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MEDIDA DO AUMENTO DA PERMEABILIDADE CAPILAR NA PELE COM
AUXILIO DE AZUL DE EVANS MARCADO COM I10DO 125 OU 131

Suemi Sugavara e José Moura Gongalve:

RESUMO

Este trabalho descreve a quantificagio de droga vasoativa (bradicinira e histamina) peia medida do sumento de
permesb.lidade cap:iar na parede abdom nal de rato, a partir do extravasamento de azul de Evans marczdo com iodo 125
ou 131, apos a admn'stracio mntradérmice de 0 1 mi de solugio de substanc'a ative Discos de pele sdo cortades com
perfurador circular para contagem externa

A dose de corante radicatvo utilizado foi de 0,3 mg -om 1 LCi de atividade por 10D g de peso animal e as doses
de drogas vasoativas de 0.25 a 6 Lig de bradicinina 2 0.1 a 10 Lig de histammna

O cesenvolvimento rlessa tecnolog:a trouxe maior simphificag3o na quantificag3o satisfatoria dos resultados,
quando comparada ¢ outros metodos

INTRODUCAO

A guantificagdo do aumento da permeabilidale capilar produzido pela administragdo de droga
vasoativa na pele. quando se usa corantes como azu! de Evans, baseia-se ou na medica do didmetro da
mancha de extravasamento!? 4’ ou na determinacdo quantitativa do corante apos sua extragdo’!.< 4}

C presente trabalho propde técn.ca simples e mais répida para a quantificagdo dos efeitos de crogas
vasoativas sob e 0 cumento Ja permeabilidac’ e capilar na pele de ratos

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados com: a) ratos machos de raca Wistar, pesando aproximadamente 200 g
cada, dos guais removiam se previamente os pelos da pele abdominal; b) azul de Evans {Merck) marcado
com iodo 125 ou 131; ¢) bradicinina sintética obtida na Escola Paulista de Medicina e d) histamina {Sigma)
Todos os demais reagentes utilizados no decorrer da experiéncia, tanto para marcac3o do azul de Evans
como para a medida do aumento da permeabilidade capilar, foram de grau de purezap a

As medidas de atividade radioativa foram feitas ou no Catibrador de Dose Mediac (Mediac Dose
Calibrator — model 6372, Nuclear Chicago Corporation) ou no contador gama de ‘'‘pogo” (series
1185 — Automatic Gamma Counting System. Nuclear Chicago Corporation)

1 - MARCAGAO, PURIFICACAO E CONTROLE DO AZUL DE EVANS

d) Método de MarcagBo do Azul de Evans com lodo Radioative (lodo 12b ou 131)

O metodo de marcag3o de azul de Evans (8,8 — {(3,3' - dimetil — 4,4’ — bifeniio) bis {azo) }
bis {4 — amino — 5 — hidroxi — 1.3 — naftalenedisuifonico tetrasbdico }) com icdo radioativo foi de



Mani e Kulkarnif! com algumas modificacBes. Em linhes gerais, o método de marcagio do azul de
Evans compreende duas fases diazotac3o do corante e iodacio do corante jé diazotado.

A fase inicial de diazotag30 do corante foi feita em meio scido a 0°C (banho de gelo) sob agitag3o
constante, conforme a seguinte técnica: num tubo de marcagdo, tomou-se 5 ml de solugdo aquosa de azut de
Evans a 0,6%, acidificou se com 0,5 mi de H,SO, N e adicionou-se 8,5 ml de nitrito de sédio a 9,2 mg/ml,
esperou-se 30 minutos. Apos a reac3o, tomou-se uma aliquota e verificou-se 0 excesso de nitrito com o teste
de amido iodetadc. Procedeu-se, ent3o, a destruicdo do nitrito acrescentando 0,5 m) de soluclio de
suifamato de aménio a 20 mg/m), esperando-se 15 minutos.

A iodagfio do corante diazotado foi realizada adizionando-se 0,2 mi de soluco de iodo radiocativo,
isento de carregador e redutor {20 — 30 mCi de iodo-131 ou 1 — 2 mCi de iodo 125) e 0,1 m) de solugho de
iodeto de potdssio 8 10 mg/mi Fechou-se bem o tubo, retirou-se do banho de gelo e, ainda sob agitagBo
constante, foi mantido por 6 horas em banho termostatizado a 55°C e depois por mais uma hora em
banho-maria,

b) Purificagio

Fez-se a purificag8o por didlise contra soluc3o fisiologica durante 20 horas

A atividade do produto marcado e purificado foi determinada no calibrador de dose Mediac.

c} Controle

Confirmouse a pureza radioquimica do corante por eletroforese em papel Whatman n°1
{30 x2,5cm) com carregador de iodeto de sddio. usando tamplo acetato 0,1 M, pH 5,5, tempo de
migraco = 45 minutos e amperagem = 1,5 m A/fita.

