numerosas em relacao
aos mecanismos envolvidos na sua geénese. Estes mecanismos ,
tem permitido facil e repetidamente constatar sua complexida
de face ao envolvimento de multiplos fatores, donde as impor
tantes discordancias na literatura a esse respeito. O nime-
ro de pub%écagaes nesta area & imenso. A maioria dos traba-
lhos associa ao edema experimental pela CRRG, substancias de
composigdo quimica e atividade biologica as mais diversas |,
com amplo predominio dos assim chamados "anti-inflamatorios
nao esteroides" (AINE), dos antagonistas especificos de re-
ceptores de autacoides e catecolaminas, bem como de seus a-
nalogos funcionais. Ocorre ainda, que o estudo da ativida-
de biologica desses compostos em relacao ao processo infla-
matdorio agudo revela tambem numerosos pontos obscuros. A
maioria dos autores fez uso dessas substancias, admitindo
que atuem sobre os processos edemagenicos em evolucdo,unica-
mente e do mesmo modo como agem em outros sistemas biologi-
cos.

Decidimos, por essas raz0es, realizar uma anali-

se experimental do edema e da contra-irritacao pela CRRG sem

interferencia de outras substancias exdgenas objetivando co-
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nhecer e re-conhecer as respostas endogenas cuja importancia
pode ser pecebida atraves das numerosissimas publicacdes a
respeito, como se constata mais facilmente pelas titagoes
nas revisoes de Di Rosa(1972); Vinegar(1979); Thompson &

Fowler(1981) e Garcia Leme(1981) para citar apenas algumas.

Se introduzimos algumas poucas e variadas substancias exoge
nas foi somente com a finalidade de salientar a inespecifici
dade do processo irritativo capaz de inibir o acimulo de exsy
dato, em resposta 3 administracdo subplantar de CRRG no rato.

A sumaria descrigao que fizemos sobre o processa
mento industrial da carrageenina mostra a importancia de se
trabalhar sempre com material da mesma partida, pois até as
amostras do mesmo laboratorio s3o representadas por misturas
elaboradas no sentido de preencher certas caracteristicas f7
sicas.

Havendo notado diferencas significativas  entre
os volumes de edema produzido pela mesma dose de CRRG suspen
sa em agua destilada ou em soro fisiologico, determinamos a
correlacgao inversa entre os volumes e a quantidade de NaCl
na agua destilada, até o ponto em que o solvente atinge vale
res proximos da isotonicidade. Quando ligeiramente hiperto-
nico, ja essa relagdao nao se mantém.

A interacgao dos grupamentos reativos SO& do po -
lissacarido com proteinas teciduais pode ser representada
tal como proposto por Guiseley e cois. (1980) para a influen
ciagao reciproca polianion-policdtion (carrageenina-proteina)

abaixo do ponto isoeletrico desta.
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Esquema 2: Interagao da molécula de CRRG com a proteina teci

dual.

A reatividade quimica das carrageeninas se deve
primariamente aos grupos sulfato-ésteres que sao fortemente
anionicos, comparaveis, a esse respeito, ao acido su]fﬁrico.
Mas as carrageeninas comerciais s3o sais estaveis de sodio ,
potassio ou calcio, com pesos moleculares médios na regiao
dos 200.000 daltons (Davidson, 1980).

Sabemos que a intensidade do edema experimental:
inflamatorio e funcao complexa de varios fatores, alguns lTiga
dos a espécie e ao tecido animal, e outros dependentes das
moleculas das substancias como por exemplo da sua reativida-

de, sua estabilidade quimica e bioldgica, seu peso molecu-
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lar, caracteristicas estas que se integram de modo complica-
do e pouco conhecido, para compor uma propriedade biologica
que se poderia expressar como irritatividade ou flogogenici-
dade, isto &, capacidade <intrinseca de gerar reacgao inflama-
toria aguda em determinado sistema biologico. Essa proprie-
dade pode ser extremamente acentuada em algumas substancias
vesicantes, com as quais a intensidade de resposta inflamato
ria pode ser desproporcionalmente alta em relacao a quantida
de aplicada e ao tempo de contato com o tecido vivo.

A adicao de Tons sodio 3 CRRG em solugao, modifi
ca, como constatamos empfricamente, a colegcao de exsudato in
flamatorio no intersticio. Aos fatores ja citados, acrescen
ta-se a viscosidade da solugdo coloidal, que diminue com a a
digao do NaCl a agua e que pode ser causa relevante da redy-
cao do volume do edema, uma vez que o tempo de permanéncia
do flogogeno no local & diminuido.

