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INTRODUCAO

A bradicinina e as outras cininas a ela relacionadas constituem uma familia de
peptideos com um grande nimero de efeitos bioldgicos que incluem a participagio
no controle da pressio arterial, aumento da permeabilidade vascular, dilatagio
venular, broncoconstri¢do, asma, angiogénese, indugdo de dor e hiperalgesia. Além
disso, parecem estar envolvidas em varias doengas de origem inflamatoria (Lewis et
al., 1970; Garcia Leme, 1978; Regoli e Barabé, 1980; Burch et al., 1992; Farmer e
Burch, 1991; Bhoola et al., 1992; Hall, 1992).

A historia das cininas teve inicio em 1909, quando Abelous e Bardier, dois
cirurgides franceses, demonstraram que a inje¢do endovenosa de fragGes extraidas da
urina humana causava hipotensdo em cdes anestesiados. Quase vinte anos depois, a
substincia hipotensiva encontrada na urina foil caracterizada e denominada de
calicreina (Kraut et al., 1930). Foi s6 em 1949 que Rocha e Silva et al. relataram que
a incubagdo de tripsina ou do veneno extraido da Bothrops jararaca, com uma
pseudoglobulina bovina, resultava na formagdo de uma substincia que produzia
contragdo do ileo de cobaia. A resposta contratil observada se desenvolvia
lentamente quando comparada com a resposta induzida por histamina, sugerindo que
o fendmeno era decorrente da agdo de uma nova substincia, a qual foi chamada de

bradicinina (BK). Alguns anos mais tarde, Boissonas et al. (1960) determinaram a
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seqiiéncia correta da BK e sintetizaram o nonapepti’deo. Com o advento da BK
sintética foram iniciados varios estudos para caracterizar as agdes biologicas deste
peptideo. Os primeiros estudos realizados demontraram que a BK produzia
contragdo de varias preparagdes musculares lisas, € causava vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular e dor (Lewis et al., 1964; para revisdo ver: Regoli e
Barabé, 1980).

As vias bioquimicas envolvidas na sintese e degradagdo das cininas
compreendem mecanismos bem estabelecidos (Regoli e Barabé, 1980; Bhoola et al.,
1992). As cininas s3o formadas em resposta a estimulos fisiologicos, ou durante o
processo inflamatério, a partir de precursores chamados cininogénios, que podem ser
a-globulinas de alto (120 KDa) ou de baixo peso molecular (66 KDa), através da
acdo de enzimas denominadas de cininogenases. O grupo mais importante de
cininogenases € representado pelas calicreinas, um grupo de proteases que podem ser
encontradas no sangue (calicreina plasmatica) ou na maioria das glandulas exdcrinas
(calicreina tecidual). Enquanto as calicreinas plasmaticas sdo codificadas por um
inico gene, as calicreinas teciduais formam um grupo de proteases codificadas por
uma familia de varios genes (Beaubien et al., 1991; Murray et al., 1990). A calicreina
plasmatica € sintetizada no figado e circula na corrente sangiiinea em uma forma

inativa, denominada de pré-calicreina (fator de Fletcher). A pré-calicreina ¢



rapidamente convertida em calicreina em um processo dependente da ativagdo do
fator XII da coagulagdo sangiiinea (Fator de Hagemann) (Bathon e Proud 1991;
Bhoola et al., 1992). A agdo da calicreina plasmatica sobre o cininogénio de alto
peso molecular, resulta na formagdo do nonapeptideo, BK. Por outro lado, a
calicreina tecidual atuando sobre os cininogénios de alto e baixo peso molecular,
origina o decapeptideo, calidina (lisil-BK). A calidina pode ser convertida em BK
através da clivagem da porg¢do N-terminal pela agdo de aminopeptidases plasmaticas
(Guimar3es et al., 1973; Steranka et al., 1988).

Logo depois de formadas, as cininas circulantes se difundem através da parede
dos capilares ou pelos vasos linfaticos nos tecidos, e sdo rapidamente inativadas por
varias 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 aminoacido arginina
da por¢do C-terminal das moléculas da BK e da calidina, formando os metabolitos
ativos des-Arg’-BK e a des-Arg'®-calidina, respectivamente (Erdss, 1990; Marceau,
1995). Por outro lado, a cininase II, também denominada de enzima conversora da
angiotensina (ECA), e € responsavel por clivar o dipeptideo da porgdo C-terminal da
BK, transformando-a em um metabdlito inativo (Bhoola et al., 1992). Em alguns

casos a cininase II é capaz de clivar o tripeptideo da extremidade C-terminal da des-



Arg’-BK, embora este fendmeno ndo ocorra com freqiiéncia, devido ;‘1 baixa
afinidade que a cininase II apresenta por metabdlitos des-Arg’ (Inokuchi e
Nagamatsu, 1981; Oshima et al., 1985). Finalmente, a encefalinase ou endopeptidase
neutra, ¢ 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 inativagdo rapida das cininas na circulagdo levou ao
desenvolvimento de substidncias capazes de inibir a atividade das cininases.
Inicialmente verificou-se que o veneno extraido da Bothrops jararaca era capaz de
potencializar a contragdo do ileo de cobaia ou a resposta hipotensora causada pela
BK (Ferreira, 1965). O fator responsdvel por este efeito foi chamado de fator
potencializador da BK (BPF), e sua atividade foi correlacionada com a inibigdo da
inativagdo enzimadtica das cininas (Ferreira ¢ Vane, 1967). Posteriormente, este fator
foi isolado e sintetizado (Stewart et al., 1971) e, em 1977, foi desenvolvido o
primeiro inibidor da cininase I, o captopril (Ondetti et al., 1977).

A importdncia relativa das cininases varia de acordo com a espécie, com 0 tipo
de fluido bioldgico e com o sitio de formagdo da enzima (Bhoola et al., 1992). Em
humanos, os niveis circulantes das cininas sdo primariamente regulados pela cininase

I, enquanto que em superficies endoteliais e no leito pulmonar vascular, a agdo da



cininase II é mais importante. No plasma de ratos, onde o metabolismo das cininas ¢
bastante estudado, a cininase II exerce uma ag¢do 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
1. Este fato sugere que a formagdo dos metabdlitos des-Arg’® nio acontece in vivo sob
condigdes normais. A formagdo da des-Arg’-BK ¢é observada em exsudatos
inflamatdrios, que sdo compostos por proteinas do plasma, incluindo as
carboxipeptidases que metabolizam as cininas pela via da cininase I. Além disso, a
formagdo de fibrina, tipica de muitos exsudatos, aumenta expressivamente a
atividade da cininase I (Heindriks et al., 1990; Campbell et al., 1990). O predominio
da atividade da cininase I sobre a da cininase II pode ser bem observado no fluido
sinovial de humanos, ou na secre¢do 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
biologicos que envolvem, principalmente, a regulagdo do tonus de varios tipos de
musculatura lisa, envolvimento na regulagdo da pressdo arterial, transporte de glicose
e de eletrdlitos, além de estimularem a reabsor¢do Ossea € a proliferagdo celular
(Bhoola et al., 1992). Em adigdo a estas agdes, as cininas participam de varios

eventos pro-inflamatorios que incluem dilatagdo venular, aumento da permeabilidade



vascular, além da estimulagdo de fibras aferentes sensoriais do tipo Ad e C (Marceau
et al., 1983; Roch-Arveiller et al., 1985; Szo6lkzani, 1987, Hargreaves et al., 1988;
Proud e Kaplan, 1988; Dray e Perkins, 1992). Estas agdes sugerem que as cininas
podem participar de varios estados fisiopatologicos, tais como reagdes alérgicas,
rinite viral, asma, pancreatite, peritonite ou artrite reumatoide. Além disso, as cininas
podem estar envolvidas na regulagio da pressdo arterial em certos tipos de
hipertensio 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 ag¢les biologicas das cininas é mediada pela interagdo com
receptores de membrana. A existéncia de dois subtipos de receptores para as cininas,
denominados B; e B,, foi proposta inicialmente por Regoli e Barabé (1980), com
base na determinagdo da ordem de poténcia dos agonistas em diversos tecidos
isolados. Posteriormente, esta classificagdo foi confirmada através do emprego de
agonistas e antagonistas seletivos, obtidos por modificagdes ou substituigdes dos
aminoacidos que compdem 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 revisdo: Hall e Morton, 1997). Recentemente, a existéncia dos receptores B; e

B, também foi confirmada através da clonagem e expressdo desses receptores, bem



como pelo emprego de estudos de binding (McEachern et al., 1991; Eggerix et al.,
1992; Hess et al., 1992; 1994; Menke et al., 1994; Pesquero et al., 1996).

Os receptores do tipo B, sdo ativados pelos fragmentos des-Arg®-BK e des-
Arg'-calidina produzidos a partir da BK e da calidina por agdo das
carboxipeptidases N e M, enquanto os receptores B, sdo praticamente insensiveis
aos metabdlitos que ndo possuem o residuo arginina da porgio C-terminal. As
primeiras evidéncias para a existéncia dos receptores B; foram obtidas em
preparagdo de aorta de coelho. A ordem de poténcias relativas observada para os
agonistas nesta preparagdo era diferente daquela obtida em preparagdes classicas,
tais como o ileo de cobaia e a veia jugular de coelho. O critério decisivo para definir
a existéncia dos receptores B, foi o desenvolvimento de antagonistas seletivos, com
o prototipo [Leu®]-des-Arg’-BK (Regoli et al., 1977; Regoli e Barabé, 1980). Os
receptores B, podem ser expressos em varias preparagdes, 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 cies, gatos, ratos,
camundongos, humanos, bovinos ou suinos, embora nio haja nenhuma evidéncia da
presenga destes receptores em cobaias (para revisdo ver: Marceau et al., 1995).

