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istudo dos mecanismos envolvidos nas respostas edematogênicas das cininas na pata de rato. Os 
esultados mostram o envolvimento dos [receptores Bi e B2] no [edema de pata de rato] causado pelas 
cininas]. Enquanto os receptores B2 são [constitutivos], os receptores Bi podem ser [induzidos] pela 
dessensibilização] completa dos receptores B2 ou pelo tratamento agudo dos animais com [LPS]. Além 
lisso, doses sublimiares de outros mediadores do processo inflamatório podem potencializar o edema de 
)ata causado pela bradicinina, bem como o edema induzido pelo agonista seletivo de receptores Bi, des- 
\rg -̂bradicinina, em animais tratados com LPS. Desta forma, pode-se sugerir, que as cininas, através da 
nteração com receptores Bi e B2, podem exercer um papel central na instalação e manutenção de 
processos inflamatórios].
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INTRODUÇÃO

A bradicinina e as outras cininas a ela relacionadas constituem uma família de 

peptídeos com um grande número de efeitos biológicos que incluem a participação 

no controle da pressão arterial, aumento da permeabilidade vascular, dilatação 

venular, broncoconstrição, asma, angiogênese, indução de dor e hiperalgesia. Além 

disso, parecem estar envolvidas em várias doenças de origem inflamatória (Lewis et 

al., 1970; Garcia Leme, 1978; Regoli e Barabé, 1980; Burch et al., 1992; Farmer e 

Burch, 1991; Bhoola et a l, 1992; Hall, 1992).

A história das cininas teve início em 1909, quando Abelous e Bardier, dois 

cirurgiões franceses, demonstraram que a injeção endovenosa de frações extraídas da 

urina humana causava hipotensão em cães anestesiados. Quase vinte anos depois, a 

substância hipotensiva encontrada na urina foi caracterizada e denominada de 

calicreína (Kraut et al., 1930). Foi só em 1949 que Rocha e Silva et al. relataram que 

a incubação de tripsina ou do veneno extraído da Bothrops jararaca, com uma 

pseudoglobulina bovina, resultava na formação de uma substância que produzia 

contração do íleo de cobaia. A resposta contrátil observada se desenvolvia 

lentamente quando comparada com a resposta induzida por histamina, sugerindo que 

0 fenômeno era decorrente da ação de uma nova substância, a qual foi chamada de 

bradicinina (BK). Alguns anos mais tarde, Boissonas et al. (1960) determinaram a
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seqüência correta da BK e sintetizaram o nonapeptídeo. Com o advento da BK 

sintética foram iniciados vários estudos para caracterizar as ações biológicas deste 

peptídeo. Os primeiros estudos realizados demontraram que a BK produzia 

contração de várias preparações musculares lisas, e causava vasodilatação, aumento 

da permeabilidade vascular e dor (Lewis et al., 1964; para revisão ver: Regoli e 

Barabé, 1980).

As vias bioquímicas envolvidas na síntese e degradação das cininas 

compreendem mecanismos bem estabelecidos (Regoli e Barabé, 1980; Bhoola et al.,

1992). As cininas são formadas em resposta a estímulos fisiológicos, ou durante o 

processo inflamatório, a partir de precursores chamados cininogênios, que podem ser 

a-globulinas de alto (120 KDa) ou de baixo peso molecular (66 KDa), através da 

ação de enzimas denominadas de cininogenases. O grupo mais importante de 

cininogenases é representado pelas calicreínas, um grupo de proteases que podem ser 

encontradas no sangue (calicreína plasmática) ou na maioria das glândulas exócrinas 

(calicreína tecidual). Enquanto as calicreínas plasmáticas são codificadas por um 

único gene, as calicreínas teciduais formam um grupo de proteases codificadas por 

uma família de vários genes (Beaubien et al., 1991; Murray et al., 1990). A calicreína 

plasmática é sintetizada no fígado e circula na corrente sangüínea em uma fonna 

inativa, denominada de pré-calicreína (fator de Fletcher). A pré-calicreína é



rapidamente convertida em calicreína em um processo dependente da ativação do 

fator XII da coagulação sangüínea (Fator de Hagemann) (Bathon e Proud 1991; 

Bhoola et al., 1992). A ação da calicreína plasmática sobre o cininogênio de alto 

peso molecular, resulta na formação do nonapeptídeo, BK. Por outro lado, a 

calicreína tecidual atuando sobre os cininogênios de alto e baixo peso molecular, 

origina o decapeptídeo, calidina (lisil-BK). A calidina pode ser convertida em BK 

através da clivagem da porção N-terminal pela ação de aminopeptidases plasmáticas 

(Guimarães et al., 1973; Steranka et al., 1988).

Logo depois de formadas, as cininas circulantes se difundem através da parede 

dos capilares ou pelos vasos linfáticos nos tecidos, e são rapidamente inativadas por 

várias peptidases, genericamente denominadas de cininase I, cininase II e 

encefalinase. O grupo das cininases I é representado pelas enzimas carboxipeptidase 

N (plasma) e caraboxipeptidase M (membrana) que removem o aminoácido arginina 

da porção C-terminal das moléculas da BK e da calidina, formando os metabólitos 

ativos des-Arg^-BK e a des-Arg’°-calidina, respectivamente (Erdõs, 1990; Marceau,

1995). Por outro lado, a cininase II, também denominada de enzima conversora da 

angiotensina (EGA), e é responsável por clivar o dipeptídeo da porção G-tenninal da 

BK, transformando-a em um metabólito inativo (Bhoola et al., 1992). Em alguns 

casos a cininase II é capaz de clivar o tripeptideo da extremidade G-tenninal da des-



Arg^-BK, embora este fenômeno não ocorra com freqüência, devido à baixa 

afinidade que a cininase II apresenta por metabólitos des-Arg^ (Inokuchi e 

Nagamatsu, 1981; Oshima et al., 1985). Finalmente, a encefalinase ou endopeptidase 

neutra, é uma metalopeptidase, presente especialmente em células epiteliais, capaz 

de clivar o dipeptideo C-terminal da molécula da BK, da maneira semelhante a 

cininase II (Gafford et al., 1983).

O processo de inativação rápida das cininas na circulação levou ao 

desenvolvimento de substâncias capazes de inibir a atividade das cininases. 

Inicialmente verifícou-se que o veneno extraído da Bothrops jararaca era capaz de 

potencializar a contração do íleo de cobaia ou a resposta hipotensora causada pela 

BK (Ferreira, 1965). O fator responsável por este efeito foi chamado de fator 

potencializador da BK (BPF), e sua atividade foi correlacionada com a inibição da 

inativação enzimática das cininas (Ferreira e Vane, 1967). Posteriormente, este fator 

foi isolado e sintetizado (Stewart et al., 1971) e, em 1977, foi desenvolvido o 

primeiro inibidor da cininase II, o captopril (Ondetti et al., 1977).

A importância relativa das cininases varia de acordo com a espécie, com o tipo 

de fluido biológico e com o sítio de formação da enzima (Bhoola et al., 1992). Em 

humanos, os níveis circulantes das cininas são primariamente regulados pela cininase 

I, enquanto que em superfícies endoteliais e no leito pulmonar vascular, a ação da



cininase II é mais importante. No plasma de ratos, onde o metabolismo das cininas é 

bastante estudado, a cininase II exerce uma ação muito maior do que as outras 

peptidases (Ishida et al., 1989).

A cininase II possui maior afinidade pela BK e pela calidina do que a cininase 

I. Este fato sugere que a formação dos metabólitos des-Arg^ não acontece in vivo sob 

condições normais. A formação da des-Arg^-BK é observada em exsudatos 

inflamatórios, que são compostos por proteínas do plasma, incluindo as 

carboxipeptidases que metabolizam as cininas pela via da cininase I. Além disso, a 

formação de fibrina, típica de muitos exsudatos, aumenta expressivamente a 

atividade da cininase I (Heindriks et al., 1990; Campbell et al., 1990). O predomínio 

da atividade da cininase I sobre a da cininase II pode ser bem observado no fluido 

sinovial de humanos, ou na secreção nasal de pacientes com rinite alérgica 

(Chercuitte et al., 1987; Proud et al., 1987).

Depois de formadas, as cininas BK e calidina, exercem uma série de efeitos 

biológicos que envolvem, principalmente, a regulação do tônus de vários tipos de 

musculatura lisa, envolvimento na regulação da pressão arterial, transporte de glicose 

e de eletrólitos, além de estimularem a reabsorção óssea e a proliferação celular 

(Bhoola et al., 1992). Em adição a estas ações, as cininas participam de vários 

eventos pró-inflamatórios que incluem dilatação venular, aumento da permeabilidade



vascular, além da estimulação de fibras aferentes sensoriais do tipo A6 e C (Marceau 

et a l , 1983; Roch-Arveiller et al., 1985; Szólkzani, 1987; Hargreaves et al., 1988; 

Proud e Kaplan, 1988; Dray e Perkins, 1992). Estas ações sugerem que as cininas 

podem participar de vários estados fisiopatológicos, tais como reações alérgicas, 

rinite virai, asma, pancreatite, peritonite ou artrite reumatóide. Além disso, as cininas 

podem estar envolvidas na regulação da pressão arterial em certos tipos de 

hipertensão ou ainda durante o desenvolvimento do choque séptico (Regoli e Barabé, 

1980; Gavras et al., 1987; Steranka et al., 1988; Bathon e Proud, 1991; Hall, 1992).

A maioria das ações biológicas das cininas é mediada pela interação com 

receptores de membrana. A existência de dois subtipos de receptores para as cininas, 

denominados Bi e Bi, foi proposta inicialmente por Regoli e Barabé (1980), com 

base na determinação da ordem de potência dos agonistas em diversos tecidos 

isolados. Posteriormente, esta classificação foi confirmada através do emprego de 

agonistas e antagonistas seletivos, obtidos por modificações ou substituições dos 

aminoácidos que compõem a estrutura das moléculas da BK e da des-Arg^-BK 

(Vavrek e Stewart., 1985; Roberts, 1989; Regoli et al., 1990; Regoli et al., 1994; ver 

para revisão: Hall e Morton, 1997). Recentemente, a existência dos receptores Bi e 

B2 também foi confirmada através da clonagem e expressão desses receptores, bem



como pelo emprego de estudos de binding (McEachem et al., 1991; Eggerix et al., 

1992; Hess et al., 1992; 1994; Menke et al., 1994; Pesquero et al., 1996).

Os receptores do tipo Bi são ativados pelos fragmentos des-Arg^-BK e des- 

Arg'°-calidina produzidos a partir da BK e da calidina por ação das 

carboxipeptidases N e M, enquanto os receptores B2 são praticamente insensíveis 

aos metabólitos que não possuem 0 resíduo arginina da porção C-terminal. As 

primeiras evidências para a existência dos receptores Bi foram obtidas em 

preparação de aorta de coelho. A ordem de potências relativas observada para os 

agonistas nesta preparação era diferente daquela obtida em preparações clássicas, 

tais como o íleo de cobaia e a veia jugular de coelho. O critério decisivo para definir 

a existência dos receptores Bi foi o desenvolvimento de antagonistas seletivos, com 

o protótipo [Leu^]-des-Arg^-BK (Regoli et al., 1977; Regoli e Barabé, 1980). Os 

receptores Bi podem ser expressos em várias preparações, principalmente em tecidos 

vasculares de coelhos. Podem também, ser encontrados em tecidos isolados, em 

cultura de células ou ainda em alguns sistemas in vivo obtidos de cães, gatos, ratos, 

camundongos, humanos, bovinos ou suínos, embora não haja nenliuma evidência da 

presença destes receptores em cobaias (para revisão ver: Marceau et al., 1995).

O estudo dos receptores Bi tem sido de grande interesse, uma vez que estes 

receptores apresentam a particularidade de serem induzidos em certas ocasiões.



como por exemplo após trauma tecidual ou durante processos inflamatórios crônicos 

(Donaldson et al., 1997; Marceau, 1995; 1997). A indução dos receptores Bi pode 

ser facilmente observada na maioria da preparações in vitro obtidas de coelhos, 

ratos, suínos (Marceau, 1995) e também em tiras de cólon humano (Couture et al., 

1981). Estas preparações não respondem aos agonistas dos receptores Bi na primeira 

hora de incubação, mas se tomam progressivamente reativas após algumas horas de 

incubação in vitro. A preparação mais estudada em relação à indução dos receptores 

Bi tem sido a aorta isolada de coelho, onde se observa aumento gradativo da 

resposta contrátil ao agonista de receptores Bi, a des-Arg^-BK. Este efeito pode ser 

totalmente prevenido pela incubação do inibidor da síntese de RNA, actinomicina D, 

pelo bloqueador de síntese protéica, a cicloheximida ou ainda pelo inibidor da 

translocação de proteínas, brefeldin A (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980; 

Whalley et al., 1983; Audet et al., 1994; Campos e Calixto, 1994). Preparações 

como a artéria carótida e a artéria mesentérica de coelho, exibem um aumento 

progressivo da resposta relaxante a agonistas dos receptores Bi após algumas horas 

de incubação in vitro, sendo que estas respostas também podem ser prevenidas por 

inibidores de síntese protéica (DeBlois e Marceau. 1987; Pruneau e Belichard, 

1993). Desta fonna, a indução dos receptores Bi parece constituir um processo que 

ocorre em função do tempo e que depende diretamente de síntese protéica.