No que concerne a acao contra-irritante do soro
fisiologico ou da propria CRRG administradospor via intraperi
tonial, € preciso considerar as caracteristicas peculiares de
estrutura e permeabilidade das cavidades serosas.

A absorgao de Tiquidos ou suspensdes destas cavi-
dades em adultos, depende em grande parte dos movimentos res
piratorios. 0s linfaticos que drenam as cavidades serosas
sao faciimente penetraveis nao so por solucoes como também
por particulas. Assim, apds aplicacao intraperitonial de e-
ritrocitos, celulas de leveduras, 1infocitos, microsferas de
vidro, células neoplasicas, particulas de carbono, estas po-

dem ser prontamente observadas nos vasos linfaticos dia-
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fragmaticos . A microscopia eletronica, na maioria dos ma-
miferos (a excecdo de ovinos, suinos e coelhos) observa-se
um UnicQ e bem desenvolvido plexo imediatamente abaixo do
peritonio, paralelo as fibras musculares, com fenestracoes
comunicando a cavidade peritonial com o lumen linfatico
(Allen, 1967).

Ao analisar os efeitos inibitorios da adminis-
tragaoc intraperitonial de CRRG & preciso levar em conta que
o proprio soro fisioldogico, seu solvente, produz efeito an-
ti-inflamatorio, isto &, contra-irritante, cuja intensidade
e dose-dependente (fig.03) ainda que sem o potencial irrita-
tivo da propria CRRG (curva D). Nossos resultados tornam
provavel que o efeito do SF por via intraperitonial seja
muito mais fungao da area atingida pela solucdo, nos volu-
mes injetados, ja que por via intravenosa essas quantidades
sao desprovidas de efeitos bioldgicos proprios do NaCl. A
curva D inclue tres vezes o volume de 0,4 m1 cada uma delas
com 1,5 mg.kg'} de CRRG. Nessa mesma dose a CRRG tambem se
mostra capaz de reduzir o edema de pata se administrada na
cavidade peritonial, dependente da area da superficie atin-
gida (fig.05, linhas B, C e D) ja que o volume e nao a quan
tidade do polissacarido se mostra critico.

Pode-se observar que quando se testa uma subs-
tancia com propriedades anti-inflamatorias dissolvendo-a em
SF ou outro solvente e, a seguir, injetando-a por via intra
peritonial, parte substancial de seu efeito pode decorrer
da agdo inespecifica do veiculo, que sera, em certas condi-

¢oes,,tao intensa quanto por exemplo da propria indometacina
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(fig.06, linhas C e D). Nesta circunstancia, e também por
via I.V., participa um outro componente, também inespecifi-
co, representado pela agressao da administracao intravenosa
na cauda do animal nao anestesiado. Aqui nao se trata de
contra-irritacao, mas de fenomeno de étivagéo neuro-endocri
na, cuja distincao e fundamental, em relacao a mecanismos
meramente contra-irritativos. A fig.19 ilustra bem esse fa
to. A simples presenca e funcionamento hormal das adrenais,
elemento efetuador chave nas reacdes do "stress", mantém a
resposta edematogena (nas nossas condigoes experimentais)em
njvel significativamente, mais baixo do gue em ausencia de
adrenais. 0 mesmo fenomeno de contra-irritaci3o pode ser fa
cilmente demonstrado apos administracao "per os" do irritan
te, o que foi descrito inicialmente por Winternitz , em
1901. Também no edema pelo dextran a reacdo edematdgena &
grandemente aumentada nos animais adrenalectomizados
(Calignano e cols., 1985).

Injecoes simultaneas de CRRG subplantar bilate-
rais, em animais adrenalectomizados confrontados com 0s
"sham" operados nas mesmas condicoes, mostram claramente que
o fenomeno da contra-irritacgao existe no animal adrenalecto
mizado, e que ambos componentes endocrino e nao endocrino ,
podem ser convenientemente distinguidos, por ser, no animal
integro, a resultante inibitoria de contra-irritagao signi-
ficativamente.maior do que em ausencia de adrenais.

Parece, no geral, que independentemente do agen
te flogogeno, hormonios cortico-adrenais, em condigdao basal,
exercem continuamente atividade moderadora sobre respostas

edemagenicas a polimeros. A extensao dessas observagGes pa
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ra outros irritantes & desejavel.