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

receptores apresentam a particularidade de serem induzidos em certas ocasides,



como por exemplo apos trauma tecidual ou durante processos inflamatdrios cronicos
(Donaldson et al., 1997; Marceau, 1995; 1997). A indugdo dos receptores B; pode
ser facilmente observada na maioria da preparagdes in vitro obtidas de coelhos,
ratos, suinos (Marceau, 1995) e também em tiras de colon humano (Couture et al.,
1981). Estas preparagdes ndo respondem aos agonistas dos receptores B; na primeira
hora de incubagdo, mas se tornam progressivamente reativas apds algumas horas de
incubagdo in vitro. A preparag:a”io mais estudada em relagdo a indugdo dos receptores
B, tem sido a aorta isolada de coelho, onde se observa aumento gradativo da
resposta contratil ao agonista de receptores B;, a des-Arg’-BK. Este efeito pode ser
totalmente prevenido pela incubagdo do inibidor da sintese de RNA, actinomicina D,
pelo bloqueador de sintese protéica, a cicloheximida ou ainda pelo inibidor da
translocagdo de proteinas, brefeldin A (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980;
Whalley et al., 1983; Audet et al., 1994; Campos e Calixto, 1994). Preparagdes
como a artéria cardtida e a artéria mesentérica de coelho, exibem um aumento
progressivo da resposta relaxante a agonistas dos receptores B, apos algumas horas
de incubagdo in vitro, sendo que estas respostas também podem ser prevenidas por
inibidores de sintese protéica (DeBlois e Marceau. 1987; Pruneau e Belichard,
1993). Desta forma, a indugdo dos receptores B, parece constituir um processo que

ocorre em fungdo do tempo e que depende diretamente de sintese protéica.



Provavelmente, a indugdo dos receptores B; envolve a ativagdo de um ou mais genes,
a expressio de RNAs mensageiros, translocagdo ao nivel dos ribossomos € o
transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi (Hall,
1992; Menke et al., 1994).

A importincia fisiopatoldgica do fenémeno de indugdo dos receptores B; tem
sido estudada em varios modelos in vitro e in vivo. A indugdo dos receptores B, in
vivo foi demonstrada inicialmente no modelo de cistite quimica em ratos.
PreparagGes de bexiga urinaria obtidas de animais expostos a um detergente 20 h
antes, eram contraidas em resposta ao agonista seletivo de receptores B, des-Arg’-
BK (Marceau et al., 1980). Posteriormente a indugdo dos receptores B; in vivo foi
demonstrada no modelo de pressdo arterial em coelhos, onde, ao contrario do que
ocorre em animais normais, a inje¢do de des-Arg’-BK e des-Arg'®-calidina causou
hipotensdo de forma marcante em animais pré-tratados com doses sub-letais (10 - 40
ng) de endotoxina de Escherichia coli (lipopolissacarideo bacteriano, LPS)
(Marceau et al., 1983; 1984). Foi também demonstrado que as preparagdes obtidas
de animais tratados com LPS, in vivo, responderam com forte contragdo em resposta
aos agonistas seletivos de receptores B, des-Arg’-BK e des-Arg'’-calidina j4 a partir
da primeira hora de incubagdo, sugerindo que os receptores foram adquiridos in vivo,

antes do sacrificio (Regoli et al., 1981). Por outro lado, a expressdo in vitro dos
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receptores B; pode ser acelerada pela adigdo de substincias como o LPS, o
dipeptideo murdmico e a oncostatina M (Bouthillier et al., 1987, DeBlois et al,,
1989; Nwator ¢ Whallley, 1989; Levesque et al., 1995) ou ainda expressivamente
aumentada pela incubagdo de certas citocinas tais como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-2 (IL-2), interleucina-8 (IL-8) e interferon y (IFNy) (DeBlois et al., 1991;
DeKimpe et al., 1994). Glicocorticdides e inibidores de sintese protéica sdo capazes
de bloquear o aparecimento dos receptores B, modulado por estas substincias
(DeBlois et al., 1988; 1989a; 1991). Evidéncias a respeito da indugdo dos receptores
B, in vivo também tém sido demonstradas em modelos de hiperalgesia inflamatoria
em ratos, apos a irradiagdo com raios ultravioleta, depois da injegdo intra-articular de
adjuvante de Freund ou apds a injec¢do intra-articular de algumaé 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 substidncias que induzem o aparecimento dos receptores By,
incluindo o LPS, o dipeptideo muramico, a oncostatina M e as proprias citocinas (IL-
1, IL-2 IL-8), possuem a capacidade de interferir com a produgido autdcrina de
citocinas, principalmente IL-1a e IL-1B. Portanto, o efeito inibitério exercido pelos
glicocorticdides poderia ser explicado pela inibigdo direta da sintese protéica de

citocinas. Tem sido demonstrado, que a preparagdo de aorta isolada de coelho
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apresenta uma produgdo espontdnea de IL-1, mesmo em condigdes assépticas
(Clinton et al., 1991). Além disso, a indugdo dos receptores B; na hiperalgesia
causada pela inje¢do 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 inflamatéria, sdo mediados através
da secregdo de IL-1, sﬁge_rindo que varias citocinas sdo capazes de influenciar a
expressdo funcional de receptores B). O envolvimento das citocinas no aparecimento
dos receptores B, tem sido confirmado também através de estudos de binding.
Dados da literatura mostram que o tratamento prolongado com o fator de
crescimento epidermal (EGF), com IL-1 ou com LPS aumenta significativamente a
populagdo de receptores ‘Bl (Bmax) sem, no entanto, afetar a afinidade dos agonistas
pelos receptores B; 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 produgdo de fosfatidilinositdis, bem como a produgdo de prostanoides, podem ser
amplificadas expressivamente pela incubagdo de IL-1, sugerindo a possibilidade de
interagdes pos-receptor entre as citocinas e os agonistas dos receptores B, (ver para
revisdo Marceau, 1995; 1997).

Embora a maioria das respostas mediadas pelos receptores B, paregam

envolver a ativagdo de receptores induzidos, existem varias evidéncias acerca da
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ocorréncia de receptores B constitutivos. Dados da literatura mostram que a des-
Arg’-BK ¢é capaz de produzir alteragbes cardiovasculares em gatos e cdes em
condigdes normais. Hipotensdo, natriurese e respostas vasodilatadoras renais sio
observadas em cdes normais, em resposta a des-Arg’-BK (Lortie et al., 1992;
Nakhostine et al., 1993). Por oﬁtro lado, a inje¢do deste peptideo produz efeitos
hemodindmicos compléxos sobre a circulagdo pulmonar em gatos (DeWitt et al.,
1993). Em ambos os casos, a co-existéncia dos receptores B; e B, foi confirmada
através de agonistas e antagonistas seletivos. Foi também demonstrado que a des-
Arg’-BK é capaz de induzir hipertensdo in vivo, em uma cepa especial de ratos
Sprague-Dawley (Cunoosamy e Wheeldon, 1995). Além disso, preparagdes obtidas
destes animais respondem aos agonistas dos receptores B; de maneira constitutiva.
Outros exemplos de preparagbes obtidas de ratos, que apresentam receptores B,
constitutivos sdo o fundo de estdmago e a veia porta isolados de rato (Cabrini e al.,
1996). Desta forma, em algumas espécies, como ratos, suinos e coelhos, a populagéo
basal de receptores B, normalmente € nula, sendo que o aparecimento dos receptores
B, esta relacionado a estados patologicos. Por outro lado, em alguns casos, como ¢
observado em cdes e gatos, os receptores do tipo B, parecem co-existir com 0s
receptores B,, de forma constitutiva em condigdes fisioldgicas (ver para revisdo:

Marceau, 1997).
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Ao contrario dos receptores do tipo B), 0s receptores B, estdo distribuidos ao
longo dos sistemas nervoso central e periférico, € parecem mediar a maior parte das
agdes fisiologicas das cininas, tendo sido identificados nos tratos gastrintestinal,
cardiovascular, respiratério, genitourinario, bem como ao nivel neuronal (Gaudrau et
al., 1981; Hall e Morton, 1991; Couture et al., 1982; Maggi et al., 1989; Field et al.,
1992, ver para revisdo Hall e Morton, 1997). As respostas inflamatérias e
nociceptivas induzidas pela BK s3o mediadas por receptores B, presentes em
neurénios, células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e possivelmente em
macréofagos e neutrédfilos. Por outro lado, as propriedades vasoativas da BK sdo
mediadas por receptores B, localizados nas células endoteliais, devido a liberagéo
de substincias vasodilatadoras tais como o6xido nitrico e prostaglandinas (Hess,
1997). Além disso, através do uso de antagonistas seletivos, tem sido demonstrado
que a ativagdo dos receptores B, pode estar envolvida em vérias respostas, incluindo
a broncoconstrigdo, a hipotensdo, processos inflamatorios agudos, dor e hiperalgesia
(Steranka e Burch, 1991; Corréa e Calixto, 1993; Dray e Perkins, 1993; Hall, 1997).