Provavelmente, a indução dos receptores Bi envolve a ativação de um ou mais genes, 

a expressão de RNAs mensageiros, translocação ao nível dos ribossomos e o 

transporte de proteínas do retículo endoplasmático para o complexo de Golgi (Hall, 

1992; Menke et al., 1994).

A importância físiopatológica do fenômeno de indução dos receptores Bi tem 

sido estudada em vários modelos in vitro e in vivo. A indução dos receptores Bi in 

vivo foi demonstrada inicialmente no modelo de cistite química em ratos. 

Preparações de bexiga urinária obtidas de animais expostos a um detergente 20 h 

antes, eram contraídas em resposta ao agonista seletivo de receptores Bi, des-Arg^- 

BK (Marceau et al., 1980). Posteriormente a indução dos receptores Bj in vivo foi 

demonstrada no modelo de pressão arterial em coelhos, onde, ao contrário do que 

ocorre em animais normais, a injeção de des-Arg^-BK e des-Arg’°-calidina causou 

hipotensão de forma marcante em animais pré-tratados com doses sub-letais (1 0 -4 0  

(ig) de endotoxina de Escherichia coli (lipopolissacarídeo bacteriano, LPS) 

(Marceau et al., 1983; 1984). Foi também demonstrado que as preparações obtidas 

de animais tratados com LPS, in vivo, responderam com forte contração em resposta 

aos agonistas seletivos de receptores Bi des-Arg^-BK e des-Arg’®-calidina já  a partir 

da primeira hora de incubação, sugerindo que os receptores foram adquiridos in vivo, 

antes do sacrifício (Regoli et al., 1981). Por outro lado, a expressão in vitro dos



receptores Bi pode ser acelerada pela adição de substâncias como o LPS, o 

dipeptideo murâmico e a oncostatina M (Bouthillier et al., 1987; DeBlois et al., 

1989; Nwator e Whallley, 1989; Levesque et al., 1995) ou ainda expressivamente 

aumentada pela incubação de certas citocinas tais como interleucina-1 (EL-l), 

interleucina-2 (EL-2), interleucina-8 (IL-8) e interferon y (IFNy) (DeBlois et al., 1991; 

DeKimpe et al., 1994). Glicocorticóides e inibidores de síntese protéica são capazes 

de bloquear o aparecimento dos receptores Bi modulado por estas substâncias 

(DeBlois et al., 1988; 1989a; 1991). Evidências a respeito da indução dos receptores 

Bi in vivo também têm sido demonstradas em modelos de hiperalgesia inflamatória 

em ratos, após a irradiação com raios ultravioleta, depois da injeção intra-articular de 

adjuvante de Freund ou após a injeção intra-articular de algumas citocinas, incluindo 

IL-1, IL-2 e IL-8 (Perkins et al., 1993; Perkins e Kelly, 1993; Davis et al., 1994; 

Kahsar et al., 1995; Perkins et al., 1995).

Todas as substâncias que induzem o aparecimento dos receptores Bi, 

incluindo o LPS, o dipeptideo murâmico, a oncostatina M e as próprias citocinas (IL-

1, IL-2 IL-8), possuem a capacidade de interferir com a produção autócrina de 

citocinas, principalmente IL -la  e IL-ip. Portanto, o efeito inibitório exercido pelos 

glicocorticóides poderia ser explicado pela inibição direta da síntese protéica de 

citocinas. Tem sido demonstrado, que a preparação de aorta isolada de coelho
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apresenta uma produção espontânea de IL-1, mesmo em condições assépticas 

(Clinton et al., 1991). Além disso, a indução dos receptores Bi na hiperalgesia 

causada pela injeção intra-articular de IL-1, IL-2 e IL-8 em ratos, pode ser inibida 

pelo antagonista do receptor de IL-1 (Davis e Perkins, 1994). Este dados mostram 

que os efeitos da IL-2 e da IL-8 na hiperalgesia inflamatória, são mediados através 

da secreção de IL-1, sugerindo que várias citocinas são capazes de influenciar a 

expressão funcional de receptores Bi. O envolvimento das citocinas no aparecimento 

dos receptores Bi tem sido confirmado também através de estudos de binding. 

Dados da literatura mostram que o tratamento prolongado com o fator de 

crescimento epidermal (EOF), com IL-1 ou com LPS aumenta significativamente a 

população de receptores Bi (B,náx) sem, no entanto, afetar a afinidade dos agonistas 

pelos receptores Bi em células de aorta de coelho (Galizzi et al., 1994; Scheneck et 

al., 1994; Levesque et al., 1995). Além disso, respostas funcionais, como o aumento 

da produção de fosfatidilinositóis, bem como a produção de prostanóides, podem ser 

amplificadas expressivamente pela incubação de IL-1, sugerindo a possibilidade de 

interações pós-receptor entre as citocinas e os agonistas dos receptores Bi (ver para 

revisão Marceau, 1995; 1997).

Embora a maioria das respostas mediadas pelos receptores Bi pareçam 

envolver a ativação de receptores induzidos, existem várias evidências acerca da
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ocorrência de receptores Bi constitutivos. Dados da literatura mostram que a des- 

Arg^-BK é capaz de produzir alterações cardiovasculares em gatos e cães em 

condições normais. Hipotensão, natriurese e respostas vasodilatadoras renais são 

observadas em cães nonnais, em resposta à des-Arg^-BK (Lortie et al., 1992; 

Nakhostine et al., 1993). Por outro lado, a injeção deste peptídeo produz efeitos 

hemodinâmicos complexos sobre a circulação pulmonar em gatos (DeWitt et al.,

1993). Em ambos os casos, a co-existência dos receptores Bi e B2 foi confirmada 

através de agonistas e antagonistas seletivos. Foi também demonstrado que a des- 

Arg^-BK é capaz de induzir hipertensão in vivo, em uma cepa especial de ratos 

Sprague-Dawley (Cunoosamy e Wheeldon, 1995). Além disso, preparações obtidas 

destes animais respondem aos agonistas dos receptores Bi de maneira constitutiva. 

Outros exemplos de preparações obtidas de ratos, que apresentam receptores Bi 

constitutivos são o fimdo de estômago e a veia porta isolados de rato (Cabrini e al.,

1996). Desta forma, em algumas espécies, como ratos, suínos e coelhos, a população 

basal de receptores Bi normalmente é nula, sendo que 0 aparecimento dos receptores 

Bi está relacionado a estados patológicos. Por outro lado, em alguns casos, como é 

observado em cães e gatos, os receptores do tipo Bi parecem co-existir com os 

receptores B2, de forma constitutiva em condições fisiológicas (ver para revisão: 

Marceau, 1997).
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Ao contrário dos receptores do tipo Bi, os receptores B2 estão distribuídos ao 

longo dos sistemas nervoso central e periférico, e parecem mediar a maior parte das 

ações fisiológicas das cininas, tendo sido identificados nos tratos gastrintestinal, 

cardiovascular, respiratório, genitourinário, bem como ao nível neuronal (Gaudrau et 

al., 1981; Hall e Morton, 1991; Couture et al., 1982; Maggi et al., 1989; Field et al., 

1992, ver para revisão Hall e Morton, 1997). As respostas inflamatórias e 

nociceptivas induzidas pela BK são mediadas por receptores B2 presentes em 

neurônios, células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e possivelmente em 

macrófagos e neutrófílos. Por outro lado, as propriedades vasoativas da BK são 

mediadas por receptores B2 localizados nas células endoteliais, devido à liberação 

de substâncias vasodilatadoras tais como óxido nítrico e prostaglandinas (Hess, 

1997). Além disso, através do uso de antagonistas seletivos, tem sido demonstrado 

que a ativação dos receptores B2 pode estar envolvida em várias respostas, incluindo 

a broncoconstrição, a hipotensão, processos inflamatórios agudos, dor e hiperalgesia 

(Steranka e Burch, 1991; Corrêa e Calixto, 1993; Dray e Perkins, 1993; Hall, 1997).

Os receptores B2 podem ser caracterizados pelo uso de agonistas e 

antagonistas seletivos. Apresentam alta afinidade pela BK e pela calidina, enquanto 

os metabólitos des-Arg^ são praticamente inativos neste receptor. Os primeiros 

antagonistas seletivos e competitivos para os receptores B2 tiveram sua estrutura
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baseada no protótipo [D-Phe^]-BK (Vavrek e Stuart, 1985). Posteriormente, foi 

desenvolvida a segunda geração de antagonistas B2, tais como o Hoe 140 e o NPC 

17731, com maior afinidade e seletividade do que os primeiros (Hock et al., 1991; 

Kyle et al., 1991; Wirth et al., 1991). Recentemente, foram desenvolvidos os 

primeiros antagonistas não-peptídicos e também seletivos para os receptores B2, o 

Win 64338 (Salvino et al., 1993; Sawutz, 1994) e 0 FR 173657, que apresenta 

atividade por via oral, quando testado em modelos de broncoconstrição, dor e 

inflamação (Asano etal., 1997; Griesbacher et al.,1997; Griesbacher e Legat, 1997).

A existência de dois receptores para as cininas foi confinnada através de 

estudos de biologia molecular. Nos últimos anos, os avanços nas técnicas de binding 

têm contribuído para o desenvolvimento de radioligantes seletivos para os receptores 

Bi e B2 (Hall, 1997). Os radioligantes [^H]des-Arg^-calidina e [^H]des-Arg^-[Leu*]- 

calidina possuem alta afinidade pelos receptores Bi e têm sido utilizados em estudos 

de binding para caracterizar as propriedades farmacológicas do receptor Bi. Células 

musculares lisas da aorta de coelho têm sido utilizadas tanto para estudos de binding, 

como para estudos fimcionais das vias de transdução de sinais (Tropea et al., 1993; 

Sclineck et al., 1994). Os radioligantes [^H]BK e ['^^I]Tyr*-BK apresentam alta 

afinidade pelos receptores B2 e tem sido utilizados para a identificação destes 

receptores em várias preparações isoladas ou culturas celulares, incluindo o íleo de
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cobaia, o útero de rata e fibroblastos humanos (Ramson et al., 1992; Tropea et al., 

1992; Roscher et al., 1990). Além disso, alguns estudos têm sido realizados com o 

radioligante [^H]NPC 17731 em células de miométrio bovino e de rato (Leeb- 

Lundberg et al., 1994; ver para revisão: Hess, 1997).

Os genes que codificam os receptores Bi foram clonados em coellios 

(MacNeil et al., 1995), em humanos (Menke et al., 1994; Webb et al., 1994) e em 

camundongos (McIntyre et al., 1993; Pesquero et al., 1996). O receptor Bi humano 

possui um seqüência de 353 aminoácidos e apresenta apenas 36 % de homologia 

com o receptor do tipo B2, o que sugere que ambos os receptores podem ser 

componentes de sistemas regulatórios diferentes (Menke et al., 1994). Os genes que 

codificam os receptores B2 foram inicialmente clonados em ratos (McEachem et al., 

1991) e posteriormente em humanos (Hess et al., 1992) e em camundongos (Ma et 

al., 1994a). Os receptores B2 clonados em ratos e camundongos possuem uma 

estrutura composta de 366 aminoácidos e apresentam 92 % de homologia entre si. 

Por outro lado, o receptor clonado em humanos apresenta uma seqüência de 364 

aminoácidos, possuindo 81 e 84 % de homologia com os receptores do rato e do 

camundongo, respectivamente (Eggerickx et al., 1992; Hess et al., 1992; Powell et 

al., 1993). O gene do receptor B2 de tecido humano foi mapeado no cromossomo 

14q32 (Powell et al., 1993; Ma et al., 1994b; Kammerer et al., 1995) sendo que
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foram identificados alguns polimorfísmos para o mesmo (Braun etal., 1995). 

Recentemente, foi desenvolvida uma cepa de camundongos onde o gene responsável 

pela expressão do receptor B2 foi deletado (Borkowski et al., 1995). A existência 

desta cepa de animais permite avaliar 0 papel dos receptores B2 para as cininas em 

fenômenos como o processo inflamatório e a pressão arterial, bem como avaliar a 

possível existência de múltiplos genes que codifiquem subtipos do receptor B2 

(Borkowski e Hess, 1995). Os estudos de biologia molecular mostram ainda que os 

receptores Bi e B2 para as cininas são membros da superfamília de receptores 

acoplados à proteína G que apresentam 7 domínios transmembrana. Além disso, a 

clonagem e a caracterização farmacológica dos receptores para cininas têm 

demonstrado que existem variações entre espécies, em relação a afinidade de 

agonistas e antagonistas seletivos dos receptores Bi e B2, sugerindo a existência de 

subtipos de receptores (Field et al., 1994; Butt et al., 1995).