Quando provocamos um processo inflamatdrio tTpi
co, com as caracteristicas agudas da reacgao a dose fixa de
CRRG (vide fig.20), podemos observar as modificagdes que o-
correm nos animais de experimentacdo sobre as dimenstes do
edema, a cinetica da reacao edematosa na pata, quando se
provoca simultaneamente no membro oposto, processo irritati
vo de intensidade variada. Foi o que fizemos em grupos de
cinco animais. Observamos entdo que, na situagdao mais sim
ples, conquanto ideal, que quando a estimulacdao provocada &
de baixa intensidade, ela propria produz reacgao significati
vamente menor do que em ausencia da inflamacao concomitante,
ao mesmo tempo em que reduz significantemente o processo i-
nicial, qualquer que seja sua intensidade. Essa redugdo o-
corre sistematicamente, ainda que em animais adrenalectomi-
zados, conforme demonstramos de modo direto.

Em animais integros, admitimos que todas as res
postas edemagenicas a CRRG sejam portanto menores, isto & ,
parcialmente moderadas, ja por influéncia enddocrina (fig.19).
Pode-se perceber, a enorme importancia desses estudos sobre
a influenciagdo reciproca de processos reacionais agudos, ob
servando-se que um estimulo flogogenc de intensidade segura
mente supra-maximal, por exemplo administragao subplantar
de 1,5 mg de CRRG, quando a reacao correspondente sera ain-
da significativamente 1nferibr a um tergo dessa dose, se co
existe com processo semelhante, provocado por 0,5 mg da mes
ma substancia a qual por sua vez, provocara uma resposta e-

dematogena enormemente retraida (fig.20).
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Aqui pode-se observar também (fig.20) que dentro
de determinados Timites, doses totais crescentes de CRRG pro
duzem edemas totais proporcionalmente menores. Assim tam-
bem, quando essas doses forem divididas e aplicadas, cada fra
caoc em uma das patas, produzem volume total de edema, isto
e, a soma dos acréscimos de volumes de ambas as patas, sig-
nificativamente menor do que aquele provocado por 0,5 mg em
uma s0 pata. Portanto esse experimento mostra também gue a
inibicao do edema inflamatorio da CRRG causado por contra-.
irritacao envolve mecanismo saturdvel, dose-dependente.

Se o estimulo flogdgeno & duplo, seu efeito & a
ditivo, do.que resulta menor edema total. Assim,uma adminis
tragao intraperitonial da propria CRRG reduz (fig.17, linha
C) significativamente o edema de pata pe?a'mesma substancia.
Se entretanto realizarmos uma terceira ou varias outras apli
cacoes do polimero, manifesta-se reducao adicional sobre a
anterior,com diferenca estatisticamente significante (fig.
17, linhas D e D'). Confrontando agora, na mesma figura(17)
as linhas A e D observamos que o efeito acumulado da contra
irritacao perfaz reducao de 78% no volume do edema na tercei
ra hora e nada menos que 93% na setima hora. Por outro la-
do, nao ha diferenga entre o efeito anti-inflamatorio produ-
zido pela irritagao provocada por uma segunda aplicagdo de
CRRG subplantar contra-lateral ou de idéntica aplicacao fei-
ta por via subcutanea na regiao dorsal proxima da insercao
da cauda, como mostramos na fig.18, linhas B B' x C.

Ao longo de varios anos trabalhando com a mesma
amostra de CRRG, injetando-a na pata posterior de ratos

Wistar, acumulamos um numero de observac¢des que nos permi-
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te facilmente detectar em amostras, por exemplo, de cinco
animais , tomadas de uma determinada populacido, através da
resposta a uma dose padrao, ate a terceira hora, se estes a
nimais se encontram ou nao em condicGes adequadas para estuy
dos dessa natureza. Quando isso ocorre, a resposta edemage
nica @ CRRG atinge facilmente os 850 ul com 0,2 mg (fig.21,
linha B) ou 1150 ul com 0,5 mg (fig.09, linha B). Entretan
to a simples administragac de pequeno volume de SF por via
i.p. ja produz inibigao do edema (fig.09, linhas C e D; fig.
18, linha D). Nao foi dificil suspeitar que as respostas
significativamente menores deveriam decorrer de processos
reacionais patologicos, subclinicos ou nac. Animais com es
sas caracteristicas respondem com edema reduzido,embora man
tenham a dependencia em relagao a dose, como mostra a fig.
14. R necropsia todos os vinte animais apresentavam proces
sos inflamatorios agudos localizados principalmente nos pul
moes e intestinos.