O iodeto foi reveiado com acetato de chumbo de 10% e a porcentagem de radioisétopo livre
calculads pela distribuicBo de radioatividade ao longo da fita

2 — ENSAIOS BIOLOGICOS

Inicialmente, foram feitos testes preliminares para verificar 8 homogeneidade de distribuicdo de
radioatividade na pele (quantidade bdsica de radioatividade na pele), bem como a resposta a uma mesma
dose de substincia vasoativa para depois realizar os ensaios quantitativos com histamina e hrzaicining.

O azul de Evans isotopico foi adicionado a0 azul de Evans frio, de ta modo a dar uma
concentragio total de corante de 0,3% contendo 10 uCi/mi.

a} Prova de Quentidade Béisica de Radioatividade na Pele

Administrou-se, por via sndovenosa, azul de Evans 1311 2 0,3% com 10 uCi/mi de atividade, na
dose de 0,1 ml por 100 g de peso animal. Decorridos 10 minutos, fez se a sangria total do animal por
deceptacdo e retirou-se a pele abdominal. Apés inversio da pele, com auxflio du perfurador circuler de
16 mm de didmstro, foram retiradas se's amostres (trés de cada tado) para determinaclio de atividade
radioativa no contador gama de “po¢o’”.

b) Prova de Identidade de Resposta



Administrouse a mesma dose de azul de Evans '3') e decorridos 10 min. foram injetadas,
subcutaneaments, 5 doses de 0,1 ml de solugcdo de histamina (25 ug/mi) em diferentes pontos da regido
abdominal e uma dose (0,1 m!) de solugo fisiol6gica.

Dez minutos apds a ultima administracdo subcutines, fezse a sangria total e retirouse a pele
abdominal do animal. Os locais de administragio da histamia e da solugBo fisiolbgica fo-am cortados e, em
seguida, determinou-se a atividade radioativa de cada disco no contador gama de “pogo’’

¢} Ensaio Quantitativo com Histamina e Bradicinina

Utilizaram -se solucBes de 1a 100 ug de histamina e 2,5 a 60 ug de bradicinina por mi de solugdo
fisiol6gica. Procedeu-se da mesma manesra como no rtem anterior, injetando-se a mesma dose de azul de
Evans marcado com iodo 125 ou 131, mesmo numero de pontos e mesmo volume de droga vasoativa. Apés
8 retirada da pele, além dos discos correspondentes aos seis pontos de administrag8o subcutdnea, obeteve-se
disco da pele para medida da atividade radioativa bésica.

d) Céiculo do Indice d¢ Aumento da Permeabilidade Capilar
Par1 o célculo de {ndice de aumento da »ermeabilidade capilar utilizou se a seguinte férmula:
Ca - ‘c" - c )

b4
Cp

onde:
C, = Contagem da pele no local de administraclio da droga.
Cys = Contagem da pele no loca! de administracio de solucdo hisiolégica

Cp = Contagem da pele.

RESULTADDS E DISCUSSAD

Quanto 2 radioatividade basal da pele, verificou se que em todos os animais houve uma distribuicdo
dentro de limites satisfatérios (Tabela 1)

A Tabela H apresenta os resultados obtidos com injec8o de mesma dose de histamina na peie

A distribuic§o da radioatividade basat na pele, aliada 3s respostas adequadas & mesma dose de
histamina, condicionaram a aplicacdo da técnica a apreciagdo quantitativa dos efeitos de drogas que
aumentam a permeabilidade capilar.

Os resuitados dos ensaios quantitativos de histamina e bradicinina encontram-se nas Tabelas (I
elVefigural.

Na figura | notamaoc que as curvas log dose-resposta em forma de 8 s80 satisfatorias.

Ao contrério dos métodos cléssicos de determinagiio de aumento de permeabilidade capilar'1.2.4),
o emprego de azul de Evans '?5i ou '3'1 a 0,3% vem simplificar sua quantificacBo pela medida de
radioatividede. Usando-se corants de 0,3% na dose de 0,1 mi por 100g de peso animal, permite
visuglizar perfeitamente as manchas de extravasamento para a localizag@o dos discos 8 serem contados



Acreditamos ainda que a técnica ora apresentada torna-se mais fisiolégica no sentido de s» medir »
axtravasamento do corante ligado a albumina, pois os ratos nSo sa apresentam com coloragio azul fortz
uma vez que a quantidade de azu! de Evans injetada & consideravelmente reduzida.