As ações mediadas pelos receptores para as cininas podem envolver múltiplas 

vias de transdução de sinal, através de sistemas de segundos mensageiros. Os 

receptores Bi e B2 para as cininas são preferencialmente acoplados à uma proteína 

do tipo Gq (Gutowski et al., 1991) e na maioria das vezes sua ativação está 

relacionada com estimulação da fosfolipase C, com conseqüente formação de 

inositol-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O aumento dos níveis de IP3 resulta
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em influxo de cálcio intracelular (Lee et al., 1993) enquanto a formação de DAG 

promove ativação de isoformas específicas da proteína quinase C (Tippmer et al.,

1994). Os eventos celulares estimulados pelos receptores para cininas podem ainda 

envolver a mobilização de cálcio, ativação de canais de potássio sensíveis ao cálcio, 

transporte de íons cloreto, a ativação da adenilato ciclase, formação de óxido nítrico 

ou aumento expressivo dos níveis de prostanóides em resposta a ativação da 

fosfolipase A2 (Burch e Axelrod, 1987; Burch et al., 1990; Bhoola et al., 1992; 

Farmer e Burch, 1992; Hall et al., 1992; Burch, 1993).

O sistema de cininas exerce um papel central no desenvolvimento de 

processos inflamatórios agudos e crônicos. Os efeitos pró-inflamatórios causados 

pelas cininas têm sido extensivamente revisados e confirmam a participação dos 

receptores Bi e B2 na patofisiologia de várias doenças inflamatórias, incluindo 

pancreatite, artrite reumatóide, desordens do trato genitourinário, asma, rinite 

alérgica, bem como dor e hiperalgesia, além de participação na inflamação 

neurogênica (Lewis, 1970; Marceau et al., 1983; Roch-Arveiller et al., 1985; 

Hargreaves et al., 1988; Proud e Kaplan, 1988; Bhoola et al., 1992; Hall e Morton,

1997). A resposta inflamatória aguda é caracterizada por vasodilatação, 

extravasamento plasmático e aderência de neutrófilos (Polosa et al., 1993). Os 

efeitos inflamatórios das cininas são mediados por receptores Bi e B2, por ação
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direta sobre a microvasculatura endotelial ou indiretamente através da estimulação da 

liberação de neuropeptídeos a partir de fibras aferentes e pelo recrutamento e 

mobilização de células imunes para o sitio inflamatório. Além disso, os efeitos 

inflamatórios das cininas podem ser amplificados através da interação com outros 

mediadores do processo inflamatório, freqüentemente ao nível dos segundos 

mensageiros. Finalmente, existem também evidências substanciais que sugerem o 

envolvimento de ambos receptores Bi e B2 no inicio e na amplificação de processos 

dolorosos, incluindo a alodinia e hiperalgesia de origem inflamatória (Perkins et al., 

1993; Perkins e Kelly, 1993; Ferreira et al., 1993; Dray, 1995; Rang e Urban; 1995) 

ver para revisão: Hall e Morton, 1997).
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Analisar os mecanismos envolvidos na resposta edematogênica induzida 

pela BK através do uso de agonistas e antagonistas seletivos para as cininas, bem 

como analisar a possível interação da BK com outros mediadores do processo 

inflamatório;

2. Verificar a influência da dessensibilização dos receptores B2 para as cininas 

e do tratamento agudo com endotoxina de E. coli sobre a indução dos receptores Bi 

para as cininas, bem como investigar os possíveis mecanismos envolvidos nas 

respostas mediadas pelos receptores Bi no edema de pata de rato.
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MATERIAL E MÉTODOS 

Animais

Para a realização dos experimentos foram utilizados ratos machos Wistar 

(150-180 g), fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais foram 

mantidos em temperatura controlada de 22 ± 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 

horas, e com livre acesso à água e ração até a hora dos experimentos. Os animais 

foram aclimatizados no laboratório durante um período de pelo menos 1 hora. Os 

experimentos foram realizados entre 8 e 18 horas.

20

Procedimentos experimentais 

Medida do edema de pata

O procedimento utilizado para a avaliação do edema de pata foi similar 

àquele descrito por Winter et al. (1962) com pequenas modificações. Os animais 

foram ligeiramente anestesiados com éter e receberam, por via intraplantar e na 

pata direita, 0,1 ml de salina tamponada com fosfato (PBS; composição em 

mmol/litro: NaCl 137, KCl 2.7 e tampão fosfato 10) contendo BK, des-Arg^-BK 

(agonista seletivo de receptores Bi) ou tirosina*-BK (agonista seletivo de 

receptores B2) (0,3 - 300 nmol/pata). A pata esquerda recebeu o mesmo volume 

(0,1 ml) de PBS e foi utilizada como controle. O aumento do volume foi medido



pletismometricamente (Pletismômetro, Ugo Basile, Itália) em vários intervalos de 

tempo (10, 20, 30, 60 e 120 minutos após a injeção das cininas) ou apenas no pico 

do edema (20 minutos). A diferença entre o volume das patas direita e esquerda foi 

quantificada (em ml) e tomada como índice de edema. Em todos os experimentos 

os animais foram pré-tratados com o inibidor da cininase II, o captopril (5 mg/kg,

1 h, s.c.), a fim de prevenir a degradação das cininas (Corrêa et al., 1993).
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Análise da interação entre a BK e outros mediadores da inflamação no edema 

de pata de rato

Com o objetivo de verificar o efeito sinergístico da associação entre vários 

mediadores da inflamação com a BK, no edema de pata de rato, os animais 

receberam, por via intraplantar e na pata direita, 0,1 ml de PBS contendo BK (1 

nmol/pata) injetada isoladamente ou associada com um dos seguintes mediadores do 

processo inflamatório; substância P (SP), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina 

I2 (PGI2), peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), fator de agregação 

plaquetária (PAF), serotonina (5-HT) ou histamina, em doses de 1 pmol a 1 

nmol/pata. Em outros grupos de animais, a fim de analisar a possível interação dos 

mediadores entre si, foram co-injetados SP, PGE2, PGI2, CGRP, PAF, 5-HT e 

histamina (todos 1 nmol/pata) em diferentes combinações binárias. O edema foi



avaliado como descrito anteriormente. Os efeitos da interação foram verificados 

comparando-se os edemas produzidos pela associação dos mediadores com a BK, 

com os edemas produzidos pela injeção dos mediadores isoladamente.

Para verificar o envolvimento dos receptores Bi e B2 para a BK na resposta 

edematogênica resultante da associação entre a BK e os outros mediadores 

inflamatórios, os animais receberam uma co-injeção do antagonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-[Leu*]-BK (200 nmol/pata) ou dos antagonistas seletivos 

dos receptores B2, o Hoe 140 ou o NPC 17731 (0,1 - 3 nmol/pata). A resposta 

inibitória foi analisada comparando-se 0 edema de pata produzido pela associação 

da BK e dos outros mediadores da inflamação, na ausência ou na presença dos 

referidos antagonistas.
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Influência da dessensibilização dos receptores B2 sobre a resposta 

edematogênica resultante da interação entre a BK e outros mediadores da 

inflamação

A fím de verificar a especificidade da interação entre a BK e os outros 

mediadores envolvidos no processo inflamatório, bem como analisar os mecanismos 

relacionados com este processo, os animais foram dessensibilizados segundo o 

método descrito anteriormente por Martins et al. (1992). A dessensibilização foi



induzida através da injeção intraplantar diária de BK (10 nmol/pata), por um 

período de 7 dias. A pata contralateral recebeu apenas PBS e foi utilizada como 

controle. O edema foi avaliado diariamente, 20 minutos depois da injeção de BK. 

No oitavo dia, quando os animais já  estavam completamente dessensibilizados ao 

efeito edematogênico da BK, receberam uma injeção intraplantar (0,1 ml) contendo 

BK ( 1  nmol/pata) em associação com PGE2, PGI2 ou SP (todos 1 nmol/pata).

Com o objetivo de analisar se 0 processo de dessensibilização era seletivo, 

outros grupos de animais que haviam sido dessensibilizados à BK, receberam 

injeções intraplantares dos seguites mediadores; PGE2 (10 nmol/pata), SP (3 

nmol/pata), PAF (10 nmol/pata) ou histamina (100 nmol/pata). O edema foi avaliado 

como descrito anteriormente, comparando-se as respostas obtidas nos animais 

controle com aquelas obtidas nos animais dessensibilizados à BK.

Em uma outra série de experimentos, a fím de anahsar a iníuência de outros 

mediadores da inflamação sobre 0 processo de dessensibilização induzido pela BK, 

os animais receberam uma injeção intraplantar contendo SP ou PGE2 (ambas 10  

mnol/pata) em associação com BK (10 nmol/pata) no primeiro dia da indução da 

dessensibilização. Nos dias subseqüentes ( 2 - 7  dias) os animais receberam apenas 

BK (10 nmol). O edema de pata foi avaliado diariamente conforme a descrição 

anterior.
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Efeito da dessensibilização dos receptores B2 sobre 0 edema de pata induzido 

pelo agonista seletivo dos receptores Bi, a des-Arg^-BK

Com o objetivo de analisar o efeito da dessensibilização dos receptores B2 

sobre o edema de pata causado pelo agonista seletivo de receptores Bi, des-Arg^- 

BK, as patas foram dessensibilizadas através da injeção diária de BK (10 

nmol/pata), durante 7 dias, conforme a descrição anterior. No oitavo dia, os animais 

dessensibilizados à BK receberam uma injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 

nmol/pata). O edema de pata foi avaliado como descrito anteriormente.

Para comprovar o possível envolvimento dos receptores Bi no edema de pata 

causado pela des-Arg^-BK em animais dessensibilizados à BK, um outro grupo de 

animais recebeu uma injeção intraplantar do antagonista de receptores Bi a des- 

Arg^-[Leu^]-BK (200 nmol/pata) em conjunto com a des-Arg^-BK (100 nmol/pata).

Em uma outra série de experimentos, a fim de verificar a participação de 

síntese protéica no edema de pata induzido pela des-Arg^-BK em animais 

dessensibilizados à BK, os animais foram tratados por via subcutânea (s.c.) com 0 

glicocorticóide dexametasona (0,5 mg/kg), ou com salina (0,9 %), 24 h antes da 

injeção da des-Arg^-BK (100 nmol/pata).



Influência do tratamento com endotoxina de Escherichia coli (LPS) sobre o 

edema de pata de rato causado por agonistas dos receptores Bi e B2

Para investigar a influência do tratamento agudo com endotoxina obtida de 

Escherichia coli (lipopolissacarídeo bacteriano, LPS) sobre o edema de pata 

causado por agonistas seletivos de receptores Bi e B2 de BK, os animais foram 

tratados por via endovenosa (e.v.) com LPS (10 |ig/animal) ou com salina (0,9 %) 

24 h antes dos experimentos. O edema de pata foi induzido pela injeção intraplantar 

do agonista seletivo de receptores Bi de BK, des-Arg^-BK (3 - 300 nmol/pata), ou 

pela injeção do agonista seletivo de receptores B2, a tirosina^-BK (3 nmol/pata). O 

edema foi avaliado como descrito anteriormente, comparando-se as respostas 

obtidas nos animais tratados com salina, com aquelas obtidas nos animais tratados 

com LPS.

A fím de determinar os receptores envolvidos na resposta edematogênica 

produzida pela des-Arg^-BK em animais previamente tratados com LPS, os animais 

receberam uma injeção intraplantar contendo o antagonista de receptores Bi, des- 

Arg^-[Leu^]-BK (100 - 300 nmol/pata) ou os antagonistas de receptores B2, Hoe 

140 e NPC 17731 (ambos, 10 nmol/pata) em conjunto com a des-Arg^-BK (100 

nmol/pata). A resposta inibitória foi analisada comparando-se o edema produzido 

pela des-Arg^-BK na presença ou ausência dos antagonistas.
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Com 0 objetivo de verificar o possível envolvimento de síntese protéica no 

edema de pata causado pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) nos ratos tratados com 

LPS, outros grupos de animais foram tratados previamente com o glicorticóide, 

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), 24 e 48 h antes dos experimentos, ou com o 

inibidor de síntese protéica, a cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c.) 24 h antes dos 

experimentos. Os animais controle foram tratados com salina (0,9 %) nos mesmos 

intervalos de tempo.

A fim de avaliar a participação de metabólitos do ácido araquidônico, no 

desenvolvimento do edema de pata à des-Arg^-BK (100 rmiol/pata) em ratos 

tratados com LPS, os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal (i.p.) com o 

inibidor da ciclooxigenase indometacina (2 mg/kg) 1 h antes dos experimentos. Os 

animais controle foram tratados com salina (0,9 %) e o edema de pata avaliado 

como descrito acima.
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Influência do tratamento com LPS sobre o edema de pata induzido por outros 

mediadores da inflamação

Em outra série de experimentos, com o objetivo de investigar os efeitos do 

tratamento agudo com LPS, sobre o edema de pata causado por outros mediadores 

do processo inflamatório, os animais foram pré-tratados com LPS (10 fig/kg, i.v.) ou



com salina (0,9 %), com descrito anteriormente, e 24 h depois, o edema de pata foi 

induzido pela injeção intraplantar de histamina (100 nmol/pata), SP (3 nmol/pata), 

PGE2 (10 nmol/pata) ou 5-HT (10 nmol/pata). O edema foi avaliado como descrito 

anteriormente, comparando-se as respostas obtidas nos animais tratados com salina, 

com aquelas obtidas nos animais tratados com LPS.
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Análise da interação entre a des-Arg’-BK e alguns mediadores da inflamação 

no edema de pata de animais tratados com LPS

Para anahsar a possível interação do agonista seletivo de receptores Bi des- 

Arg^-BK, com outros mediadores do processo inflamatório, os animais tratados com 

LPS receberam uma injeção intraplantar (0,1 ml) de PBS contendo des-Arg^-BK 

isoladamente ou associada a um dos seguintes mediadores químicos da inflamação: 

SP, PGE2, PGI2, CGRP, PAF, 5-HT ou histamina (todos 1 nmol/pata). O edema de 

pata foi avaliado como descrito anteriormente. Os efeitos da interação foram 

verificados comparando-se os edemas produzidos pela associação dos mediadores 

com a des-Arg^-BK, com aqueles produzidos pela injeção dos mediadores 

isoladamente nos animais tratados com LPS.