A inespecificidade dos fatores capazes de ini-
bir a reacao edematogena experimental foi amplamente confir
mada aqui e nos permite crer que processos reacionais endo-
genos, da mais variada natureza influenciam do mesmo modo a
inflamagao aguda a CRRG.

Nesse contexto & oportuno transcrever as consi-
deragoes de Vinegar: "Quando se usam ratos, eles devem es-
tar 1ivres tanto de pneumonias agudas ou sub-agudas que per
vadem muitas colonias de criagoes comerciais...” e a seguir:
" o desenvolvimento da inflamacao e concomitante hiperalge-

sia estao diminuidos em relacao aos animais saudaveis "

(Vinegar, 1979).
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Ha, portanto, que se considerar um "status" in-
flamatorio do animal, incluindo-se aqui a totalidade daos
processos reacionais aparentes ou nao a patogenos de todos
os tipos, microorganismos, parasitas, aléem de agressores
quimicos ou fisicos.

Os resultados na fig.15 mostram, de modo  mais
claro, que em uma amostra de cinco animais, a inibicao da
resposta edematosa & notadamente homogénea o que leva a
crer na natureza epidemica do processo que os envolve.
| Quando a capacidade de acumulagao do exsudato e
sub—maxéma, como acontece com a dose de 0,5 mg de CRRG em a
nimais sem edemd retraido (por exemplo, dados da fig.09), a
passagem de irritante na cavidade peritonial reduz signifi-
cantemente o edema. Com o aumento do estimulo flogogeno pa
ra niveis maximos, a mesma estimulacdo peritonial parece
ser menos eficaz no bloqueio do edema de pata. Podemos ob-
servar aqui a importancia da qualidade dos animais de expe-
rimentagao, ja que se torna imprevisivel a resposta edemage
nica a CRRG, face a processos inflamatorios internos, apa-
rentes ou nao.

Quando esse segundo estimulo e de intensidade
moderada, porem repetitivo, mecanismos endocrinos sdo acio-
nados. Assim, a injecao real ou simulada de SF tanto por
via subcutanea como intraperitonial reduz ségnificativamen—
te a resposta edemagenica a CRRG, como mostram os experimen
tos correspondentes as figs.10, 11, 12 e 13. Estas duas Ul
timas, mostram tambem a associagao aditiva de contra irrita
¢do quimica (CRRG ou SF) com a agressao da imobilizagao e

jejum, que solicitam mecanismos neuro-endocrinos moderado-
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res do -edema inflamatorio, ou que o inibem por completo.

0 fenomeno, bem como o uso terapeutico da con-
tra-irritacao como recurso anti-inflamatorio, sdo antigos,a
ponto de nao podermos situa-los adequadamente no tempo. Os
mecanismos envolvidos, bem como os numerosos detalhes neces
sarios a sua adequada utilizacao vem sendo lentamente des-
vendados. Sabe-se que efeitos contra-irritantes persistem
em animais adrenalectomizados e hipofisectomizados(Robinson
& Robson, 1964). Um dos seus aspectos mais importantes,
diz respeito as intensidades: do processo inflamatdrio que
se quer suprimir, e da irritacao que se deve produzir para
alcancar esse objetivo terapéutfco.

Em nossas condigoes experimentais equivaleria a
determinar quais doses de CRRG se deveriam usar para obter
inibicao da inflamagao produzida por processo edematogeno
padrao, por exemplo o produzido por 0,5 mg do mesmo compos-~-
to.

A participagao de hormonios do adrenocortex so-
bre a resposta edemagenica @ CRRG decorre, a nosso ver, nao
da estimulacao do eixo hipotalamo-adrenal mas, para estimu-
los de baixa intensidade, as respostas estao ligeiramente
diminuidas (fig.19, Tinha C) sob influéncia de niveis fisio
1ogicos da corticosterona, principal glicocorticoide  no
rato, = que conhecem uma flutuagao circadiana (Bonta,1978).
Demonstramos que animais adrenalectomizados quando sob efei
to da CRRG subplantar mostram-se significativamente diferen
tes conforme tenham recebido uma ou duas administracoes si-
multaneas (linhas C x D D'). O mesmo fenomeno ocorre com

0os ratos dos grupos A x B B'. Na comparacao entre os ede-
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mas dos animais adrenalectomizados, com duas injecoes simul
taneas de CRRG, verificamos que a diferenca altamente signi-
ficante decorre da facilita¢do do edema, por igual, em am-
bas ras patas no grupo de adrenalectomizados.