Tabels |

Distribuigdo da Radioatividade na Pele®

ratos cpm x 10
amostras 1 2 3 4

1 12610 8706 14810 10 420
2 13 681 8878 16 199 10 880
3 11373 9 796 13940 10 491
a 13 481 8303 13269 9 306
5 11 965 8393 16 244 10 220
6 8545 14 443 10225
] 12614 B770 14 817 10 250
ts a7 554 1204 525

* A Tebela mostrs a8 distribuigdo da radicatividade em 6 reg.Ses da pele abdomina; de
ratos 10 min spos a admnistracdo endovenoss de t UCi de ezui de Evans 1315100 0

de pesa anima!,
Tabela |
tdentidade de Resposta®
ratos valores de R

amostras 1 2 3 4
1 44 46 5,6 36
2 4.1 4,0 5,8 4,5
3 36 44 5.2 39
4 46 4,7 4,0 45
5 45 41 5,6 43
[7] 42 44 52 4,2
ts 04 0.3 0,7 04

* A Tabsla mostra os ‘ndices de aumento da permesbilidade capitar (R}, 10 min apos 8
sdministragdo subcutines ds 25 de histamina em diferentes pontos ds peie
sbdominal de ratos. usendo azu) de Evang 131) como tracador.



Tabela 111
Atividade de Histamina na Permeabilidade Capilar”
doses Valores de R
' O1ug O2pg 03ug D4ug O5ug 1043 25u9 50pg 100ug
1 - 19 - 19 23 - - - -
2 - 14 - 22 15 - - - -
3 22 1,9 30 26 3.0 - - - -
4 156 18 2.1 15 13 - - - -
5 12 15 - 15 - - - - -
8 - 1,0 1.2 18 - - - - -
7 1,2 18 15 - - - - - -
8 - - - - - 2,1 4,6 6.1 -
9 - - _ - - - 49 €3 58
10 - - - - - 2,2 4,4 6,5 36
1 - - - - - 25 49 6,1 43
12 - - - - - 35 55 83 7.3
M 1,5 1.6 2.0 19 20 28 49 6,7 54
ts 05 03 0.8 04 08 06 04 0,9 16

* A Tabels mostrs os 'ndices de sumento da pcrm.nb»iidad§1capsiar (R), 10 min apos a administracdo subcutines de

diferentes doses de histaming, utilizando-se azul de Evans 1

| como tragador

Tabela IV
Atividade da Bradicinina na Permeabilidade Capilar”
doses Valores de R
g 025pg 05pg 10pg 20pg  40pg  60ug
1 - - 9,0 9.4 26,1 -
2 - - 53 91 15,0 -
3 - - 72 10.4 27,0 -
4 - 44 75 13,8 - -
5 - 4,0 78 8.9 - -
6 - 34 45 73 - -
7 - 306 8,1 17 - -
8 - 1.8 32 5,6 - -
9 - 6,1 6.4 98 - -
10 27 32 - - 16,3 27,2
- - - - - 271
1 33 3,1 - - 171 229
- - - - - 209
12 2.8 36 - - 18,2 21,1
34 - - - - -
13 36 3.7 - - 19,7 233
34 - - - - -
14 18 37 - - 14,5 15,6
16 39 37 - - 1,7 18,9
- - - - 13,6 -
r_— M 31 37 6.3 9,2 17,9 221
ts 06 1,0 18 2,2 5.1 4,0

* A Tabsla mostra os indices de aumento da permeabilidade capilar (R), 10 min apos 8
sdministracio subcutanea de d-ferentes doses de bradicinine. utihzendo o ezul de

Evans !

25§ como tracador
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Figura 1 — Curva log-dose resposta da bradicinina e histamine. A figura mostra a curva log-dose resposta da
bradicinina e histamina obtida pelo teste da psrmeabilidade em pele de rato, ussndo com>
tragador azul de Evans mar~2do com iodo radiativo,



ABSTRACT

This communication describes the quantitat-ve eva'uat:on of bradykinin and h-stam.ne with Evans blue isbeiled
with iodine 125 0* 131

The sctivity upon vascular permaabiiity was performed n the sbdominal wall of rats injecting intrsvenously
solution of iabelled Evans biue and 0.1 m: of vasaact've drugs solution intradermatly. Skin discs were cut with circular

punch for external counting. quantitative results being compared w-th control discs

By using this method. sarsfactory Jog dose response curves were obtained for bradykinin and histamine that
followed the general trend of § — shaped curves
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