Com o objetivo de confirmar 0 envolvimento dos receptores Bi para as 

cininas no edema de pata produzido pela associação de des-Arg^-BK com outros



mediadores inflamatórios em ratos tratados com LPS, os animais receberam uma 

injeção intraplantar conjunta do antagonista seletivo de receptores Bi, des-Arg^- 

[Leu*]-BK (100- 300 nmol/pata). A resposta inibitória foi analisada comparando-se 

0 edema de pata produzido pela associação da des-Arg^-BK com os mediadores da 

inflamação, na ausência ou na presença do antagonista.
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Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: BK, des-Arg^-BK, tirosina^-BK, des- 

Arg^-[Leu*]-BK, substância P, prostaglandina E2, prostaglandina I2 (Iloprost, 

análogo estável da PGI2), peptídeo relacionado ao gene da calcitonina, serotonina, 

histamina, captopril, dexametasona, cicloheximida, indometacina, lipopolissacarídeo 

bacteriano {Escherichia coli, sorotipo: 0111 B4) (todas obtidas da Sigma Chemical 

Company, St.Louis, EUA), fator de agregação plaquetária (Bachem, Suécia). O 

Hoe 140 (D-Arg-[Hyp\ Thi^ D-Tic^, Oic*]-BK) e o NPC 17731 (D-Arg^- 

Arg’-Pro^-Hyp^-Gly'*-Phe^-Ser^-[D-Hype^(transpropyl)^]-Oic^-Arg^), foram cedidos 

gentilmente pela Hoechst (Frankflut, Alemanha) e pela Seios/Nova Corporation 

(Baltimore, EUA), respectivamente. As soluções-estoque para todos os peptídeos 

foram preparadas em PBS (1 -1 0  mM) em tubos siliconizados, mantidas a -18 °C e 

diluídas na concentração desejada no dia dos experimentos. As outras drogas foram 

diluídas em salina, com exceção da dexametasona e indometacina que foram 

diluídas em 5% de etanol.
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Análise estatística

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média, exceto 

os valores individuais de DE50 ou DI50 (ou seja, doses dos agonistas que 

produziram 50 % da resposta máxima, ou doses dos antagonistas que reduziram a 

formação do edema em 50 % em relação aos controles, respectivamente). Esses 

valores foram expressos como médias geométricas acompanhadas de seus 

respectivos limites de confiança em nível de 95 % e calculados através de 

interpolação gráfica em papel semilogarítmico. A anáhse estatística dos resultados 

foi realizada por meio do teste “t” de Student ou por análise de variância, seguida 

pelo teste de Dunnett, quando apropriado. Valores de P menores do que 0,05 (P < 

0,05) foram considerados como indicativos de significância.
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RESULTADOS

Edema de pata induzido pela BK

Os resultados da figura lA  mostram que a injeção intraplantar de BK (0,3 a 

30 nmol/pata) em ratos pré-tratados com captopril (5 mg/kg, s.c., Ih), causou edema 

de pata de maneira dose-dependente, com DE50 (nmol/pata) (juntamente com o 

intervalo de confiança) de 1,9 (1,2 - 2,4), sendo que a resposta máxima obtida foi de 

0,43 ± 0,04 ml. Por outro lado, a injeção intraplantar do agonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-BK (100 - 300 nmol/pata), produziu apenas um discreto 

aumento de volume na pata (0,06 ± 0,009 ml) (figura IB).

O edema de pata induzido pela BK (3 nmol/pata), foi significativamente 

inibido pela co-injeção dos antagonistas seletivos de receptores B2, Hoe 140 e NPC 

17731 (ambos 3 nmol/pata). As inibições observadas com os dois antagonistas, 

foram de (média ± e.p.m.) 41 ± 5 % e 49 ± 3 %, respectivamente. Por outro lado, a 

co-injeção do antagonista de receptores Bi, des-Arg^-[Leu^]-BK (200 nmol/pata), 

não foi capaz de interferir com 0 edema de pata causado pela BK (figura IC). 

Interação entre a BK e outros mediadores da inflamação

A injeção intraplantar de BK (1 nmol/pata) causou edema de pata de pequena 

intensidade (0,17 ± 0,05 ml). Além disso, os seguintes mediadores do processo 

inflamatório: SP, PGI2, PGE2,CGRP, 5-HT, PAF ou histamina (1 nmol/pata), quando
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injetados isoladamente, causaram pequena ou nenhuma alteração de volume nas 

patas (figuras 2 e 3). Entretanto, a injeção intraplantar de BK (1 nmol/pata) em 

associação com SP, PGI2, PGE2, CGRP, PAF ou 5-HT em doses entre 1 pmol e 1 

nmol/pata, produziu potencialização significativa e dose-dependente do edema de 

pata de rato (figuras 2 e 3). A ordem de potências relativas observada foi (DE50, 

pmol/pata, juntamente com o limite de confiança 95 %, obtidas em 20 min); SP (8,1; 

6,7 - 9,1) > PAF (13,7; 10,2 - 16,8) > PGI2 (20,5; 19,2 - 22,1) > 5-HT (23,8; 22,9 - 

25,3) > CGRP (25,7; 23,4 - 26,3) > PGE2 (52,0; 50,4 - 57,6). As respostas máximas 

obtidas pela co-injeção de BK com os outros mediadores da inflamação foram (ml); 

PGE2 (0,71± 0,02); PGI2 (0,66 ± 0,03); 5-HT (0,65 ± 0,01); SP (0,63 ± 0,06); CGRP 

(0,60 ± 0,05) e PAF (0,47 ± 0,02). Ao contrário do que foi observado em relação 

aos outros mediadores da inflamação, a co-injeção histamina ( 1  nmol/pata) não foi 

capaz de promover potencialização do edema de pata causado pela BK (1 

nmol/pata) (figura 3C).

Por outro lado, a co-injeção de SP, PGE2, PGI2, CGRP, PAF e 5-HT (1 

nmol/pata) em diferentes combinações, produziu edema de pata de intensidade 

correspondente a somação de seus efeitos individuais, alcançando no máximo 50 % 

da resposta observada pela associação desses mediadores com a bradicinina 

(resultados não apresentados).
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Quando injetados isoladamente os antagonistas seletivos dos receptores B2 

para as cininas, 0 Hoe 140 e o NPC 17731 (0,1 - 3 rmiol/pata) não causaram 

qualquer alteração de volume nas patas. Entretanto, a co-injeção destes antagonistas 

com bradicinina (1 nmol/pata) associada à PGE2, PGI2, SP ou ao CGRP foi capaz de 

inibir significativamente e de forma dose-dependente a resposta edematogênica 

resultante da associação entre a BK e os outros mediadores da inflamação (figuras 4 

e 5). As DI50 (nmol/pata, juntamente com os limites de confiança 95 %) obtidas para 

0 Hoe 140 foram: 1,4 (0,9 - 2,0); 1,3 (0,8 - 2,2); 1,5 (1,1 - 2,0) e 1,1 (0,9 - 2,2), 

enquanto que para 0 NPC 17731 foram 1,0 (0,9 -1,1); 1,0 (0,8 - 1,2); 0,7 (0,6 - 1,4), 

na presença de PGE2, PGI2, CGRP e SP, respectivamente.

Ao contrário do que foi observado em relação aos antagonistas de receptores 

B2, a co-injeção do antagonista de receptores Bi, des-Arg^[Leu*]-BK (200 

nmol/pata), não foi capaz de interferir com 0 edema de pata causado pela associação 

de BK com os outros mediadores da inflamação (resultados não apresentados). 

Influência da dessensibilização dos receptores B2 sobre a potenciallzação da 

resposta edematogênica à BK

Os dados da figura 6A mostram que a injeção diária de BK (10 nmol/pata) 

durante 7 dias foi capaz de induzir dessensibilização progressiva do edema de pata à 

BK. A inibição máxima foi obtida no sétimo dia, e foi correspondente a 93 ± 3 %.
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A dessensibilização observada foi epecífica para a BK, uma vez que as 

injeções intraplantares de doses equipotentes de histamina ( 10 0  nmol/pata), PGE2 

(10 nmol/pata), PAF (10 nmol/pata) ou SP (3 nmol/pata) produziram edema de 

mesma intensidade tanto em patas normais quanto nas patas dessensibilizadas à BK 

(figura 6B).

A injeção intraplantar de BK (1 nmol/pata) em conjunto com a PGE2, PGI2 

ou SP (todos 1 nmol/pata) em patas dessensibilizadas, causou potencialização do 

edema de pata induzido pela BK, embora essas respostas tenham sido menores do 

que as observadas em patas normais. As respostas obtidas (ml) na presença de 

PGE2, PGI2 e SP foram: 0,52 ± 0,06; 0,54 ± 0,02 e 0,39 ±0 , 01 ,  em animais 

dessensibilizados e 0,7 + 0,02; 0,63 ± 0,01 e 0.6 ± 0.02 ml, em animais normais, 

respectivamente (figura 7).

O tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 24 h antes) 

reduziu de maneira significativa 0 edema de pata causado pela associação de BK (1 

nmol/pata) com PGE2 ou PGI2 nas patas dessensibilizadas à BK. As inibições 

observadas foram de 59 ± 4 % e 48 ± 5 %, respectivamente (figura 8) .
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A figura 9 mostra que a associação de SP (10 mnol/pata) ou PGE2 (10 

nmol/pata) com BK (10 nmol/pata) no primeiro dia da indução da dessensibilização, 

foi capaz de prevenir parcialmente, mas de forma significativa o desenvolvimento da 

dessensibilização induzida pela BK. As inibições máximas observadas foram 78 ± 2 

% e 53 ± 3 %, nos animais que receberam SP e PGE2, respectivamente, comparada 

com 93 ± 3 % de inibição, quando a dessensibilização foi induzida na ausência 

destes mediadores.

43

Efeito da dessensibilização dos receptores B2 para a BK sobre 0 edema de pata 

induzido pela des-Arg^-BK

Como observado anteriormente, a injeção intraplantar do agonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-BK (100 - 300 nmol/pata) causou apenas uma discreta 

alteração de volume das patas (0,06 ± 0,009 ml). Entretanto, a injeção intraplantar de 

des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais cujas patas haviam sido dessensibilizadas 

à BK, resultou na formação de edema de forma expressiva (0,25 ± 0,03 ml), em 

valores correspondentes a cerca de 60 % da resposta edematogênica produzida pela 

BK em animais normais. A co-injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, a 

des-Arg^-[Leu*]-BK (100 nmol/pata) inibiu significativamente (36 ± 6 %) o edema de 

pata induzido pela des-Arg^-BK em animais dessensibilizados (figura 10 A).
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FIGURA 9 - Influência da associação entre SP (A) ou de PGE2 (B) (10 nmol/pata) 
com a BK (10 nmol/pata) sobre o processo de dessensibilização induzido pela BK. 
Cada coluna representa a média de 6 animais e as colunas verticais os erros padrão 
da média. ** P < 0,01.
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O tratamento sistêmico dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 24 h) 

causou inibição significativa do edema de pata causado pela des-Arg^-BK (100 

nmol/pata) em animais dessensibilizados à BK (53 ± 4 %) (figura lOA). Por outro 

lado, o mesmo tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 24 h) em animais 

controle, não foi capaz de inibir o edema de pata induzido pela BK (3 nmol/pata) 

(figura 10 B) .

46

Efeito do tratamento agudo com LPS sobre o edema de pata de rato causado 

por agonistas seletivos dos receptores Bi e B2 para as cininas

Em animais controle, a injeção intraplantar do agonista seletivo de receptores 

Bi, des-Arg^-BK (100 - 300 nmol) causou apenas uma discreta alteração de volume 

(0,04 ± 0,003 ml), enquanto que a injeção intraplantar do agonista seletivo de 

receptores B2, a tirosina*-BK (0,3 - 10 nmol/pata) induziu a formação de edema de 

pata de forma marcante e dose-dependente. A DE50 obtida para a tirosina*-BK 

(nmol/pata, juntamente com 0 limite de confiança 95 %) foi de 1,3 (1,0 - 1,5) com 

resposta máxima de 0.39 ± 0.05 ml. Entretanto, nos animais tratados sistemicamente 

com LPS (10 /ig/animal, e.v.) 24 h antes dos experimentos, a injeção intraplantar de 

des-Arg^-BK (100 nmol/pata), causou aumento expressivo do volume da pata (0,46 ± 

0,08 ml). Ao contrário, 0 edema de pata resultante da injeção intraplantar de
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tirosina*-BK (3 nmol/pata) foi reduzido significativamente (79 ± 4 %) nos animais 

tratados com LPS (0,075 ± 0,01 ml) (figuras 11A e B).