Essa redugao demonstrada de réatividade inflama
toria pelo glicocorticostergide basal (fig.09) faz parte,
como dissemos, dos eventos moderadores "fisiologicos" da
propria inflamacdo, analogamente, por exemplo a ativagao de
alfa receptores adrenergicos pré-sinapticos que moderam a
tiberagao de noradrenalina nas neuroterminais.

E de importancia fundamental a distincac entre
os fendomenos neuro-enddcrinos de reag3o i agressio externa,

dos fenomenos inflamatOrios bem localizados que também  se

mostram capazes de inibicao do edema pela CRRG. Se compa
rarmos nossos resultados ilustrados na fig.19 com os das
figs.06 e 07 podemos concluir pela participacdo de ambos

componentes nessas tres condicbes experimentais. Observa-
mos, confirmando varios trabalhos anteriores (Laden e cols.,
1958; Jori & Bernardi, 1966; Goldstein e cols., 1967;
Atkinson e cols., 1971) que nao so a reagdo originada na ca
vidade peritonial & inibitoria (figs.06 e 07) como  também
por via venosa (fig.07, linha D), sendo significantemente
majior a diferenga por esta Gltima via. Nossos resultados
com tres extratos de diferentes vegetais mostram que o feno
meno € inteiramente inespecifico, o que & fartamente corro-
borado pelos resultados obtidos com substancias dos mais va
riados grupos farmacologicos e estrutura quimica como sejam

a tetracaina (tabela 2), o acido acetico, a histamina, a pa
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paverina, o formol e o dextran (tabela 1).

Uma vez no intersticio, o exsudato que se cole-
ta na pata de ratos por acao da CRRG provoca aumento de
pressao coloidosmdotica no local o que resulta afluxo de 17~
quido, que, por sua vez, tende a diluir o material proteico
inicial. O retorno desse material para a corrente circula-
toria se faz significativamente, apenas atraves dos vVasos
linfaticos (Casley-Smith, 1985; Hurley, 1978; Nicoll &
Taylor, 1977).

Durante a fase aguda do edema pela CRRG, a redu
cao de volume que demonstramos ocorrer no membro oposto ao
que recebeu o flogdgeno & portanto consequencia da altera-
¢do da captagao linfatica (figs.20 e 21).

No membro injetado com CRRG, esta atividade es-
td presente sendo Iicito afirmarmos que aqui, o volume do e
dema e, cada instante, a soma algébrica, de pelo menos dois
fatores antagﬁnicos: o efluxo-estase:e 0 influxo-mobilizacgao
1infatica do exsudato.

A vantagem da metodologia por nos utilizada pa-
ra demonstrar a atividade biologica acelerada da captagao
de 1iquido intersticial &, além da simplicidade, a de evi-
tar o trauma da introducao de corpos estranhos ou substan-
cias quimicas na intimidade dos tecidos. De fato, o fluido
do edema emerge de modo espontaneo pelo mesmo trajeto da a-
gulha quando da injegao do flogogeno. O material colhido
pode ser usado imediatamente, nao foi diluido por 1iquidos
perfusores, supostamente fisiologicos, demonstra atividade
biologica de intensidade compativel com o esperado, sem ne-

cessidade portanto de processamento quimico para concentra-
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¢do do principio ativo. Como se observa atraves da fig.22,
a medida do volume da pata injetada com exsudato, feita vin
te minutos depois, ja mostra marcante efeito redutor sobre
o volume da pata contralateral. Ao mesmo tempo revela que
esse efeito e mascarado apenas inicialmente pelo volume do
material injetado (linha B) que decai paulatinamente, atin-
ge o valor inicial da pata normal, mas cuja agao se prolonga,
reabsorvendo adicionaimente liquido intersticial, criando
valores negativos que aumentam pelo menos até a setima horas
Esse fato mostra que, tao logo se acumula exsu-
dato inflamatorio como reacdo a CRRG injetada, se inicia o
processo de aceleragao da captacao linfatica.
Quando o edema pela CRRG nao se mostra retraTdoj
o que 1implica no uso de animais em boas condigoes de salide,
tal como ocorreu no experimento da fig.21, o acumulo do ex-
sudato ateé os trinta minutos nao & dose-dependente, a par-
tir de 0,1 mg do flogdgeno. Até o final desse periodo, a
atividade do fluido de edema & inaparente nas patas injeta-
das, embora tudo indique que deva crescer de zero ate seu
valor maximo com acumulacao do exsudato. A partir da pri-
meira hora, a velocidade de acumulo de Tigquide passa a ser
dose dependente (fig.21). No periodo compreendido entre u-
ma e duas horas nada podemos afirmar quanto a atuacgao do
principio ativo nas patas com edema mas, a partir da segun-
da hora, quando a resposta ja se manifesta notadamente nos
membros contralaterais, certamente a reducao observada na
velocidade de acumulacao do exsudato esta diminuida, em re-