Os receptores B, podem ser caracterizados pelo uso de agonistas e
antagonistas seletivos. Apresentam alta afinidade pela BK e pela calidina, enquanto
os metabdlitos des-Arg’ sdo praticamente inativos neste receptor. Os primeiros

antagonistas seletivos € competitivos para os receptores B, tiveram sua estrutura
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baseada no protétipo [D-Phe’]-BK (Vavrek e Stuart, 1985). Posteriormente, foi
desenvolvida a segunda geragdo de antagonistas B,, 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 ét al., 1991). Recentemente, foram desenvolvidos os
primeiros antagonistas ndo-peptidicos ¢ também seletivos para os receptores By, o
Win 64338 (Salvino et al., 1993; Sawutz, 1994) e o FR 173657, que apresenta
atividade por via oral, quando testado em modelos de broncoconstrigdo, dor e
inflamagdo (Asano etal., 1997; Griesbacher et al.,1997; Griesbacher e Legat, 1997).

A existéncia de dois receptores para as cininas foi confirmada através de
estudos de biologia molecular. Nos 1ltimos anos, os avangos nas técnicas de binding
tém contribuido para o desenvolvimento de radioligantes seletivos para os receptores
B, e B, (Hall, 1997). Os radioligantes [’H]des-Arg’-calidina e [*H]des-Arg’-[Leu®]-
calidina possuem alta afinidade pelos receptores B; e t€m sido utilizados em estudos
de binding para caracterizar as propriedades farmacoldgicas do receptor B;. Células
musculares lisas da aorta de coelho tém sido utilizadas tanto para estudos de binding,
como para estudos funcionais das vias de transdugédo de sinais (Tropea et al., 1993;
Schneck et al., 1994). Os radioligantes [°H]BK e ['*I]Tyr*-BK apresentam alta
afinidade pelos receptores B, e tem sido utilizados para a identificagdo destes

receptores em varias preparagdes isoladas ou culturas celulares, incluindo o ileo de
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cobaia, o ttero de rata e fibroblastos humanos (Ramson et al., 1992; Tropea et al,,
1992; Roscher et al., 1990). Além disso, alguns estudos tém sido realizados com o
radioligante [’H]NPC 17731 em células de miométrio bovino e de rato (Leeb-
Lundberg et al., 1994; ver para revisdo: Hess, 1997).

Os genes que codificam os receptores B; foram clonados em coelhos
(MacNeil et al., 1995), em humanos (Menke et al., 1994; Webb et al., 1994) e em
camundongos (MclIntyre et al., 1993; Pesquero et al., 1996). O receptor B; humano
possui um seqiiéncia de 353 aminodcidos e apresenta apenas 36 % de homologia
com o receptor do tipo B,, 0 que sugere que ambos os receptores podem ser
componentes de sistemas regulatérios diferentes (Menke et al., 1994). Os genes que
codificam os receptores B, 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 B, clonados em ratos e camundongos possuem uma
estrutura composta de 366 aminoacidos e apresentam 92 % de homologia entre si.
Por outro lado, o receptor clonado em humanos apresenta uma seqiiéncia de 364
aminoacidos, possuindo 81 ¢ 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 B, 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 polimorfismos para o mesmo (Braun etal., 1995).
Recentemente, foi desenvolvida uma cepa de camundongos onde o gene responsavel
pela expressdo do receptor B, foi deletado (Borkowski et al., 1995). A existéncia
desta cepa de animais permite avaliar o papel dos receptores B, para as cininas em
fendmenos como o processo inflamatoério € a pressdo arterial, bem como avaliar a
possivel existéncia de multiplos genes que codifiquem subtipos do receptor B,
(Borkowski e Hess, 1995). Os estudos de biologia molecular mostram ainda que os
receptores By e B, para as cininas sdo membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G que apresentam 7 dominios transmembrana. Além disso, a
clonagem e a caracterizagdo farmacoldgica dos receptores para cininas tém
demonstrado que existem variagdes entre espécies, em relagdo a afinidade de
agonistas e antagonistas seletivos dos receptores B; e B,, sugerindo a existéncia de
subtipos de receptores (Field et al., 1994; Butt et al., 1995).

As agOes mediadas pelos receptores para as cininas podem envolver multiplas
vias de transdugdo de sinal, através de sistemas de segundos mensageiros. Os
receptores B, e B, para as cininas sdo preferencialmente acoplados a uma proteina
do tipo Gq (Gutowski et al., 1991) e na maioria das vezes sua ativagdo esta
relacionada com estimulagdo da fosfolipase C, com conseqiiente formagio de

inositol-trifosfato (IP;) e diacilglicerol (DAG). O aumento dos niveis de IP; resulta
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em influxo de célcio intracelular (Lee et al., 1993) enquanto a formagdo de DAG
promove ativagdo de isoformas especificas da proteina quinase C (Tippmer et al.,
1994). Os eventos celulares estimulados pelos receptores para cininas podem ‘ainda
envolver a mobilizagdo de calcio, ativagdo de canais de potéssio sensiveis ao calcio,
transporte de ions cloreto, a ativagdo da adenilato ciclase, formagdo de 6xido nitrico
ou aumento expressivo dos niveis de prostandides em resposta a ativagio da
fosfolipase A, (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 inflamatorios agudos e cronicos. Os efeitos pro-inflamatérios causados
pelas cininas tém sido extensivamente revisados e confirmam a participagdo dos
receptores By e B, na patofisiologia de varias doengas inflamatérias, incluindo
pancreatite, artrite reumatoide, desordens do trato genitourindrio, asma, rinite
alérgica, bem como dor e hiperalgesia, além de participagdo na inflamagdo
neurogénica (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 inflamatéria aguda € caracterizada por vasodilatagdo,
extravasamento plasmatico e aderéncia de neutréfilos (Polosa et al., 1993). Os

efeitos inflamatdrios das cininas sio mediados por receptores B, e B,, por agdo
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direta sobre a microvasculatura endotelial ou indiretamente através da estimulagdo da
liberagdo de neuropeptideos a partir de fibras aferentes e pelo recrutamento e
mobilizagdo de células imunes para o sitio inflamatério. Além disso, os efeitos
inflamatdrios das cininas podem ser amplificados através da interagdo com outros
mediadores do processo inflamatdrio, freqientemente ao nivel dos segundos
mensageiros. Finalmente, eXistem também evidéncias substanciais que sugerem o
envolvimento de ambos receptores B; € B, no inicio e na amplificagdo de processos
dolorosos, incluindo a alodinia e hiperalgesia de origem inflamatéria (Perkins et al.,
1993; Perkins e Kelly, 1993; Ferreira et al., 1993; Dray, 1995; Rang e Urban; 1995)

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

Os objetivos do presente trabalho foram:

I. Analisar os mecanismos envolvidos na resposta edematogénica induzida
pela BK através do uso de agonistas e antagonistas seletivos para as cininas, bem
como analisar a possivel interagdo da BK com outros mediadores do processo
inflamatério;

2. Verificar a influéncia da dessensibilizagdo dos receptores B, para as cininas
e do tratamento agudo com endotoxina de E. coli sobre a indugdo dos receptores B,
para as cininas, bem como investigar os possiveis mecanismos envolvidos nas

respostas mediadas pelos receptores B} no edema de pata de rato.



MATERIAL E METODOS

Animais

Para a realizagdo 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 a agua e ragdo até a hora dos experimentos. Os animais
foram aclimatizados no laboratério durante um periodo de pelo menos 1 hora. Os

experimentos foram realizados entre 8 e 18 horas.

Procedimentos experimentais
Medida do edema ae pata

O procedimento utilizado para a avaliagio do edema de pata foi similar
aquele descrito por Winter et al. (1962) com pequenas modificagdes. 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; composi¢do em
mmol/litro: NaCl 137, KCl1 2.7 ¢ tampéo fosfato 10) contendo BK, des-Arg’-BK
(agonista seletivo de receptores B;) ou tirosina®-BK (agonista seletivo de
receptores B,) (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

20
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pletismometricamente (Pletismometro, Ugo Basile, Itdlia) em varios intervalos de
tempo (10, 20, 30, 60 e 120 minutos apos a injegdo das cininas) ou apenas no pico
do edema (20 minutos). A diferenga entre o volume das patas direita e esquerda foi
quantificada (em ml) e tomada como indice 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 degradagdo das cininas (Corré€a et al., 1993).

Anailise da interagio entre a BK e outros mediadores da inflamag¢do no edema
de pata de rato

Com o objetivo de verificar o efeito sinergistico da associagdo entre varios
mediadores da inflamagdo 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 inflamatorio: substancia P (SP), prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina
I, (PGL,), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), fator de agregagdo
plaquetaria (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 possivel interagdo dos
mediadores entre si, foram co-injetados SP, PGE,, PGI,, CGRP, PAF, 5-HT e

histamina (todos 1 nmol/pata) em diferentes combinagdes binarias. O edema foi
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avaliado como descrito anteriormente. Os efeitos da interagdo foram verificados
comparando-se os edemas produzidos pela associagdo dos mediadores com a BK,
com os edemas produzidos pela inje¢do dos mediadores isoladamente.

Para verificar o envolvimento dos receptores B, ¢ B, para a BK na resposta
edematogénica resultante da associagdo entre a BK e os outros mediadores
inflamatorios, os animais receberam uma co-injegdo do antagonista seletivo de
receptores B, a des-Arg’-[Leu’]-BK (200 nmol/pata) ou dos antagonistas seletivos
dos receptores B,, o Hoe 140 ou o NPC 17731 (0,1 - 3 nmol/pata). A resposta
inibitoria foi analisada comparando-se o edema de pata produzido pela associagéo
da BK e dos outros mediadores da inflamagdo, na auséncia ou na presenga dos

referidos antagonistas.