0.5 1

0.25 -

Tyr*-BK

nmol

■  CONTROLE 

□  LPS

B

**

Tyr*-BK
3

nmol

0.5 -

0.25 -

+ DEX 
0.5 mg/kg 

24h

**

DABK
100
nmol

DABK + DEX 0.5 mg/kg  

100 24h 48h + 
nmol 24h

FIGURA 1 1 - Edema de pata de rato causado pela injeção intraplantar de tirosina* -̂ 
BK (Tyr* -̂BK, 3 nmol/pata) (A) ou des-Arg‘̂ -BK (DABK, 100 nmol/pala) (B) em 
animais tratados com salina ou com LPS ( 1 0  ^g/animal; c.v.; 24 h, antes), líleito do 
tratamento com dexametasona (DEX, 0,5 mg/kg; s.c.; 24 e 48 li) sobre o edema de 
pata induzido por tirosina**-BK (Tyr’̂ -BK, 3 nmol/pata) (A) ou des-Arg‘̂ -BK (DABK, 
100 nmol/pata) (B) em ratos tratados com LPS. ("ada coluna representa a média de 6  

animais e as banas verticais os enos padrão da média. ** P < 0,01.
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O mesmo tratamento dos animais com LPS (10 (xg/animal, s.c.) 24 h antes, não 

interferiu com o edema de pata induzido pela PGE2 ( 10  nmol/pata), mas redu2du 

significativamente os edemas causados pela histamina (100 nmol/pata), SP (3 

nmol/pata) e 5-HT (10 nmol/pata) em 25 ± 2 %; 17 ± 2 , 5  % e 18 ± 4 %, 

respectivamente (figura 1 2 ).

0.5

<
I -
<
Q .

LÜ
O

LU
Q
LU

0 "

Controle

LPS

HIS SP PGE2 5HT
100 nmol 3 nmol 1 0  nmol 10 nmol

FIGURA 12 - Efeito do pré-tratamento dos animais coin LPS sobre o edema de pata 
de rato induzido pela histamina (HIS, 100 nmol/pata), SP (3 nmol/pata), PGE2 (10 
nmol/pata) ou 5-HT (10 nmol/pata). Cada coluna representa a média de 6 animais e 
as barras verticais os erros padrão da média. * P < 0,05.



O tratamento prévio dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 24 ou 

48 h antes dos experimentos foi capaz de reduzir significativamente o edema de pata 

causado pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) nos animais tratados com LPS (58 ± 3 % 

e 82 ± 2 %, respectivamente) (figura 11 B).

Por outro lado, o tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 

24 h antes dos experimentos, foi capaz de reverter parcialmente (66 ± 5 %), mas de 

forma significativa, a redução ocasionada pelo LPS sobre o edema de pata induzido 

pela tirosina*-BK (3 nmol/pata) (figura 11 A).

A injeção intraplantar de des-Arg^-BK (3 - 300 nmol/pata) em animais tratados 

com LPS, produziu edema de pata de maneira dose-dependente com valores de DE50 

(juntamente com limite de confiança 95 %) e resposta máxima iguais a 24,1 (20,2 - 

28,1) nmol/pata e 0,46 ± 0,05 ml, respectivamente (figura 13 A). A co-injeção do 

antagonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg^-[Leu^]-BK (100 - 300 nmol/pata) 

reduziu de forma significativa e dose-dependente 0 edema de pata induzido pela des- 

Arg^-BK (100 nmol/pata), com DI50 igual a 134,2 (129,4 - 143,3) nmol/pata (figura

13 B). Ao contrário, a co-injeção dos antagonistas seletivos de receptores B2, o Hoe 

140 ou 0 NPC 17731 (ambos 10 mnol/pata) não interferiu com 0 edema de pata 

causado pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) (figura 13C).
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O tratamento prévio dos animais com o inibidor de síntese protéica, a 

cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c.) 24 h antes, ou com o inibidor da ciclooxigenase, 

indometacina (2 mg.kg, i.p.) 1 h antes dos experimentos, causou inibição 

siginificativa do edema de pata induzido pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em ratos 

tratados com LPS. As inibições máximas observadas foram 98 ± 2 % e 50 ± 4 %, 

respectivamente (figura 14).
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FIGURA 14 - Efeito do tratamento com indometacina (INDO, 2 mg/kg; i.p., 1 h) ou 
com cicloheximida (CHX, 1,5 mg/kg; s.c., 24 h) sobre o edema de pata causado pela 
des-Arg -̂BK (DABK, 100 nmol/pata) em animais tratados com LPS. Cada coluna 
representa a média 5 animais e as barras verticais os erros padrão da média ♦♦ P < 
0,01 .



Interação entre a des-Arg^-BK e outros mediadores da inflamação em animais 

tratados com LPS

A injeção intraplantar de des-Arg^-BK (10 nmol/pata) em ratos tratados com 

LPS, produziu edema de pata de pequena intensidade (0,10 ± 0,06 ml). Da mesma 

forma, outros mediadores do processo inflamatório tais como SP, PGI2, PGE2, 

CGRP, 5-HT, PAF ou histamina quando injetados isoladamente (1 nmol/pata), 

causaram pequena ou nenliuma alteração de volume nas patas (figuras 15 e 16). 

Entretanto, a injeção intraplantar de des-Arg^-BK (1 nmol/pata) em associação com 

SP, PGI2, PGE2, CGRP, PAF ou 5-HT (todos 1 imiol/pata) resultou em 

potencialização significativa do edema de pata. As respostas máximas obtidas pela 

co-injeção da des-Arg^-BK com os outros mediadores da inflamação foram (ml): 

PGE2 (0,31+ 0,03); PGI2 (0,39 ± 0,02); 5-HT (0,40 ± 0,02); SP (0,33 ± 0,04); CGRP 

(0,35 ± 0,04) e PAF (0,38 ± 0,02) (figuras 15 e 16). Ao contrário dos outros 

mediadores, a co-injeção de des-Arg^-BK com histamina (1 nmol/pata), não foi 

capaz de promover potencialização do edema de pata causado pela des-Arg^-BK (1 

mnol/pata) (figura 16C).

A co-injeção do antagonista dos receptores Bi para as cininas, a des-Arg^- 

Leug]-BK (100 - 300 nmol/pata) foi capaz de inibir de maneira significativa e dose- 

dependente 0 edema de pata causado pela associação entre a des-Arg^-BK e os
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outros mediadores da inflamação em animais tratados com LPS (figura 17). As DI50 

(nmol/pata) obtidas (juntamente com os limites de confiança 95 %) foram: 180 (143 

- 195), 139 (130 - 145), 160 (139 - 181) e 135 ( 1 2 1  - 144), na presença de PGE2, 

PGI2, SP e 5-HT, respectivamente.
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DISCUSSÃO

A bradicinina exerce um importante papel como mediador do processo 

inflamatório, principabnente pela estimulação de receptores constitutivos do tipo B2. 

Desta forma, os resultados do presente estudo confirmam e também estendem os 

dados da literatura, indicando que em animais tratados com captopril, a BK induz a 

formação de edema de pata de rato de maneira dose-dependente, através da interação 

com receptores do tipo B2, mas não do tipo Bi (Whalley et a l, 1984; Whalley, 1987; 

Proud e Kaplan, 1988; Damas e Remade-Vólon, 1992; Damas et a l, 1996). Estas 

conclusões estão baseadas no fato de que a injeção do agonista seletivo de 

receptores Bi, des-Arg^-BK, em doses até 300 nmol/pata, produziu apenas uma 

discreta alteração de volume das patas. Além disso, a co-injeção do antagonista 

seletivo de receptores Bi, a des-Arg^-[Leu*]-BK, não foi capaz de interferir com 0 

edema de pata causado pela BK. Por outro lado, os antagonistas seletivos dos 

receptores B2, Hoe 140 e NPC 17731, inibiram significativamente 0 edema de pata 

de rato induzido pela BK. Uma inibição similar das respostas produzidas pela BK in 

vivo, através do bloqueio dos receptores B2 pelos antagonistas Hoe 140 e NPC 

17731, tem sido amplamente relatada na literatura (Wirth et a l, 1991; Dray et a l, 

1992; Corrêa e Calixto, 1993; Kyle e Burch, 1993).
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A BK e as cininas relacionadas aumentam a permeabilidade microvascular e 

promovem extravasamento plasmático em muitas espécies, sendo que a injeção 

intradérmica de BK produz uma resposta edematogênica característica (Polosa et al.,

1993). O relaxamento de arteríolas e a constrição de vênulas causa um aumento da 

pressão diferencial no leito capilar, promovendo extravasamento plasmático. Dados 

descritos na literatura, demonstram que antagonistas seletivos dos receptores B2 do 

tipo [DPhe^]-BK, podem inibir o extravasamento plasmático induzido pela BK em 

modelos de inflamação desenvolvidos em coelhos ou em ratos (Schatcher et al., 

1987; Griesbacher e Lembeck, 1987; Whalley et al., 1987). Além disso, vários 

antagonistas dos receptores B2 são capazes de inibir 0 extravasamento microvascular 

induzido por várias substâncias pró-inflamatórias. Por exemplo, 0 Hoe 140 inibe 0 

extravasamento plasmático induzido por agentes como a carragenina (Burch e 

DeHaas, 1990; Damas e Remacle-Vólon, 1992; De Campos et al., 1996), 0 ácido 

úrico (Damas e Remacle-Vólon, 1992), a fosfolipase A2 (Cirino et al., 1991) e 

endotoxina de E. coli (Ueno et al., 1995).

Os resultados do presente estudo mostram que o edema de pata causado pela 

BK pode ser potencializado pela co-injeção de vários mediadores do processo 

inflamatório. A co-injeção de doses muito baixas de PGE2, PGI2, SP, PAF ou 5-HT, 

que isoladamente produzem apenas uma discreta alteração de volume das patas,
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induziu potencialização de maneira dose-dependente do edema de pata causado pela 

BK. Ao contrário do que foi observado em relação aos outros mediadores da 

inflamação, a co-injeção de histamina não produziu potencialização do edema de 

pata induzido pela BK. O efeito sinergístico resultante da interação entre a BK e 

outros mediadores do processo inflamatório, no edema de pata de rato, parece 

envolver mna amplificação das respostas mediadas pelos receptores B2 para as 

cininas, uma vez que este efeito foi inibido de maneira dose-dependente pela co- 

injeção dos antagonistas seletivos de receptores B2, o HOE 140 e o NPC 17731. Por 

outro lado, não parece haver 0 envolvimento dos receptores Bi no processo de 

interação entre a BK e os outros mediadores químicos da inflamação, pelo menos em 

condições normais, já  que a co-injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, a 

des-Arg^-[Leu*]-BK, não foi capaz de interferir com a potencialização do edema de 

pata de rato causado pela BK. Além disso, é importante mencionar que a co-injeção 

dos outros mediadores do processo inflamatório, PGE2, PGI2, SP, CGRP, PAF, 5-HT 

ou histamina, em diferentes combinações, resultou na formação de edema com 

intensidade muito menor, do que as respostas obtidas pela associação da BK com os 

diversos mediadores da inflamação. Estes resultados sugerem, portanto, que a BK 

parece exercer mn papel central neste processo através da interação com receptores 

do tipo B2.
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Os mecanismos envolvidos no processo de potencialização da resposta 

edematogênica da BK ainda não foram totalmente esclarecidos. É possível que parte 

dos efeitos causados pela PGE2, PGI2, SP, CGRP e PAF sobre o edema de pata 

produzido pela BK, seja resultante pelo menos em parte, da capacidade destes 

mediadores em produzir aumento de fluxo sangüíneo e vasodilatação (Brain e 

Williams, 1989; Buckley et al., 1991; Cruwys et al., 1992; Newbold & Brain, 1993; 

Izzo et al., 1994). As neurocininas, incluindo a SP, causam extravasamento 

plasmático através da estimulação de células endoteliais vasculares que induzem 

vasodilatação pela liberação de óxido nítrico (NO). Por outro lado, 0 CGRP induz 

dilatação arteriolar expressiva facilitando o extravasamento plasmático por aumento 

do fluxo sangüíneo (Brain e Williams, 1985). Uma outra alternativa para explicar a 

potencialização resultante da co-injeção de BK e de outros mediadores da 

inflamação, seria a interação entre os sistemas de segundos mensageiros ativados 

pela BK e os sistemas efetores ativados pelos outros mediadores do processo 

inflamatório. Os dados da literatura mostram que a pré-incubação de fibroblastos 

3T3 com ésteres do forbol ou com análogos do diacilglicerol é capaz de potencializar 

a síntese de PGE2 estimulada pela bradicinina (Burch et al., 1988; ver para revisão 

Burch, et al., 1993). Também foi demonstrado que a síntese de prostanóides mediada 

pela BK pode ser potencializada pela IL-1 em fibroblastos sinoviais de humanos

60



(O’Neill e Lewis, 1989; Bathon et al., 1992) ou por IL-1 e TNF em fibroblastos 3T3 

e macrófagos (Burch et al., 1988; 1989a,b; Burch e Tiffany, 1989; Tiffany e 

Burch, 1989). Embora a BK possa causar contração e relaxamento de vasos 

sangüíneos através da estimulação de receptores B2, o aumento de permeabihdade 

vascular pode estar relacionado com a estimulação direta da degranulação de 

mastócitos, e liberação de vários mediadores como a 5-HT e a histamina (Dray, 

1994; Rang et al., 1994). Este mecanismo não requer a ativação de receptores, mas a 

estimulação de moléculas de superfície que ativam a fosfolipase C. Desta forma, o 

aumento dos níveis de cálcio induz a liberação dos mediadores a partir dos 

mastócitos (Bueb et al., 1990). Por outro lado, a liberação de neuropeptídeos e 

prostanóides pode ocorrer após a estimulação de neurônios sensoriais e simpáticos 

pela BK. Além disso, foi demonstrado que a co-injeção de PGE2 é capaz de 

aumentar de forma expressiva a liberação de neuropeptídeos de neurônios sensoriais 

de rato, estimulados pela BK (Vasko et al., 1994).