lacao -ao periodo anterior, por forga da captagao Tinfatica



78

acelerada. Aproximadamente na terceira hora, a remogao do
fluido inflamatdorio iguala e supera a exsudacdo e, da7  em
diante, pelo menos ate a sétima hora, periodo em estudo, es .
sa ultima condig3ao se mantém e se prolonga. A discussdc a-
qui apresentada, obviamente independe da participacao, iso-
lada ou combinada, em sequencia ou superposta de um ou mais
mediadores, participantes causais ou casuais do edema expe-
rimental pela CRRG no rato, tdo farta qudo inconvincentemen
te descritos,

0 papel extremamente importante da microcircula
¢ao linfatica na regulagao do volume do 17quido interstici-
al e hoje admitido sem contestacdo (Witte & Witte, 1973).

0 sistema linfatico inicial n3ao apenas subserve a todas as
regioes do organismo, como representa a Unica via importan-
te para prover recaptacao de macromoleculas do intersticio
e sua recondugao a circulagao sanguinea (Casley-Smith,1985),
Quando o exsudato inflamatorio, rico em proteinas, se cole-
ta no intersticio, os filamentos de ancoragem que interli-
gam as superficies externas das células endoteliais dos 1in
féticoé "terminais" d@ fibras colagenas adjacentes e & ou-
tras estruturas conjuntivas, exercem tracao sobre as pare-
des linfaticas dilatando esses delicados vasos, ampliando
ou expondo as fenestragoes intercelulares. Assim, em todos
os tipos de inflamagao, o exsudato & removido da area infla
mada pela aceleragao da funcao linfiatica normal (Hurley,
1978).

A diminuigao de volume da pata posterior de ra-
tos, por efeito da aplicacao subplantar de CRRG contralate-

ralmentes;mostra que pelo menos um fator endogeno e ativado
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provendo sistematicamente a maior eficigncia ou velocidade
de reabsorgao do exsudato colecionado no intersticio. A
reproducao do fenomeno de reducido do volume da pata de um
rato normal, que foi injetado por via subplantar apenas

com exsudato obtido de outro rato com edema pela CRRG, nao
se repete com SF, isto &, representa uma resposta 3 ativi-

de contida realmente no fluido de edema.
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CONCLUSDES

1. CRRG administrada na pata de ratos produz respos
ta edematogena significativamente maior do que quando duplica-
da simultaneamente em ambas as patés.

2. Em animais adrenalectomizados a resposta inflama
toria a CRRG tambem e maior, mostrando a influencia modulado
ra das adrenais sobre 0 edema.

3. A contra-irritacd3o por administracdo simultanea
de CRRG em ambas as patas, depende 50 parcialmente da integri-
dade funcional das adrenais, isto &, os niveis circulantes fi
siologicos, basais de corticoides modulam as respostas edemato
genicas localizadas, a CRRG.

4, A CRRG injetada por via subplantar produz retra-
cao do volume da pata contralateral.

5. Este fenomeno provavelmente decorre da acelera -

¢cdo da captacao linfatica.
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S UMMARY

1. The phenomenon of counter-irritation has be-
en experimentally analysed in Wistar rats under several con
ditions, subcutaneously injected with carrageenan suspensi-
ons in the sole face of hind-Timb(s).

2. Work has been carried out trying to esta-
blish to what extent endocrine activation is essential to
the full expression of the cedema inhibition by counter-ir-
ritation.

3. Effort has also been spent in assessing the
importance of the previous "inflammatory status" of the a-
nimals, in relation to the oedema developed under standard
experimental conditions.,

4. It has been directly demonstrated the abili-
ty of the oedema fluid of reducing the volume of an untrea-
ted rat hind-limb. A hypothesis has been put forward to ex

plain this activity.
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