Influéncia da dessensibilizacio dos receptores B, sobre a resposta
edematogénica resultante da interagio entre a BK e outros mediadores da
inflamacgdo

A fim de verificar a especificidade da interagdo entre a BK e os outros
mediadores envolvidos no processo inflamatdrio, bem como analisar os mecanismos
relacionados com este processo, os animais foram dessensibilizados segundo o

método descrito anteriormente por Martins et al. (1992). A dessensibilizagdo foi
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induzida através da inje¢do intraplantar diaria de BK (10 nmol/pata), por um
periodo de 7 dias. A pata contralateral recebeu apenas PBS e foi utilizada como
controle. O edema foi avaliado diariamente, 20 minutos depois da injegdo de BK.
No oitavo dia, quando os animais ja estavam completamente dessensibilizados ao
efeito edematogénico da BK, receberam uma injeg3o intraplantar (0,1 ml) contendo
BK (1 nmol/pata) em associagdo com PGE,, PGI; ou SP (todos 1 nmol/pata).

Com o objetivo de analisar se o processo de dessensibilizagdo era seletivo,
outros grupos de animais que haviam sido dessensibilizados a BK, receberam
injegOes intraplantares dos seguites mediadores: PGE, (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 a BK.

Em uma outra série de experimentos, a fim de analisar a infuéncia de outros
mediadores da inflamagdo sobre o processo de dessensibilizagdo induzido pela BK,
os animais receberam uma inje¢do intraplantar contendo SP ou PGE; (ambas 10
nmol/pata) em associagdo com BK (10 nmol/pata) no primeiro dia da indugdo da
dessensibilizagdo. Nos dias subseqiientes (2 - 7 dias) os animais receberam apenas
BK (10 nmol). O edema de pata foi avaliado diariamente conforme a descrigdo

anterior.
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Efeito da dessensibiliza¢io dos receptores B, sobre o edema de pata induzido
pelo agonista seletivo dos receptores B;, a des-Arg’-BK

Com o objetivo de analisar o efeito da dessensibilizagdo dos receptores B,
sobre 0 edema de pata causado pelo agonista seletivo de receptores B, des-Arg’-
BK, as patas foram dessensibilizadas através da inje¢do didria de BK (10
nmol/pata), durante 7 dias, conforme a descrigdo anterior. No oitavo dia, os animais
dessensibilizados 4 BK receberam uma injegfo intraplantar de des-Arg’-BK (100
nmol/pata). O edema de pata foi avaliado como descrito anteriormente.

Para comprovar o possivel envolvimento dos receptores B, no edema de pata
causado pela des-Arg’-BK em animais dessensibilizados a BK, um outro grupo de
animais recebeu uma inje¢do intraplantar do antagonista de receptores B; 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 participagdo de
sintese protéica no edema de pata induzido pela des-Arg’-BK em animais
dessensibilizados a BK, os animais foram tratados por via subcuténea (s.c.) com o
glicocorticoide dexametasona (0,5 mg/kg), ou com salina (0,9 %), 24 h antes da

injegdo da des-Arg’-BK (100 nmol/pata).
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Influéncia do tratamento com endotoxina de Escherichia coli (LPS) sobre o
edema de pata de rato causado por agonistas dos receptores B; e B;

Para investigar a influéncia do tratamento agudo com endotoxina obtida de
Escherichia coli (lipopolissacarideo bacteriano, LPS) sobre o edema de pata
causado por agonistas seletivos de receptores B; e B; de BK, os animais foram
tratados por via endovenosa (e.v.) com LPS (10 pg/animal) ou com salina (0,9 %)
24 h antes dos experimentos. O edema de pata foi induzido pela inje¢do intraplantar
do agonista seletivo de receptores B; de BK, des-Arg’-BK (3 - 300 nmol/pata), ou
pela injegdio do agonista seletivo de receptores By, 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 fim de determinar os receptores envolvidos na resposta edematogénica
produzida pela des-Arg’-BK em animais previamente tratados com LPS, os animais
receberam uma injegdo intraplantar contendo o antagonista de receptores B, des-
Arg’-[Leu®]-BK (100 - 300 nmol/pata) ou os antagonistas de receptores B,, Hoe
140 ¢ NPC 17731 (ambos, 10 nmol/pata) em conjunto com a des-Arg’-BK (100
nmol/pata). A resposta inibitoria foi analisada comparando-se o edema produzido

pela des-Arg’-BK na presenga ou auséncia dos antagonistas.
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Com o objetivo de verificar o possivel envolvimento de sintese 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 glicorticdide,
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), 24 e 48 h antes dos experimentos, ou com o0
inibidor de sintese 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 participagdo de metabdlitos do acido araquidénico, no
desenvolvimento do edema de pata & des-Arg’-BK (100 nmol/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.

Influéncia do tratamento com LPS sobre o edema de pata induzido por outros
mediadores da inflamacio

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 inflamatorio, os animais foram pré-tratados com LPS (10 pg/kg, i.v.) ou
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com salina (0,9 %), com descrito anteriormente, e 24 h depois, o edema de pata foi
induzido pela injeg¢do intraplantar de histamina (100 nmol/pata), SP (3 nmol/pata),
PGE, (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.

Anilise da interacio entre a des-Arg’-BK e alguns mediadores da inflamacio
no edema de pata de animais tratados com LPS

Para analisar a possivel interagdo do agonista seletivo de receptores B, des-
Arg’-BK, com outros mediadores do processo inflamatério, os animais tratados com
LPS receberam uma injegdo intraplantar (0,1 ml) de PBS contendo des-Arg’-BK
isoladamente ou associada a um dos seguintes mediadores quimicos da inflamag&o:
SP, PGE,, PGI,, CGRP, PAF, 5-HT ou histamina (todos 1 nmol/pata). O edema de
pata foi avaliado como descrito anteriormente. Os efeitos da interagdo foram
verificados comparando-se os edemas produzidos pela associagdo dos mediadores
com a des-Arg’-BK, com aqueles produzidos pela injegdo dos mediadores
isoladamente nos animais tratados com LPS.

Com o objetivo de confirmar o envolvimento dos receptores B; para as

cininas no edema de pata produzido pela associagdo de des-Arg’-BK com outros
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mediadores inflamatorios em ratos tratados com LPS, os animais receberam uma
inje¢do intraplantar conjunta do antagonista seletivo de receptores B;, des-Arg’-
[Leu®]-BK (100- 300 nmol/pata). A resposta inibitoria foi analisada comparando-se
o edema de pata produzido pela associagio da des-Arg’-BK com os mediadores da

inflamagdo, na auséncia ou na presenga do antagonista.
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Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: BK, des-Arg’-BK, tirosina®-BK, des-
Arg’-[Leu®]-BK, substdncia P, prostaglandina E,, prostaglandina I, (Iloprost,
analogo estavel da PGI,), peptideo relacionado ao gene da calcitonina, serotonina,
histamina, captopril, dexametasona, cicloheximida, indometacina, lipopolissacarideo
bacteriano (Escherichia coli, sorotipo: 0111 B4) (todas obtidas da Sigma Chemical
Company, St.Louis, EUA), fator de agregagdo plaquetaria (Bachem, Suécia). O
Hoe 140 (D-Arg-[Hyp®, Thi’, D-Tic’, Oic®]-BK) ¢ o NPC 17731 (D-Arg"-
Arg'-Pro*-Hyp3-Gly*-Phe’-Ser®-[D-Hype*(transpropyl)’]-Oic®-Arg®), foram cedidos
gentilmente pela Hoechst (Frankfurt, Alemanha) e pela Scios/Nova Corporation
(Baltimore, EUA), respectivamente. As solugdes-estoque para todos os peptideos
foram preparadas em PBS (1 - 10 mM) em tubos siliconizados, mantidas a -18 °C e
diluidas na concentragdo desejada no dia dos experimentos. As outras drogas foram
diluidas em salina, com exce¢do da dexametasona e indometacina que foram

diluidas em 5% de etanol.
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Anailise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média, exceto
os valores individuais de DEsp ou DIs; (ou seja, doses dos agonistas que
produziram 50 % da resposta maxima, ou doses dos antagonistas que reduziram a
formagdo do edema em 50 % em relagdo aos controles, respectivamente). Esses
valores foram expressos como médias geométricas acompanhadas de seus
respectivos limites de confianga em nivel de 95 % e calculados através deA
interpolagdo grafica em papel semilogaritmico. A anélikse estatistica dos resultados

€Cyg?d
t

foi realizada por meio do teste “t” de Student ou por andlise de varidncia, seguida
pelo teste de Dunnett, quando apropriado. Valores de P menores do que 0,05 (P <

0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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RESULTADOS
Edema de pata induzido pela BK

Os resultados da figura 1A mostram que a injegdo intraplantar de BK (0,3 a
30 nmol/pata) em ratos pré-tratados com captopril (5 mg/kg, s.c., 1h), causou edema
de pata de maneira dose-dependente, com DEs, (nmol/pata) (juntamente com o
intervalo de confianga) de 1,9 (1,2 - 2,4), sendo que a resposta maxima obtida foi de
0,43 £ 0,04 ml. Por outro lado, a injegdo intraplantar do agonista seletivo de
receptores B; a des-Arg’-BK (100 - 300 nmol/pata); produziu apenas um discreto
aumento de volume na pata (0,06 + 0,009 ml) (figura 1B).