Foi demonstrado que tanto 0 edema de pata, quanto a exsudação pleural 

induzidos pela BK, podem ser progressivamente inibidos por injeções diárias 

repetidas deste peptídeo, sendo que a inibição máxima é obtida depois de 7 e 4 dias 

de estimulação, respectivamente (Martins et al., 1992). Além disso, sabe-se que a 

ativação de neurônios sensoriais ou fíbras aferentes pela BK, pode induzir
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dessensibilização. Neste caso, o processo de dessensibilização é observado 

particularmente quando os neurônios são expostos várias vezes à BK (Dray et al., 

1992). Confirmando estes dados, os resultados do presente trabalho demonstram que 

a injeção intraplantar diária de BK (10 nmol/pata), durante um período de 7 dias, 

causou dessensibilização progressiva e completa do edema de pata induzido pela 

BK. A dessensibilização foi específica para a BK, uma vez que, o edema de pata 

induzido por PAF, PGE2, SP ou histamina em patas dessensibilizadas a BK, foi 

equivalente ao edema produzido por estes mediadores em patas normais. Estes dados 

estão de acordo com as descriçães da literatura, que mostram que dessensibihzação 

do edema de pata, bem como da exsudação pleural induzida pela BK, constitui um 

processo homólogo, que envolve apenas os receptores B2 das cininas (Martins et al., 

1992).

Estudos bioquímicos recentes têm sugerido que a dessensibilização induzida 

pela BK envolve mudanças ao nível do receptor, bem como alterações das vias de 

segundos mensageiros envolvidos na transdução de sinal. Dados da literatura 

demonstram que a incubação de BK em cultura de fibroblastos humanos por um 

intervalo de 5 a 10 min, resulta em diminuição das respostas causadas pela BK. A 

redução dessas respostas parece estar relacionada com a inibição da formação de 

prostanóides (Roscher et al., 1984). Foi também demonstrado que a
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dessensibilização induzida pela BK em neurônios sensoriais, é mediada pela 

liberação de NO, que por sua vez ativa a guanilato ciclase, promovendo aumento dos 

níveis intracelulares de GMP cíclico (Burguess et al., 1989; Lang et al., 1990; 

McGhee et al., 1992; Harvey & Burguess, 1993). É possível que a dessensibilização 

dos receptores B2 esteja envolvida com a alteração da produção de IP3 , mediada pela 

ativação de uma proteína quinase sensível ao GMP cíclico, através da produção de 

NO (Bradley e Burguess, 1993; RuefF et al., 1994). Por outro lado, existem poucas 

evidências mostrando a participação de AMP cíclico no desenvolvimento da 

dessensibilização à BK (Rueff et al., 1994). Desta forma, 0 fenômeno de 

dessensibilização induzido pela BK parece envolver diretamente, a interferência 

com os sistemas efetores acoplados ao receptor B2. Pode haver ainda o envolvimento 

de processos de agregação, intemalização ou ainda de redução do número de 

receptores (Roberts e Gullick, 1990; Roscher et al., 1990; Munoz e Leeb-Lundberg; 

Wolsing e Rosenbaum, 1993).

A co-injeção de SP ou PGE2, no primeiro dia da indução da dessensibilização 

a BK, foi capaz de prevenir parcialmente o desenvolvimento do processo de 

dessensibilização. Além disso, a co-injeção de BK e PGE2, PGI2 ou SP, em patas 

dessensibilizadas, produziu edema de pata em valores próximos aos observados em 

patas nonnais. Estes resultados são consistentes com a proposta, de que outros
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mediadores da inflamação podem ser moduladores importantes dos efeitos pró- 

inflamatórios das cininas.

Como descrito na introdução, ao contrário dos receptores B2, os receptores do 

tipo Bi raramente são constitutivos, embora sua síntese possa ser estimulada por 

trauma tecidual ou durante 0 processo inflamatório. Desta forma, a maioria das 

preparações obtidas de musculatura lisa não respondem ao agonista seletivo de 

receptores Bi a des-Arg^-BK, na primeira hora de incubação in vitro, mas se tomam 

gradualmente reativas a este agonista, após algumas horas de incubação (Ver para 

revisão: Marceau, 1995). A expressão dos receptores Bi tem sido descrita 

essenciahnente em todas as preparações musculares lisas obtidas de coelhos (Regoh, 

1980; DeBlois et a l, 1988; Whalley, 1983), ratos (Marceau et a l, 1980; Campos e 

Calixto, 1994; Cabrini et a l, 1995) e também de tiras de cólon humano (Couture et 

a l, 1981). A natureza dos mecanismos patológicos que estão envolvidos com a 

indução dos receptores Bi tem sido estudada pela utilização paralela de modelos in 

vivo e in vitro. Tem sido demonstrado que 0 processo de indução dos receptores Bi 

in vitro, pode ser acelerado pela incubação de substâncias, tais como o LPS, 0 

dipeptideo murâmico e a oncostatina M (Bouthillier et a l, 1987; DeBlois et a l, 

1989; Levesque et a l, 1995,) ou ainda expressivamente aumentado, pelo acréscimo 

das citocinas IL-1, IL-2, IL-8 ou IFNy (DeBlois et a l, 1988; 1991; DeKimpe et a l.
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1994). A expressão de receptores Bi in vivo pode ser observada no modelo de 

pressão arterial em coelhos, onde ao contrário do que ocorre em animais normais, a 

injeção endovenosa dos agonistas seletivos dos receptores Bi, des-Arg^-BK e des- 

Arg*®-calidina causa hipotensão de maneira dose-dependente em animais pré- 

tratados com doses sub-letais de LPS (10 - 40 jig) (Marceau et al., 1983). Foi 

também demonstrado que a indução dos receptores Bi ocorre em vários modelos de 

inflamação crônica em ratos, tais como cistite ou cohte de origem química (Marceau 

et al., 1980; Kachur et al., 1986) ou ainda na artrite reumatóide induzida por 

complexos imunes (Cruwys et al., 1994). Estudos recentes têm demonstrado o 

envolvimento dos receptores Bi da bradicinina no desenvolvimento de hiperalgesia 

inflamatória, após a incidência de raios ultravioleta (Perkins e Kelly, 1993; Perkins et 

al., 1993), seguindo a injeção intra-articular de várias citocinas ou pela injeção de 

adjuvante de Freund (Davis et al., 1994; Davis e Perkins, 1994; Khasar et al., 1995; 

Perkins et al., 1995). Dados descritos na hteratura mostram que as respostas 

mediadas pela indução dos receptores Bi parecem envolver a participação de síntese 

de proteínas, uma vez que estas respostas podem ser totalmente prevenidas pela 

incubação de doses baixas de glicocorticóides ou pela adição de inibidores da síntese 

protéica, tais como a cicloheximida (Bouthillier et al., 1987; DeBlois et al., 1988; 

1989; 1991; ver para revisão: Marceau, 1995). Tem sido proposto, que a indução do
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aparecimento dos receptores Bi poderia ser dependente da produção local de 

citocinas, principalmente IL -la  e IL-ip. Todas as substâncias conhecidas por 

estimularem a indução dos receptores Bi, incluindo o LPS, o dipeptídeo murâmico e 

mesmo as citocinas IL-1, IL-2 e IL-8, possuem a capacidade de induzir a síntese de 

EL-1. O efeito inibitório produzido pelos glicocorticóides, poderia ser explicado pelo 

menos em parte, pela supressão da síntese de IL-1. Além disso, a possibihdade de 

uma ação adicional para os ghcocorticóides, relacionada com a inibição dos 

receptores das citocinas não poderia ser descartada (DeBlois et al., 1991). A 

participação da IL-1 na indução dos receptores Bi pode ser confirmada pela 

ocorrência da produção espontânea de IL -la , após o isolamento e a incubação “in 

vitro” de preparações de aorta de coelho, mesmo em condições estéreis. Estes dados 

podem ser confirmados in vivo no modelo de pressão arterial em coelhos, onde o 

agente hberador de citocinas, o dipeptídeo murâmico e a própria IL-1, são capazes 

de mimetizar a ação do LPS na indução dos receptores Bi (DeBlois et al., 1991). Por 

outro lado, o antagonista de receptores IL-1 (IRA) não foi capaz de inibir a indução 

dos receptores Bi após algumas horas de incubação in vitro de aorta isolada de 

coelho. Foi também demonstrado, que o IRA não previne a resposta hipotensiva em 

coelhos, causada pela des-Arg^-BK, após o tratamento in vivo com LPS (Whalley et 

al., 1983). Por outro lado, no modelo de hiperalgesia crônica induzida pela injeção
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intra-articular de IL-1, IL-2 e IL-8 em ratos, o tratamento com o IRA foi capaz de 

inibir os efeitos produzidos pelas três citocinas, sugerindo que as respostas 

produzidas pela EL-2 e pela IL-8 são dependentes da secreção de EL-l (Davis e 

Perkins, 1994). O IRA é um antagonista que bloqueia as ações mediadas pela EL-l a  

e EL-ip através de ligação com receptores de membrana, não tendo a capacidade de 

interferir com os efeitos autócrinos das IL-1 sobre a síntese de proteínas (Clinton et 

al., 1991; Dripps et al., 1991). Desta forma, está defmido que várias citocinas podem 

amplificar as respostas funcionais produzidas por agonistas seletivos de receptores 

Bi, bem como são capazes de induzir a sua própria síntese. Em conjunto, estes dados 

sugerem que a indução dos receptores Bi após o dano tecidual ou durante o 

desenvolvimento do processo inflamatório, constitui um processo tempo-dependente, 

que envolve síntese protéica e possivelmente a participação direta de algumas 

citocinas inflamatórias, principalmente, IL -la  e IL-1 p. (ver para revisão: Marceau, 

1995; 1997; Dray e Perkins, 1997).

Os dados do presente estudo mostram que a injeção do agonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-BK causa apenas uma alteração discreta no volume das 

patas em ratos nomiais. Entretanto, em animais completamente dessensibilizados à 

BK, a des-Arg^-BK (100 nmol/pata) causou edema de pata de forma expressiva. A 

resposta edematogênica causada pela des-Arg^-BK em animais dessensibilizados
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parece envolver ativação de receptores do tipo Bi para as cininas, um vez que o 

edema de pata causado pelo agonista receptores Bi, a des-Arg^-BK foi 

significativamente inibido pela co-injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, 

des-Arg^-[Leu*]-BK.

Os dados do presente trabalho sugerem portanto, o possível envolvimento de 

síntese protéica no aparecimento das respostas mediadas pelos receptores Bi, uma 

vez que tratamento sistêmico dos animais com o glicocorticóide dexametasona, 

inibiu de forma expressiva, o edema de pata induzido pela des-Arg^-BK em animais 

dessensibilizados. Por outro lado, o mesmo tratamento com dexametasona falhou em 

inibir o edema da pata causado pela BK em animais normais, o qual é mediado pela 

ativação de receptores B2 constitutivos. Baseado em dados da literatura, que 

mostram que 0 aparecimento dos receptores Bi envolve a produção de citocinas e 

que sua síntese pode ser inibida pelo tratamento com glicocorticóides (Marceau et 

al, 1980; Wlialley et a l, 1983; Bouthillier et a l, 1987; DeBlois et a l, 1988; 1991), 

pode-se concluir que o edema de pata causado pela des-Arg^-BK em patas 

dessensibilizadas, parece estar associado com a indução dos receptores Bi, através 

ie um processo sensível a dexametasona.

A injeção intraplantar do agonista seletivo dos receptores B2, tirosina*-BK 

1̂ 0,3 - 10  nmol/pata) causou edema de pata de forma marcante e dose-dependente.
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enquanto que o agonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg’-BK (100 - 300 

nmol/pata) produziu apenas uma pequena alteração de volume das patas. Os 

resultados apresentados, mostram que a injeção intraplantar do agonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-BK, foi capaz de induzir edema de pata de forma 

expressiva e dose-dependente em animais previamente tratados com LPS (24 h). A 

des-Arg^'BK foi cerca de 18 vezes menos potente, embora tenha sido mais eficaz em 

causar edema de pata, quando comparada ao agonista seletivo de receptores Bi, a 

tirosina*-BK em animais normais. Por outro lado, o tratamento agudo com LPS 

produziu uma redução significativa do edema de pata causado pela tirosina*-BK. 

Além disso, o pré-tratamento com LPS não alterou o edema de pata induzido pela 

PGE2, mas causou uma diminuição significativa dos edemas de pata produzidos por 

histamina, SP ou 5-HT.