O edema de pata induzido pela BK (3 nmol/pata), foi significativamente
inibido pela co-injegdo dos antagonistas seletivos de receptores B,, Hoe 140 e NPC
17731 (ambos 3 nmol/pata). As inibigdes observadas com os dois antagonistas,
foram de (média + e.p.m.) 41 £ 5 % e 49 + 3 %, respectivamente. Por outro lado, a
co-injegdo do antagonista de receptores B,, des-Arg’-[Leu®]-BK (200 nmol/pata),
nao foi capaz de interferir com o edema de pata causado pela BK (figura 1C).
Interagdo entre a BK e outros mediadores da inflamacgio

A injegdo 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

inflamatorio: SP, PGI,, PGE;,CGRP, 5-HT, PAF ou histamina (1 nmol/pata), quando
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injetados isoladamente, causaram pequena ou nenhuma alteragdo de volume nas
patas (figuras 2 e 3). Entretanto, a inje¢do intraplantar de BK (1 nmol/pata) em
associagdo com SP, PGI,, PGE,;, CGRP, PAF ou 5-HT em doses entre 1 pmol ¢ 1
nmol/pata, produziu potencializagdo significativa e dose-dependente do edema de
pata de rato (figuras 2 e 3). A ordem de poténcias relativas observada foi (DEsy,
pmol/pata, juntamente com o limite de confianga 95 %, obtidas em 20 min): SP (8,1;
6,7 - 9,1) > PAF (13,7; 10,2 - 16,8) > PGI, (20,5; 19,2 - 22,1) > 5-HT (23,8; 22,9 -
25,3) > CGRP (25,7; 23,4 - 26,3) > PGE, (52,0; 50,4 - 57,6). As respostas maximas
obtidas pela co-injeg¢do de BK com os outros mediadores da inflamagfo foram (ml):
PGE, (0,71x 0,02); PGI;, (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 contrario do que foi observado em relagio
aos outros mediadores da inflamagdo, a co-inje¢do histamina (1 nmol/pata) ndo foi
capaz de promover potencializagio do edema de pata causado pela BK (1
nmol/pata) (figura 3C).

.Por outro lado, a co-injegdo de SP, PGE,, PGl,, CGRP, PAF e 5-HT (1
nmol/pata) em diferentes combinagdes, produziu edema de pata de intensidade
correspondente a somagdo de seus efeitos individuais, alcangando no maximo 50 %
da resposta observada pela associagdo desses mediadores com a bradicinina

(resultados ndo apresentados).
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Quando injetados isoladamente os antagonistas seletivos dos receptores B;
para as cininas, o Hoe 140 ¢ o NPC 17731 (0,1 - 3 nmol/pata) ndo causaram
qualquer alteragdo de volume nas patas. Entretanto, a co-inje¢do destes antagonistas
com bradicinina (1 nmol/pata) associada a PGE,, PGI,, SP ou ao CGRP foi capaz de
imbir significativamente € de forma dose-dependente a resposta edematogénica
resultante da associagdo entre a BK e os outros mediadores da inflamagéo (figuras 4
e 5). As DI5, (nmol/pata, juntamente com os limites de confianga 95 %) obtidas para
o 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 o NPC 17731 foram 1,0 (0,9 - 1,1); 1,0 (0,8 - 1,2); 0,7 (0,6 - 1,4),
na presenga de PGE,, PGI;, CGRP e SP, respectivamente.

Ao contrario do que foi observado em relagdo aos antagonistas de receptores
B,, a co-injegio do antagonista de receptores B;, des-Arg’[Leu’]-BK (200
nmol/pata), ndo foi capaz de interferir com o edema de pata causado pela associagdo
de BK com os outros mediadores da inflamagdo (resultados ndo apresentados).
Influéncia da dessensibiliza¢do dos receptores B, sobre a potencializacdo da
resposta edematogénica a BK

Os dados da figura 6A mostram que a injeg¢do diaria de BK (10 nmol/pata)
durante 7 dias foi capaz de induzir dessensibilizagdo progressiva do edema de pata a

BK. A inibigdo maxima foi obtida no sétimo dia, ¢ foi correspondente a 93 + 3 %.
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A dessensibilizagdo observada foi epecifica para a BK, uma vez que as
injegdes intraplantares de doses equipotentes de histamina (100 nmol/pata), PGE;
(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 a BK
(figura 6B).

A inje¢do intraplantar de BK (1 nmol/pata) em conjunto com a PGE,;, PGI,
ou SP (todos 1 nmol/pata) em patas dessensibilizadas, causou potencializagdo 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 presenga de
PGE,, PGI, e SP foram: 0,52 + 0,06; 0,54 + 0,02 e 0,39 + 0,01, em animais
dessensibilizados € 0,7 + 0,02; 0,63 +£ 0,01 ¢ 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 o edema de pata causado pela associagdo de BK (1
nmol/pata) com PGE, ou PGI, nas patas dessensibilizadas a BK. As inibigdes

observadas foram de 59 + 4 % e 48 £ 5 %, respectivamente (figura 8) .
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A figura 9 mostra que a associagdo de SP (10 nmol/pata) ou PGE; (10
nmol/pata) com BK (10 nmol/pata) no primeiro dia da indugdo da dessensibilizagdo,
foi capaz de prevenir parcialmente, mas de forma significativa o desenvolvimento da
dessensibilizagdo induzida pela BK. As inibigdes maximas observadas foram 78 + 2
% e 53 £ 3 %, nos animais que receberam SP e PGE,, respectivamente, comparada
com 93 + 3 % de inibi¢do, quando a dessensibilizagdo foi induzida na auséncia

destes mediadores.

Efeito da dessensibilizagdo dos receptores B, para a BK sobre o edema de pata
induzido pela des-Arg9-BK

Como observado anteriormente, a injegdo intraplantar do agonista seletivo de
receptores B;, a des-Arg’-BK (100 - 300 nmol/pata) causou apenas uma discreta
alterag¢do de volume das patas (0,06 + 0,009 ml). Entretanto, a inje¢do intraplantar de
des-Arg’-BK (100 nmol/pata) em animais cujas patas haviam sido dessensibilizadas
a BK, resultou na formagdo de edema de forma expressiva (0,25 + 0,03 ml), em
valores correspondentes a cerca de 60 % da resposta edematogénica produzida pela
BK em animais normais. A co-inje¢do do antagonista seletivo de receptores By, 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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A
0.8 - B SP 10 nmol + BK 10 nmol
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0.4
*# *¥ * ¥

** =
E
< 0.0-
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DIAS APOS A INJEGAO DE BK

FIGURA 9 - Influéncia da associagdo entre SP (A) ou de PGE, (B) (10 nmol/pata)
com a BK (10 nmol/pata) sobre o processo de dessensibilizagdo induzido pela BK.
Cada coluna representa a média de 6 animais € as colunas verticais os erros padrdo
da média. ** P <0,01.



45

00> d +% ‘S0°0 > d % "BIpowr p orIped so15 SO
STROIMISA SBLIRQ SB 3 SIRUWIITER § 3D RIPQW B BJUISaIdal euUn[od gpe)) "SIBULIOU SIRUITUR
wd ¢ ed opesneds eied ap ewIpad 0 31qos (Y 7 ¢0's By/Bul ¢°)) BUOSBIOUIRXIP
wod ojuowreieny op oyeyg (g) Mg ® mggemﬁmmov sejed wo yg- Sry-sop
ejod oprznput ejed op ewops 0 21qos 3 yz o' ByBuw ¢0 XAQ) wﬁo@ﬁﬁ«ﬁt
uiod ojuswelen op no (vjed/jowu o1 NIIVA) G- [(no7] Bry-sop op oedafur
-00 Bp OJIdJg Mg ® Sepeziiqrsuassap seied wo o m::Eo: msa urd (eyed/journ
001 AgVQA) g-8rv-s3p 9p reueidenur ogdafwr ep o3y (V) - 01 VANDIA

[owu 001t fowu Q01

os/By/bw g'0 Aavda ¥aiva
X3d + +
+ jowu ¢ os/by/6w g'Qo jowu QQ} (owu QO| jowu Q0L
[owu € %g g X3d Agvd Aava Agvd
° _ NN
I
o mN.O * ¥ | mF.O
1
*
1 T ._.
ﬁ. m.O * L M.O

sopezijiqisuesse@ slewiuy [ ]

0]0Jlu0d Sslewliuy

(lw) v1vd 30 VN3A3



46

O tratamento sistémico dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 24 h)
causou inibi¢do significativa do edema de pata causado pela des-Arg’-BK (100
nmol/pata) em animais dessensibilizados a BK (53 + 4 %) (figura 10A). Por outro
lado, 0 mesmo tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 24 h) em animais
controle, ndo foi capaz de inibir o edema de pata induzido pela BK (3 nmol/pata)

(figura 10 B) .

Efeito do tratamento agudo com LPS sbbre 0 edema de pata de rato causado
por agonistas seletivos dos receptores B; e B, para as cininas

Em animais controle, a inje¢do intraplantar do agonista seletivo de receptores
B, des-Arg’-BK (100 - 300 nmol) causou apenas uma discreta alteragio de volume
(0,04 + 0,003 ml), enquanto que a injegdo intraplantar do agonista seletivo de
receptores B,, a tirosina®-BK (0,3 - 10 nmol/pata) induziu a formago de edema de
pata de forma marcante e dose-dependente. A DEs, obtida para a tirosina®-BK
(nmol/pata, juntamente com o limite de confianga 95 %) foi de 1,3 (1,0 - 1,5) com
resposta maxima de 0.39 + 0.05 ml. Entretanto, nos animais tratados sistemicamente
com LPS (10 pg/animal, e.v.) 24 h antes dos experimentos, a inje¢do intraplantar de
des-Arg’-BK (100 nmol/pata), causou aumento expressivo do volume da pata (0,46 +

0,08 ml). Ao contrario, o edema de pata resultante da injegdo 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).

A B CONTROLE B
0.5 - (] Lps 0.5 - i

0.25 - L 0.25 A
@ 7
] *¥ % /
0 A 4 o _ - / fassn, wesn v ]
Tyr®-BK Tyr®-BK + DEX DABK DABK + DEX 0,5 mg/kg
3 3 0.5 mg/kg 100 100 24h 48h +
nmol nmol 24h nmol nmol 24h
FIGURA 11 - Edema de pata de rato causado pela injegdo intraplantar de tirosina®-

BK (Tyl -BK, 3 nmol/pata) (A) ou des-Arg-BK (DABK. 100 nmol/pata) (B) em
animais tratados com salina ou com LPS (10 pg/animal; c.v.; 24 h, antes). Lfeito do
tratamento com dexametasona (DE)\ 0,5 mg/kg; s.c.; 24 ¢ 48 h) soble o edema de
pata induzido por tirosina®-BK (T yr *.BK, 3 nmol/pata) (A) ou des- Alg, -BK (DABK,
100 nmol/pata) (B) em ratos tratados com LPS. Cada coluna representa a média de 6
animais e as barras verticais os erros padrao da média. ** P < (0,01,
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O mesmo tratamento dos animais com LPS (10 pg/animal, s.c.) 24 h antes, néo
interferiu com o edema de pata induzido pela PGE, (10 nmol/pata), mas reduziu
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 % ¢ 18 + 4 %,

respectivamente (figura 12);

. Controle

[ ]LPs

0.5 -
E
< J * * *
-
<
o.
w 0.25 -
(&)
<
=
w
(&)
w
o .J
HIS SP PGE, 5HT
100 nmol 3 nmol 10 nmol 10 nmol

FIGURA 12 - Efeito do pré-tratamento dos animais com LPS sobre o edema de pata
de rato induzido pela histamina (HIS, 100 nmol/pata), SP (3 nmol/pata), PGE, (10
nmol/pata) ou 5-HT (10 nmol/pata). Cada coluna representa a média de 6 animais ¢
as barras verticais os erros padrio da média. * P <0,05.
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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 redugdo ocasionada pelo LPS sobre o edema de pata induzido
pela tirosina®-BK (3 nmol/pata) (figura 11 A).

A injegdo 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 DEjs
(juntamente com limite de confianga 95 %) e resposta maxima iguais a 24,1 (20,2 -
28,1) nmol/pata € 0,46 £ 0,05 ml, respectivamente (figura 13 A). A co-inje¢do do
antagonista seletivo de receptores By, a des-Arg’-[Leu®]-BK (100 - 300 nmol/pata)
reduziu de forma significativa ¢ dose-dependente o0 edema de pata induzido pela des-
Arg®-BK (100 nmol/pata), com Dl igual a 134,2 (129,4 - 143,3) nmol/pata (figura
13 B). Ao contrério, a co-injegdo dos antagonistas seletivos de receptores B,, o Hoe
140 ou o NPC 17731 (ambos 10 nmol/pata) ndo interferiu com o 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 sintese protéica, a
cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c.) 24 h antes, ou com o inibidor da ciclooxigenase,
indometacina (2 mgkg, ip.) 1 h antes dos experimentos, causou inibigdo
siginificativa do edema de pata induzido pela des-Arg’-BK (100 nmol/pata) em ratos
tratados com LPS. As inibigdes maximas 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 c1c190hex1rmda (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 € as barras verticais os erros padrio da média. ** P <
0,01. |
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Interacio entre a des-Arg’-BK e outros mediadores da inflamacio em animais

tratados com LPS

A injegdo 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 inflamatério tais como SP, PGI,, PGE,,
CGRP, 5-HT, PAF ou histamina quando injetados isoladamente (1 nmol/pata),
causaram pequena ou nenhuma alteragdo de volume nas patas (figuras 15 e 16).
Entretanto, a injegdo intraplantar de des-Arg’-BK (1 nmol/pata) em associagdo com
SP, PGI,, PGE;, CGRP, PAF ou 5-HT (todos 1 nmol/pata) resultou em
potencializagdo significativa do edema de pata. As respostas maximas obtidas pela
co-injegdo da des-Arg’-BK com os outros mediadores da inflamagdo foram (ml):
PGE, (0,31 0,03); PGI, (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 contrario dos outros
mediadores, a co-injegdo de des-Arg’-BK com histamina (1 nmol/pata), nio foi
capaz de promover potencializagdo do edema de pata causado pela des-Arg’-BK (1
nmol/pata) (figura 16C).

A co-injegdo do antagonista dos receptores B, para as cininas, a des-Arg’-
[Leug]-BK (100 - 300 nmol/pata) foi capaz de inibir de maneira significativa e dose-

dependente o edema de pata causado pela associagdo entre a des-Arg’-BK e os
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outros mediadores da inflamagio em animais tratados com LPS (figura 17). As Dls
(nmol/pata) obtidas (juntamente com os limites de confianga 95 %) foram: 180 (143
- 195), 139 (130 - 145), 160 (139 - 181) e 135 (121 - 144), na presenga de PGE,,

PGI,, SP e 5-HT, respectivamente.
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DISCUSSAO

A bradicinina exerce um importante papel como mediador do processo
inflamatoério, principalmente pela estimulagdo de receptores constitutivos do tipo B,.
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
formagdo de edema de pata de rato de maneira dose-dependente, através da interagdo
com receptores do tipo B,, mas ndo do tipo B; (Whalley et al., 1984; Whalley, 1987,
Proud e Kaplan, 1988; Damas ¢ Remacle-Vélon, 1992; Damas et al., 1996). Estas
conclusdes estio baseadas no fato de que a inje¢do do agonista seletivo de
receptores B), des-Arg’-BK, em doses até 300 nmol/pata, produziu apenas uma
discreta alteragdo de volume das patas. Além disso, a co-inje¢gdo do antagonista
seletivo de receptores B), a des-Arg’-[Leu®]-BK, ndo foi capaz de interferir com o
edema de pata causado pela BK. Por outro lado, os antagonistas seletivos dos
receptores B,, Hoe 140 e NPC 17731, inibiram significativamente o edema de pata
de rato induzido pela BK. Uma inibigdo similar das respostas produzidas pela BK in
vivo, através do bloqueio dos receptores B, pelos antagonistas Hoe 140 ¢ NPC
17731, tem sido amplamente relatada na literatura (Wirth et al., 1991; Dray et al.,

1992; Corréa e Calixto, 1993; Kyle e Burch, 1993).
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A BK e as cininas relacionadas aumentam a permeabilidade microvascular e
promovem extravasamento plasmatico em muitas espécies, sendo que a injegdo
intradérmica de BK produz uma resposta edematogénica caracteristica (Polosa et al.,
1993). O relaxamento de arteriolas e a constri¢do de vénulas causa um aumento da
pressdo diferencial no leito capilar, promovendo extravasamento plasmatico. Dados
descritos na literatura, demonstram que antagonistas seletivos dos receptores B, do
tipo [DPhe’]-BK, podem inibir o extravasamento plasmatico induzido pela BK em
modelos de inflamagdo desenvolvidos em coelhos ou em ratos (Schatcher et al.,
1987; Griesbacher ¢ Lembeck, 1987; Whalley et al., 1987). Além disso, varios
antagonistas dos receptores B, s@o capazes de inibir o extravasamento microvascular
induzido por varias substincias pro-inflamatérias. Por exemplo, o Hoe 140 inibe o
extravasamento plasmatico induzido por agentes como a carragenina (Burch e
DeHaas, 1990; Damas e Remacle-Vdlon, 1992; De Campos et al., 1996), o 4cido
trico (Damas e Remacle-Volon, 1992), a fosfolipase A, (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-injegdo de varios mediadores do processo
inflamatdrio. A co-inje¢do de doses muito baixas de PGE,, PGI,, SP, PAF ou 5-HT,

que isoladamente produzem apenas uma discreta alteragdo de volume das patas,
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induziu potencializagdo de maneira dose-dependente do edema de pata causado pela
BK. Ao contrario do que foi observado em relagdo aos outros mediadores da
inflamagdo, a co-injegdo de histamina nd3o produziu potencializagdo do edema de
pata induzido pela BK. O efeito sinergistico resultante da interagdo entre a BK e
outros mediadores do processo inflamatorio, no edema de pata de rato, parece
envolver uma amplificagdo das respostas mediadas pelos receptores B, para as
cininas, uma vez que este efeito foi inibido de maneira dose-dependente pela co-
inje¢do dos antagonistas seletivos de receptores B,, o HOE 140 e o NPC 17731. Por
outro lado, ndo parece haver o envolvimento dos receptores B; no processo de
interagdo entre a BK e os outros mediadores quimicos da inflamagéo, pelo menos em
condigdes normais, j& que a co-injegdo do antagonista seletivo de receptores By, a
des-Arg’-[Leu®]-BK, nio foi capaz de interferir com a potencializagdo do edema de
pata de rato causado pela BK. Além disso, é importante mencionar que a co-inje¢do
dos outros mediadores do processo inflamatério, PGE,, PGI;_, SP, CGRP, PAF, 5-HT
ou histamina, em diferentes combinagdes, resultou na formagdo de edema com
intensidade muito menor, do que as respostas obtidas pela associagdo da BK com os
diversos mediadores da inflamagdo. Estes resultados sugerem, portanto, que a BK

parece exercer um papel central neste processo através da interagdo com receptores