A formação de edema seguindo a injeção intraplantar de des-Arg^-BK em 

animais previamente tratados com LPS, parece ser mediada exclusivamente pela 

ativação de receptores do tipo Bj, sem interferência dos receptores do tipo B2. A co- 

injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg^-[Leu^]-BK inibiu de 

fonna dose-dependente 0 edema de pata induzido pela des-Arg^-BK, enquanto que a 

co-injeção dos antagonistas seletivos de receptores B2, 0 Hoe 140 e o NPC 17731, 

não foi capaz de interferir com 0 edema de pata causado pela des-Arg^-BK nos
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animais tratados com LPS. O tratamento com LPS parece induzir a expressão dos 

receptores Bi principalmente em tecidos isolados de coelhos (Bhoola et al., 1992; 

ver para revisão: Hall, 1992). Resultados semelhantes também foram descritos após 

0 tratamento sistêmico com LPS (24 h), onde ocorre um aumento da resposta 

mediada pelos receptores Bi, associado a uma redução do efeito relaxante, 

provavehnente mediado pelos receptores B2, em preparação de fundo de estômago 

isolado de rato (Cabrini et al., 1996).

O aumento de permeabilidade vascular constitui um evento importante 

decorrente da injeção da BK e de outras cininas relacionadas (Marceau et al., 1983). 

A estimulação do extravasamento plasmático em resposta a injeção de BK, envolve a 

separação física das células endoteliais particularmente ao nível das vênulas pós- 

capilares. Os dados descritos na literatura são unânimes em afirmar que sob 

condições nonnais, 0 aumento de permeabilidade vascular causado pelas cininas 

envolve a ativação de receptores do tipo B2, mas excluem qualquer participação dos 

receptores do tipo Bi (Wlialley et al., 1984; Wlialley, 1987; Proud e Kaplan, 1988). 

Por exemplo, 0 agonista seletivo de receptores Bi, des-Arg^-BK não produz qualquer 

efeito sobre a permeabilidade vascular quando injetado na pele de coelhos (Marceau 

et al., 1981). A ativação dos receptores B2, sem qualquer envolvimento dos 

receptores Bi, também foi demonstrada no edema de pata de rato causado pela
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injeção de BK (Whalley et al., 1984). Além disso, a injeção do antagonista seletivo 

dos receptores B2, Hoe 140 inibe de forma expressiva o aumento de permeabilidade 

vascular induzido pelas cininas na pele de rato (Lembeck et al., 1991). Outros dados 

mostram ainda, que a inalação em aerosol de BK, tanto em humanos quanto em 

roedores, produz edema de mucosa, acompanhado da formação de exsudato rico em 

albumina. Este efeito também parece ser modulado pelos receptores B2, já  que a 

inalação de des-Arg^-BK não causa qualquer efeito (Baraniuk et al., 1990). Por outro 

lado, ao contrário do que foi demonstrado em condições normais, quadros que 

envolvem processos inflamatórios crônicos, parecem estar relacionados com a 

indução dos receptores Bi. Desta forma, vários modelos de hiperalgesia inflamatória 

demonstram a participação dos receptores Bi, após estímulos como a injeção intra- 

articular de adjuvante de Freund ou de várias citocinas (ver para revisão: Marceau, 

1995; Dray e Perkins, 1997). Portanto, os resultados do presente trabalho, 

confirmam e estendem os dados descritos na literatura, mostrando que em condições 

normais, 0 edema de pata de rato é mediado pela ativação de receptores B2. Por 

outro lado, estímulos como a dessensibilização dos receptores B2 ou o tratamento 

agudo com LPS, podem evidenciar a participação dos receptores Bi na resposta 

edematogênica causada pelas cininas.
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Como observado em relação a resposta edematogênica mediada pelos 

receptores Bi em animais dessensibilizados, o edema de pata causado pela des-Arg^- 

BK em animais tratados com LPS, foi expressivamente inibido pelo tratamento 

prévio com dexametasona 48 e 24 horas antes dos experimentos. Além disso, o 

tratamento prévio com o inibidor de síntese protéica, cicloheximida, aboliu quase 

que completamente o edema de pata induzido pela des-Arg^-BK nestes animais. 

Vários dados da literatura demonstram que a dexametasona e a cicloheximida são 

capazes de prevenir o aparecimento dos receptores Bi, observada após a indução de 

trauma tecidual ou infecção (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980; Wlialley et al., 

1983). Em conjunto, estes resultados indicam que o edema de pata causado pela des- 

Arg^-BK em ratos pré-tratados com LPS, envolve provavelmente a indução de 

receptores Bi dependente de síntese protéica, sendo esse um processo sensível ao 

tratamento com dexametasona e cicloheximida. Uma vez que o tratamento sistêmico 

com LPS é capaz de promover a indução dos genes de certas citocinas a partir de 

macrófagos, neutrófílos e fibroblastos in vivo (Ulich et al., 1992; Cockfield et al., 

1993; Huleihel et al., 1993) através de macanismos sensíveis ao tratamento com 

glicocorticóides (Geiger et al., 1993; Ochalski et al., 1993; Pang et al., 1994), toma- 

se aparente que o edema de pata induzido por receptores Bi em ratos pré-tratados 

com LPS, constitui um processo mediado pela liberação de citocinas. Estes
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resultados são consistentes com outros dados descritos na literatura, que mostram 

que em alguns modelos de inflamação e de hiperalgesia, a indução dos receptores Bi 

pelo tratamento com LPS, parece exercer um papel importante na manutenção do 

processo inflamatório (Burch et al., 1989; Bhoola et al., 1992; Dray e Perkins, 1993; 

Perkins et al., 1993).

Muitas ações mediadas pelos receptores Bi das cininas, estão associadas com 

a ativação da fosfohpase A2 e conseqüente liberação de metabólitos derivados da via 

do ácido araquidônico através da via da ciclo-oxigenase (Gaginella e Kachur, 1989; 

Calixto e Medeiros , 1991; Burch, 1993; Shlemper e Calixto, 1994; Cabrini et al., 

1995, 1995). Os resultados do presente trabalho mostram que o inibidor da ciclo

oxigenase, a indometacina, inibiu significativamente 0 edema de pata induzido pela 

des-Arg^-BK em animais tratados com LPS, sugerindo o envolvimento de 

metabólitos do ácido araquidônico na resposta edematogênica, após a ativação dos 

receptores Bi.

Como demostrado previamente em relação ao edema de pata (presente 

trabalho) ou ao aumento de permeabilidade vascular (Brain e Williams, 1989; 

Buckley et al., 1989; Cruwys et al., 1992) causados pela BK, 0 agonista seletivo de 

receptores Bi, a des-Arg^-BK, também foi capaz de interagir de maneira sinergistica 

com outros mediadores do processo inflamatório, em animais previamente tratados
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com LPS . Esta conclusão, está baseada no fato de que a co-injeção de doses muito 

baixas de PGE2, PGI2, SP, CGRP, PAF ou 5-HT, que isoladamente causaram uma 

pequena alteração de volume da pata, foram capazes de produzir potencialização do 

edema de pata causado pela des-Arg^-BK em animais tratados com LPS.

Por outro lado, assim como descrito para a BK em animais controles, a co- 

injeção de histamina não causou potencialização da resposta edematogênica induzida 

pela des-Arg^-BK. Estes resultados sugerem, que embora a histamina exerça um 

papel importante no processo inflamatório, ela não possui a capacidade de 

potencializar 0 edema de pata de rato induzido pelas cininas.

O edema de pata resultante da interação entre os vários mediadores da 

inflamação com a des-Arg^-BK em ratos pré-tratados com LPS, parece ser mediado 

apenas por receptores do tipo Bi, já  que foi antagonizado de maneira dose- 

dependente pela co-injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg^- 

Leu*]-BK, sem no entanto ser afetado pela co-injeção dos antagonistas seletivos de 

receptores B2, como o Hoe 140 e 0 NPC 17731.

Os mecanismos envolvidos no processo de potencialização do edema de pata 

causado pela des-Arg^-BK através de outros mediadores da inflamação, ainda 

permanecem obscuros. Resultados da literatura têm demonstrado que assim com a 

BK, a des-Arg^-BK é capaz de estimular a liberação de alguns mediadores
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envolvidos no processo inflamatório, tais como PGE2 e PGI2 (Toda et al., 1987; 

Cahil et al., 1988; Galizzi et al., 1994) ou IL-1 (Burch et al., 1989a; Tiffany e Burch, 

1989; Lemer e Modeer, 1991). Além disso, tem sido demonstrado que a IL-1 

potencializa a formação de PGE2 induzida pela des-Arg^-BK em fibroblastos 

sinoviais ou gengivais (Lemer e Moder, 1991; Bathon et al., 1992; Lemer et al., 

1992).

Em conclusão, os dados do presente estudo estendem e confirmam as 

observações iniciais de que o edema de pata induzido pela BK em condições normais 

é mediado pela ativação de receptores do tipo B2 (Whalley et a l , 1984; Whalley, 

1987; Proud e Kaplan, 1988). Além disso, foi demonstrado que a BK pode interagir 

de maneira sinergistica com outros mediadores inflamatórios, em um processo 

mediado pela ativação dos receptores B2. Os resultados também demonstram que a 

co-injeção de outros mediadores da inflamação é capaz de alterar 0 perfil da 

dessensibilização induzida pela BK, sugerindo que outros mediadores da inflamação 

podem modular diretamente os efeitos pró-inflamatórios das cininas. Por outro lado, 

tanto a dessensibilização dos receptores B2 da bradicinina, como o tratamento agudo 

dos animais com LPS, foi capaz de induzir 0 aparecimento de receptores do tipo Bi, 

associado a uma diminuição expressiva das respostas mediadas pelos receptores B2. 

As respostas mediadas pelos receptores Bi parecem depender diretamente de síntese
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)rotéica, uma vez que o tratamento dos animais com o glicocorticóide, a 

lexametasona, bem como, com o inibidor de síntese protéica, a cicloheximida, foi 

;apaz de inibir de forma expressiva o edema de pata causado pela des-Arg’-BK. 

Mém disso, a resposta edematogênica causada pela des-Arg^-BK em animais 

ratados com LPS, parece envolver a liberação de metabólitos derivados do ácido 

iraquidônico, já  que o tratamento sistêmico dos animais com o inibidor da ciclo- 

)xigenase, a indometacina, produziu inibição significativa do edema de pata mediado 

)elos receptores Bi. Os resultados também demonstram que o agonista seletivo de 

eceptores B\, a des-Arg^-BK, é capaz de interagir de maneira sinergística com 

)utros mediadores do processo inflamatório.

Em conjunto os resultados do presente trabalho, mostram que o edema de pata 

ie rato causado pelas cininas envolve a ativação de receptores do tipo Bi e B2. 

inquanto os receptores B2 (constitutivos) medeiam a formação de edema em 

condições normais, os receptores do tipo Bi (induzidos) parecem mediar a resposta 

ídematogênica apenas em condições especiais, como após a dessensibilização dos 

•eceptores B2 ou depois do tratamento dos animais com LPS. Desta fonna, estes 

necanismos podem ser relevantes na instalação e manutenção de processos 

inflamatórios agudos e crônicos.
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NUMMARY

. - This study investigated some of the mechanisms underlying kinin-induced 

)edematogenic response in the rat paw, by use of selective agonists and antagonists.
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[- Intraplantar injection of bradykinin (BK, 0 .3 -1 0  nmol/paw) in rats pretreated with 

japtopril (5 mgkg'‘, s.c.) caused a dose-related increase in rat paw volume, with ED50 

^alue 1.9 nmol/paw and maximal response of 0.43 ± 0.04 ml. On the other hand des- 

^g^-BK, a selective Bi receptor agonist, up to 300 nmol/paw caused minimal oedema 

0.06 ± 0.009 ml). The response to BK (3 nmol/paw) in the rat paw oedema was 

intagonised by B2 receptor antagonists, Hoe 140 and NPC 17731 (both 3 nmol/paw).

Co-administration of prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin I2 (PGI2), calcitonin 

;ene-related peptide (CGRP), serotonin (5-HT), substance P (SP) or PAF-acetlier (PAF)

1 pmol - 1 nmol/paw) wiüi BK (1 nmol/paw) potentiated in a dose-dependent manner 

he rat paw oedema induced by BK. The rank order of potency (mean ED50, pmol/paw) 

or this effect was: SP (8.1) > PAF (13.7) > PGI2 (20.5) > 5-HT (23.8) > CGRP (25.7) > 

^GE2 (52.0). Co-administration of BK with the various inflammatory mediators resulted 

n maximal paw oedemas (ml) of: PGE2 (0.71 ± 0.02); PGI2 (0.66 ± 0.02); 5-HT (0.65 ±



0.01); SP (0.63 ± 0.05); CGRP (0.60 ± 0.05) and PAF (0.47 ± 0.02) ml. Histamine (up 

to 1 nmol/paw) was inefifective in potentiating the response to BK.

4- Hoe 140 or NPC 17731 (two selective Bi receptor antagonists, 0 .1 - 3  nmol/paw) 

produced dose-dependent inhibition of paw oedema potentiation induced by co-injection 

of BK with other mediators with the following mean ID50S (nmol/paw): Hoe 140- 1.4; 

1.3; 1.5 and 1.1 and NPC 17731- 1.0; 1.0; 0.9 and 0.7; in the presence of PGE2, PGI2, 

CGRP and SP, respectively. The selective Bi receptor antagonist des-Arg^ [Leu^]-BK 

(up to 300 nmol/paw) had no effect.