do tipo B;.
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Os mecanismos envolvidos no processo de potencializagio da resposta
edematogénica da BK ainda ndo foram totalmente esclarecidos. E possivel que parte
dos efeitos causados pela PGE,, PG, 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 sangiiineo e vasodilatagdo (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
plasmatico através da estimulagdo de células endoteliais vasculares que induzem
vasodilatagdo pela liberagdo de 6xido nitrico (NO). Por outro lado, o CGRP induz
dilatagdo arteriolar expressiva facilitando o extravasamento plasmatico por aumento
do fluxo sangiiineo (Brain e Williams, 1985). Uma outra alternativa para explicar a
potencializagdo resultante da co-injeg¢do de BK e de outros mediadores da
inflamag3o, seria a interagdo entre os sistemas de segundos mensageiros ativados
pela BK e os sistemas efetores ativados pelos outros mediadores do processo
inflamatorio. Os dados da literatura mostram que a pré-incubagdo de fibroblastos
3T3 com ésteres do forbol ou com analogos do diacilglicerol é capaz de potencializar
a sintese de PGE; estimulada pela bradicinina (Burch et al., 1988; ver para revisio
Burch, et al., 1993). Também foi demonstrado que a sintese de prostanotides mediada

pela BK pode ser potencializada pela IL-1 em fibroblastos sinoviais de humanos
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(O’Neill e Lewis, 1989; Bathon et al., 1992) ou por IL-1 ¢ TNF em fibroblastos 3T3
e macrofagos (Burch et al, 1988; 1989a,b; Burch e Tiffany, 1989; Tiffany e
Burch,1989). Embora a BK possa causar contragdo e relaxamento de vasos
sangiiineos através da estimulagido de receptores B,, o aumento de permeabilidade
vascular pode estar relacionado com a estimulagdo direta da degranulagdo de
mastocitos, e liberagdo de varios mediadores como a 5-HT e a histamina (Dray,
1994; Rang et al., 1994). Este mecanismo ndo requer a ativagdo de receptores, mas a
estimulagﬁo de moléculas de superficie que ativam a fosfolipase C. Desta forma, o
aumento dos niveis de calcio induz a liberagdo dos mediadores a partir dos
mastdcitos (Bueb et al., 1990). Por outro lado, a liberagdo de neuropeptideos e
prostandides pode ocorrer apds a estimulagdo de neur6nios sensoriais € simpaticos
pela BK. Além disso, foi demonstrado que a co-inje¢do de PGE; ¢ capaz de
aumentar de forma expressiva a liberagdo de neuropeptideos de neurdnios sensoriais
de rato, estimulados pela BK (Vasko et al., 1994).

Foi demonstrado que tanto o edema de pata, quanto a exsudagdo pleural
induzidos pela BK, podem ser progressivamente initbidos por inje¢des diarias
repetidas deste peptideo, sendo que a inibigdo maxima € obtida depois de 7 e 4 dias
de estimulagdo, respectivamente (Martins et al., 1992). Além disso, sabe-se que a

ativagdo de neurbnios sensoriais ou fibras aferentes pela BK, pode induzir
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dessensibilizagdo. Neste caso, o processo de dessensibilizagdo é observado
particularmente quando os neurénios sdo expostos vdarias vezes a BK (Dray et al.,
1992). Confirmando estes dados, os resultados do presente trabalho demonstram que
a inje¢do intraplantar diaria de BK (10 nmol/pata), durante um periodo de 7 dias,
causou dessensibilizagdo progressiva e completa do edema de pata induzido pela
BK. A dessensibilizagdo foi especifica para a BK, uma vez que, o edema de pata
induzido por PAF, PGE,, SP ou histamina em patas dessensibilizadas a BK, foi
equivalente ao edema produzido por estes mediadores em patas normais. Estes dados
estdo de acordo com as descri¢des da literatura, que mostram que dessensibilizagdo
do edema de pata, bem como da exsudagdo pleural induzida pela BK, constitui um
processo homologo, que envolve apenas os receptores B, das cininas (Martins et al.,
1992).

Estudos bioquimicos recentes tém sugerido que a dessensibilizagdo induzida
pela BK envolve mudangas ao nivel do receptor, bem como alteragdes das vias de
segundos mensageiros envolvidos na transdugdo de sinal. Dados da literatura
demonstram que a incubagdo de BK em cultura de fibroblastos humanos por um
intervalo de 5 a 10 min, resulta em diminuigdo das respostas causadas pela BK. A
redugdo dessas respostas parece estar relacionada com a inibigdo da formagdo de

prostandides (Roscher et al.,, 1984). Foi também demonstrado que a
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dessensibilizagdo induzida pela BK em neurénios sensoriais, ¢ mediada pela
liberagfo de NO, que por sua vez ativa a guanilato ciclase, promovendo aumento dos
niveis intracelulares de GMP ciclico (Burguess et al., 1989; Lang et al., 1990;
McGhee et al., 1992; Harvey & Burguess, 1993). E possivel que a dessensibilizagio
dos receptores B; esteja envolvida com a alteragdo da produgio de IP3;, mediada pela
ativagdo de uma proféina quinase sensivel ao GMP ciclico, através da produgio de
NO (Bradley e Burguess, 1993; Rueff et al., 1994). Por outro lado, existem poucas
evidéncias mostrando a participagdo de AMP ciclico no desenvolvimento da
dessensibilizagio a BK (Rueff et al, 1994). Desta forma, o fenémeno de
dessensibilizagdo induzido pela BK parece envolver diretamente, a interferéncia
com os sistemas efetores acoplados ao receptor B,. Pode haver ainda o envolvimento
de processos de agregagdo, internalizagdo ou ainda de redugdo do nimero de
receptores (Roberts e Gullick, 1990; Roscher et al., 1990; Munoz e Leeb-Lundberg;
Wolsing e Rosenbaum,1993).

A co-injegdo de SP ou PGE,, no primeiro dia da indugdo da dessensibilizago
a BK, foi capaz de prevenir parcialmente o desenvolvimento do processo de
dessensibilizagdo. Além disso, a co-inje¢do de BK ¢ PGE,, PGI, ou SP, em patas
dessensibilizadas, produziu edema de pata em valores proximos aos observados em

patas normais. Estes resultados sdo consistentes com a proposta, de que outros
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mediadores da inflamagdo podem ser moduladores importantes dos efeitos pro-
inflamatérios das cininas.

Como descrito na introdugdo, ao contrario dos receptores B,, os receptores do
tipo B, raramente s3o constitutivos, embora sua sintese possa ser estimulada por
trauma tecidual ou durante o processo inflamatério. Desta forma, a maioria das
preparagées obtidas de musculatura lisa nio respondem ao agonista seletivo de
receptores B, a des-Arg’-BK, na primeira hora de incubagio in vitro, mas se tornam
gradualmente reativas a este agonista, apds algumas horas de incubagdo (Ver para
revisdo: Marceau, 19995). A expressdo dos receptores By tem sido descrita
essencialmente em todas as preparagdes musculares lisas obtidas de coelhos (Regoli,
1980; DeBlois et al., 1988; Whalley, 1983), ratos (Marceau et al., 1980; Campos e
Calixto, 1994; Cabrini et al., 1995) e também de tiras de c6lon humano (Couture et
al.,, 1981). A natureza dos mecanismos patologicos que estdo envolvidos com a
indugdo dos receptores B, tem sido estudada pela utilizagdo paralela de modelos in
vivo e in vitro. Tem sido demonstrado que o processo de indugdo dos receptores B,
in vitro, pode ser acelerado pela incubagdo de substincias, tais como o LPS, o
dipeptideo murdmico e a oncostatina M (Bouthillier et al., 1987, DeBlois et al.,
1989; Levesque et al., 1995) ou ainda expressivamente aumentado, pelo acréscimo

das citocinas IL-1, IL-2, IL-8 ou IFNy (DeBlois et al., 1988; 1991; DeKimpe et al.,
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1994). A expressdo de receptores By in vivo pode ser observada no modelo de
pressdo arterial em coelhos, onde ao contrario do que ocorre em animais normais, a
inje¢do endovenosa dos agonistas seletivos dos receptores By, des-Arg’-BK e des-
Arg'%-calidina causa hipotensdo de maneira dose-dependente em animais pré-
tratados com doses sub-letais de LPS (10 - 40 pg) (Marceau et al., 1983). Foi
também demonstrado que a indugdo dos receptores B, ocorre em varios modelos de
inflamagdo cronica em ratos, tais como cistite ou colite de origem quimica (Marceau
et al.,, 1980; Kachur et al., 1986) ou ainda na artrite reumatdide induzida por
complexos imunes (Cruwys et al., 1994). Estudos recentes t€m demonstrado o
envolvimento dos receptores B; da bradicinina no desenvolvimento de hiperalgesia
inflamatoria, apds a incidéncia de raios ultravioleta (Perkins e Kelly, 1993; Perkins et
al., 1993), seguindo a inje¢do intra-articular de varias citocinas ou pela injegdo de
adjuvante de Freund (Davis et al., 1994; Davis e Perkins, 1994; Khasar et al., 1995;
Perkins et al., 1995). Dados descritos na literatura mostram que as respostas
mediadas pela indugdo dos receptores B; parecem envolver a participagdo de sintese
de proteinas, uma vez que estas respostas podem ser totalmente prevenidas pela
incubagdo de doses baixas de glicocorticoides ou pela adigdo de inibidores da sintese
protéica, tais como a cicloheximida (Bouthillier et al., 1987; DeBlois et al., 1988,