5- Daily intraplantar injections of BK (10 nmol/paw) once a day for 7 consecutive days 

caused a progressive and complete desensitization of the paw oedema, which was 

specific for BK, since paw oedema induced by PAF, PGE2, SP or histamine was not 

affected. In addition, the oedema caused by BK in the paw desensitised to tlie peptide 

was almost completely reversed if BK was co-injected with PGE2, PGI2 or SP (1 

nmol/paw). Injection of PGE2 or SP (10 nmol/paw) together with tlie first BK injection 

(10 nmol/paw), partially prevented BK-induced desensitisation.
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3- When animals were completely desensitized to BK, des-Arg^-BK (100 nmol/paw) 

:aused paw oedema (0.25 ± 0.03 ml) which was consistently blocked by the Bi receptor 

mtagonist, des-Arg^-[Leu*]-BK (100 nmol/paw).

7- Treatment of animals with dexamethasone (0.5 mgkg‘* s.c., 24 h previously) 

uitagonized paw oedema induced by des-Arg^-BK (100 nmol/paw) in desensitized 

Daws, but not that induced by BK (3 nmol/paw) in naive paws. The steroid also 

prevented the recovery of oedema seen after co-injection of BK with PGE2 or PGI2 (1 

imol/paw) in desensitized paws.
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? - Intraplantar injection of des-Arg^-BK (3- 300 nmol) in rats pretreated with LPS (24h 

jrior) resulted in a marked dose and time-related increase in paw volume, being 18.5- 

bld less potent tlian tyrosine*-BK (0.1 - 30 nmol) in naive animals, with mean ED50S of 

W.l and 1.3 nmol, respectively. In sharp contrast, oedema caused by tyrosine*-BK (3 

imol) was reduced by 79 ± 4 in animals treated with LPS.

) - Oedema caused by PGE2 (10 nmol) was unaffected by LPS treatment, wliile oedema 

nduced by histamine (100 nmol), 5-HT (10 nmol) and SP (3 nmol) were reduced (P < 

).01).



10 - The selective Bi antagonist, des-Arg’[Leu*]-BK (100 - 300 nmol), produced dose- 

lependent inhibition of des-Arg^-BK (100 nmol)-induced paw oedema in LPS-treated 

mimals with mean ID50 value of 134 nmol, while the selective B2 antagonists Hoe 140 

md NPC 17731 (each 10 nmol) had no effect.

11 - Treatment of animals with dexamethasone (0.5 mgkg'\ s.c.) 24 or 48 h prior to LPS 

njection resulted in a graded inhibition of des-Arg^-BK (100 nmol)-induced oedema 

brmation (58 ± 3 and 82 ± 2 %, respectively), and almost completely reversed to control 

/alue oedema formation induced by tyrosine*-BK (3 nmol) in animals that were 

^retreated with LPS. Treatment of animals with cycloheximide (1.5 mg.kg'^ s.c.) or with 

ndomethacin (2 mgkg’\  i.p.) 24 and 1 h prior to LPS injection, respectively, markedly 

nhibited des-Arg^-BK (100 nmol)-induced paw oedema (98 ± 2 and 50 ± 4 %, 

espectively).

12 - Intraplantar injection of sublimear dose of des-Arg^-BK (10 nmol) in LPS-treated 

ats produced modest paw oedema (0.09 ± 0.03 ml). However, intraplantar injections of 

^GE2, PGI2, CGRP, SP, 5-HT, or PAF (each 1 nmol), wliich alone caused little or no 

3aw oedema, resulted in significantly greater paw oedemas. The increases in paw 

/olume (in ml) were: PGE2 (0.31 ± 0.03), PGI2 (0.39 ± 0.02), CGRP (0.35 ± 0.04), SP
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0.33 ± 0.04), 5-HT (0.40 ± 0.02) and PAF (0.38 ± 0.0.16) ml. In contrast, histamine (1 

imol/paw) was ineffective in potentiating the response to des-Arg^-BK.

[3 - The selective Bi receptor antagonist, des-Arg^-BK (100 - 300 nmol), produced 

lose-dependent inliibition of paw oedema potentiation induced by co-injection of des- 

\rg^-BK and other mediators with mean DDsos (nmol) of: 180, 160, 139 and 135 in tlie 

)resence of PGE2, PGI2, SP and 5-HT, respectively.
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14 - These results suggest that both Bi and B2 receptors are involved in BK-induced rat 

Daw oedema. Tlie B2 receptors are constitutive, but induction of expression of Bi 

eceptors seems to occur following complete desensitization of tlie paw to BK or after 

reatment of animals with LPS. In addition, very low doses of inflammatory mediators 

narkedly potentiate BK-induced paw oedema, as well as can interact in a synergistic 

nanner witli des-Arg^-BK-induced paw oedema in rats pre-treated witli LPS. Such 

nechanisms may be relevant for the manifestation of acute and clironic inflammatoiy 

processes.

Most of these results have been published in British Journal of Pharmacology 114 ; 

1005 - 1013,1995 and 117 : 793 - 798, 1996.



lESUM O

. - No presente estudo foram analisados, através do emprego de agonistas e 

intagonistas seletivos, alguns dos mecanismos envolvidos nas respostas 

ídematôgenicas causadas pelas cininas na pata de rato.
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l - A  injeção intraplantar de bradicinina (BK; 0 ,3 -1 0  nmol/pata) causou edema de 

)ata dose-dependente com DE50 de 1,9 nmol/pata e resposta máxima de 0,43 ± 0,04 

nl. Por outro lado, a injeção intraplantar do agonista seletivo de receptores Bi, des- 

\rg^-BK (100 - 300 nmol/pata) causou apenas uma discreta alteração do volume das 

)atas (0,06 ± 0,009). O edema de pata causado pela BK (3 nmol/pata) foi 

lignificativamente inibido pela co-injeção dos antagonistas seletivos dos receptores 

32, 0 Hoe 140 e 0 NPC 17731 (43 ± 3 e 41 ± 4 %, respectivamente), mas não pela 

;o-injeção do antagonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg^-[Leu^]-BK (200 

imol/pata).

A co-administração de PGE2, PGI2, CGRP, 5-HT, SP ou PAF (1 pmol - 1 

imol/pata) em conjunto com a BK (1 nmol/pata) causou potencialização dose- 

lependente do edema de pata induzido pela BK. A ordem de potência para os efeito



observados foi (DE50, prao^pata): SP (8,1) > PAF (13,7) > PGI2 (20,5) > 5-HT 

(23,8) > CGRP (25,7) > PGE2 (52). As respostas máximas resultantes da interação 

da BK com os outros mediadores da inflamação foram (ml): PGE2 (0,71 ± 0,02); 

PGI2 (0,66 ± 0,02 ); 5-HT (0,65 ± 0,01); SP (0,63 ± 0,05); CGRP (0,60 ± 0,05) e 

PAF (0,47 ± 0,02). A histamina (1 nmol/pata) não foi capaz de potencializar o edema 

de pata causado pela BK.

4 - 0  Hoe 140 e o NPC 17731 (0,1 - 3 nmol/pata) produziram inibição dose- 

dependente da potencialização do edema de pata induzido pela co-injeção da BK 

com outros mediadores inflamatórios. As DI50S observadas foram (mnol/pata): para 0 

Hoe 140, 1,4; 1,3; 1,5; 1,1 e para o NPC 177131, 1,0; 1,0; 0,9 e 0,7, na presença de 

PGE2, PGI2, CGRP e SP, respectivamente.
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5 - A injeção intraplantar diária de BK (10 mnol/pata) durante 7 dias foi capaz de 

induzir dessensibilização progressiva do edema de pata causado pela BK. A 

dessensibilização foi específica para a BK, já  que os edemas de pata produzidos pelo 

PAF (10 nmol/pata), PGE2 (10 nmol/pata), SP (3 nmol/pata) ou histamina (100 

nmol/pata) não foram alterados. A dessensibilização causada pela BK foi quase que 

totahnente revertida quando a mesma foi co-injetada com PGE2, PGI2 ou SP. Além



disso, a injeção de PGEi ou SP (10 nmol/pata) em conjunto com a BK (10 

nmol/pata) no primeiro dia, preveniu parcialmente o desenvolvimento da 

dessensibilização.
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6 - A injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) causou edema de pata 

marcante em animais dessensibilizados à BK. A formação de edema induzida pela 

des-Arg^-BK foi significativamente inibida pelo antagonista de receptores Bi, a des- 

Arg^[Leu^]-BK (100 nmol/pata).

7 - 0  tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, 24 h, s.c.) inibiu 

significativamente o edema de pata causado pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em 

animais dessensibilizados, mas não foi capaz de interferir com o edema de pata 

induzido pela BK em animais controle. A dexametasona também foi efetiva em 

inibir a reversão do edema de pata em animais dessensibilizados, causada pela co- 

injeção de BK com PGE2 ou PGI2.

8 - A injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais controle 

causou uma pequena alteração de volume das patas (0,06 ± 0,009 ml), enquanto que 

a injeção do agonista seletivo dos receptores B2, tirosina^-BK (3 nmol/pata) causou



edema de pata de fornia marcante (0,36 ± 0,02 ml). Entretanto, a injeção intraplantar 

de des-Arg^-BK em animais tratados com LPS (24 h antes) resultou na formação de 

edema de pata expressivo, de maneira dose-dependente, com DE50 igual a 24,1 

nmol/pata e resposta máxima de 0,46 ± 0,08 ml. Por outro lado, o edema de pata 

causado pela tirosina*-BK em animais tratados com LPS foi reduzido em 79 ± 4 %.
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9 - Por outro lado, o tratamento dos animais com LPS reduziu significativamente o 

edema de pata causado pela histamina (100 nmol/pata), 5-HT (10 nmol/pata) e SP (3 

nmol/pata), mas não interferiu com 0 edema de pata induziu pela PGE2 ( 10  

nmol/pata).

1 0 - 0  antagonista seletivo de receptores B], a des-Arg^-[Leu^]-BK (100 -300 

nmol/pata) produziu inibição dose-dependente do edema de pata induzido pela des- 

Arg^-BK em animais tratados com LPS, com DE50 de 134 nmol/pata, enquanto que 

os antagonistas seletivos de receptores B2, 0 Hoe 140 ou 0 NPC 17731 (10 

nmol/pata) foram inefetivos.

1 1 - 0  tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 24 ou 48 h antes 

do tratamento com LPS produziu inibição marcante do edema de pata causado pela



des-Arg^-BK (58 ± 3 e 82 ± 2 %, respectivamente). Além disso, o tratamento com 

dexametasona foi capaz de reverter a valores próximos do controle, o edema de pata 

induzido pela tirosina^-BK em animais tratados com LPS. A cicloheximida (1,5 

mg/kg, s.c.) e a indometacina (2 mg/kg, i.p.), administrados 24 e 1 h antes dos 

experimentos, inibiram significativamente o edema de pata induzido pela des-Arg’- 

BK em animais pré-tratados com LPS.
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12 - A injeção intraplantar de des-Arg^-BK (10 nmol/pata) causou edema de pequena 

intensidade. Entretanto, a injeção de PGE2, PGI2, CGRP, SP, 5-HT, ou PAF (1 

nmol/pata) em conjunto com a des-Arg^-BK (10 nmol/pata) resultou em 

potencialização do edema de pata induzido pela des-Arg^-BK. O edemas observados 

foram (ml): PGE2 (0,31± 0,03); PGI2 (0,39 ± 0,02); CGRP (0,35 ± 0,04); SP (0,33 ± 

0,04); 5-HT (0,40 ± 0,02) ou PAF (0,38 ± 0,016). Ao contrário dos outros 

mediadores da inflamação, a histamina não foi capaz de potencializar o edema de 

pata causado pela des-Arg^-BK.

1 3 - 0  antagonista seletivo de receptores Bi, a des-Arg^-[Leu^]-BK (100 - 300 

nmol/pata) produziu inibição dose-dependente do edema de pata resultante da 

associação da des-Arg^-BK com outros mediadores da inflamação. Os valores de



DEso observados foram (mnol): 180, 160, 139 el35, na presença de PGE2, PGI2, SP 

e 5-HT.
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14 - Os resultados do presente trabalho sugerem 0 envolvimento dos receptores Bi e 

B2 no edema de pata causado pelas cininas. Os receptores B2 são constitutivos, 

enquanto que os receptores Bi podem ser induzidos pela dessensibilização dos 

receptores B2 ou pelo tratamento agudo dos animais com LPS. Além disso, doses 

muito baixas de outros mediadores da inflamação podem potencializar 0 edema de 

pata causado pela BK, bem como potencializar o edema de pata induzido pela des- 

Arg^-BK em animais tratados com LPS. Em conjunto estes resultados sugerem que 

as cininas, através da interação com os receptores Bi e B2, podem ser relevantes na 

instalação e na manutenção de processos inflamatórios crônicos.

A maioria destes resultados foi publicada no British Journal of Pharmacology. 

114 : 1005 - 1013,1995 e HT : 793 - 798,1996.
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