1989; 1991; ver para revisdo: Marceau, 1995). Tem sido proposto, que a indugdo do
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aparecimento dos receptores B, poderia ser dependente da produgdo local de
citocinas, principalmente IL-la e IL-1B. Todas as substincias conhecidas por
estimularem a indugdo dos receptores By, incluindo o LPS, o dipeptideo murdmico e
mesmo as citocinas IL-1, IL-2 e IL-8, possuem a capacidade de induzir a sintese de
IL-1. O efeito inibitério produzido pelos glicocorticéides, poderia ser explicado pelo
menos em parte, pela supressio da sintese de IL-1. Além disso, a possibilidade de
uma agdo adicional para os glicocorticoides, relacionada com a inibigdo dos
receptores das citocinas ndo poderia ser descartada (DeBlois et al.,, 1991). A
participagdo da IL-1 na indugdo dos receptores B; pode ser confirmada pela
ocorréncia da produgdo espontidnea de IL-1a, apds o isolamento e a incubagdo “in
vitro” de preparagdes de aorta de coelho, mesmo em condigdes estéreis. Estes dados
podem ser confirmados in vivo no modelo de pressio arterial em coelhos, onde o
agente hiberador de citocinas, o dipeptideo murdmico e a prépria IL-1, sdo capazes
de mimetizar a a¢do do LPS na indugdo dos receptores B; (DeBlois et al., 1991). Por
outro lado, o antagonista de receptores IL-1 (IRA) néo foi capaz de inibir a indugdo
dos receptores B, apo6s algumas horas de incubagdo in vitro de aorta isolada de
coelho. Foi também demonstrado, que o IRA n3o previne a resposta hipotensiva em
coélhos, causada pela des-Arg’-BK, apés o tratamento in vivo com LPS (Whalley et

al., 1983). Por outro lado, no modelo de hiperalgesia cronica induzida pela injegdo
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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 trés citocinas, sugerindo que as respostas
produzidas pela IL-2 ¢ pela IL-8 sdo dependentes da secregdo de IL-1 (Davis e
Perkins, 1994). O IRA ¢ um antagonista que bloqueia as agdes mediadas pela [L-1a
e IL-1P através de ligagdo com receptores de membrana, ndo tendo a capacidade de
interferir com os efeitos autdcrinos das IL-1 sobre a sintese de proteinas (Clinton et
al., 1991; Dripps et al., 1991). Desta forma, esta definido que varias citocinas podem
amplificar as respostas funcionais produzidas por agonistas seletivos de receptores
B,, bem como sdo capazes de induzir a sua propria sintese. Em conjunto, estes dados
sugerem que a indugdo dos receptores B, apdés o dano tecidual ou durante o
desenvolvimento do processo inflamatdrio, constitui um processo tempo-dependente,
que envolve sintese protéica e possivelmente a participagido direta de algumas
citocinas inflamatorias, principalmente, IL-1a e IL-1P. (ver para revisdo: Marceau,
1995; 1997; Dray e Perkins, 1997).

Os dados do presente estudo mostram que a inje¢do do agonista seletivo de
receptores B), a des-Arg’-BK causa apenas uma alteragio discreta no volume das
patas em ratos normais. Entretanto, em animais completamente dessensibilizados a
BK, a des-Arg’-BK (100 nmol/pata) causou edema de pata de forma expressiva. A

resposta edematogénica causada pela des-Arg’-BK em animais dessensibilizados



68

parece envolver ativagdo de receptores do tipo B, para as cininas, um vez que o
edema de pata causado pelo agonista receptores B), a des-Arg’-BK foi
significativamente inibido pela co-injegdo do antagonista seletivo de receptores B;,
des-Arg’-[Leu®]-BK.

Os dados do presente trabalho sugerem portanto, o possivel envolvimento de
sintese protéica no aparecimento das respostas mediadas pelos receptores B), uma
vez que tratamento sist€émico dos animais com o glicocorticéide 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
ativagdo de receptores B, constitutivos. Baseado em dados da literatura, que
mostram que o aparecimento dos receptores B; envolve a produgdo de citocinas e
que sua sintese pode ser inibida pelo tratamento com glicocorticoides (Marceau et
al., 1980; Whalley et al., 1983; Bouthillier et al., 1987; DeBlois et al., 1988; 1991),
pode-se concluir que o edema de pata causado pela des-Arg’-BK em patas
dessensibilizadas, parece estar associado com a indugdo dos receptores B,, através
le um processo sensivel a dexametasona.

A injegdo intraplanfar do agonista seletivo dos receptores B,, tirosina®-BK

‘0,3 - 10 nmol/pata) causou edema de pata de forma marcante ¢ dose-dependente,
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enquanto que O agonista seletivo de receptores Bj, a des-Arg’-BK (100 - 300
nmol/pata) produziu apenas uma pequena alteragdo de volume das patas. Os
resultados apresentados, mostram que a inje¢do intraplantar do agonista seletivo de
receptores B;, 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 B,, a
tirosina®-BK em animais normais. Por outro lado, o tratamento agudo com LPS
produziu uma redugéo significativa do edema de pata causado pela tirosina®-BK.
Além disso, o pré-tratamento com LPS ndo alterou o edema de pata induzido pela
PGE,, mas causou uma diminuigéo significativa dos edemas de pata produzidos por
histamina, SP ou 5-HT.

A formagdo de edema seguindo a injegdo intraplantar de des-Arg’-BK em
animais previamente tratados com LPS, parece ser mediada exclusivamente pela
ativagdo de receptores do tipo B, sem interferéncia dos receptores do tipo B,. A co-
injegdo do antagonista seletivo de receptores By, a des-Arg’-[Leu®]-BK inibiu de
forma dose-dependente o edema de pata induzido pela des-Arg’-BK, enquanto que a
co-injeg¢do dos antagonistas seletivos de receptores B,, o Hoe 140 e o NPC 17731,

ndo foi capaz de interferir com o edema de pata causado pela des-Arg’-BK nos
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animais tratados com LPS. O tratamento com LPS parece induzir a expressio dos
receptores B, principalmente em tecidos isolados de coelhos (Bhoola et al., 1992;
ver para revisdo: Hall, 1992). Resultados semelhantes também foram descritos apos
o tratamento sistémico com LPS (24 h), onde ocorre um aumento da resposta
mediada pelos receptores Bj, associado a uma redugdo do efeito relaxante,
provavelmente mediado pelos receptores B,, em preparagdo de fundo de estdmago
isolado de rato (Cabrini et al., 1996).

O aumento de permeabilidade vascular constitui um evento importante
decorrente da injegdo da BK e de outras cininas relacionadas (Marceau et al., 1983).
A estimulagio do extravasamento plasmatico em resposta a inje¢do de BK, envolve a
separagio fisica das células endoteliais particularmente ao nivel das vénulas pos-
capilares. Os dados descritos na literatura sdo undnimes em afirmar que sob
condigdes normais, o aumento de permeabilidade vascular causado pelas cininas
envolve a ativagdo de receptores do tipo B,, mas excluem qualquer participagdo dos
receptores do tipo B, (Whalley et al., 1984; Whalley, 1987; Proud e Kaplan, 1988).
Por exemplo, o agonista seletivo de receptores B), des-Arg’-BK nio produz qualquer
efeito sobre a permeabilidade vascular quando injetado na pele de coelhos (Marceau
et al.,, 1981). A ativagdo dos receptores B, sem qualquer envolvimento dos

receptores B), também foi demonstrada no edema de pata de rato causado pela
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injegdo de BK (Whalley et al., 1984). Além disso, a injegdo do antagonista seletivo
dos receptores B,, Hoe 140 inibe de forma expressiva o aumento de ﬁermeabilidade
vascular induzido pelas cininas na pele de rato (Lembeck et al., 1991). Outros dados
mostram ainda, que a inalagdo em aerosol de BK, tanto em humanos quanto em
roedores, produz edema de mucosa, acompanhado da formagdo de exsudato rico em
albumina. Este efeito também parece ser modulado pelos receptores B,, ja que a
inalagdo de des-Arg’-BK ndo causa qualquer efeito (Baraniuk et al., 1990). Por outro
lado, ao contrario do que foi demonstrado em condi¢des normais, quadros que
envolvem processos Mmatéﬁos cronicos, parecem estar relacionados com a
indugdo dos receptores B;. Desta forma, varios modelos de hiperalgesia inflamatoéria
demonstram a participagdo dos receptores B,, apos estimulos como a injegdo intra-
articular de adjuvante de Freund ou de varias citocinas (ver para revisdo: Marceau,
1995; Dray e Perkins, 1997). Portanto, os resultados do presente trabalho,
confirmam e estendem os dados descritos na literatura, mostrando que em condigdes
normais, o edema de pata de rato ¢ mediado pela ativagdo de receptores B, Por
outro lado, estimulos como a dessensibilizagdo dos receptores B, ou o tratamento
agudo com LPS, podem evidenciar a participagdo dos receptores B na resposta

edematogénica causada pelas cininas.
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Como observado em relagdo a resposta edematogénica mediada pelos
receptores B, em animais dessensibilizados, 0 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 sintese protéica, cicloheximida, aboliu quase
que completamente o edema de pata induzido pela des-Arg’-BK nestes animais.
Varios dados da literatura demonstram que a dexametasona e a cicloheximida sio
capazes de prevenir o aparecimento dos receptores B, observada apds a indugéo de
trauma tecidual ou infec¢do (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980; Whalley 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 indugio de
receptores B; dependente de sintese protéica, sendo esse um processo sensivel ao
tratamento com dexametasona e cicloheximida. Uma vez que o tratamento sistémico
com LPS ¢é capaz de promover a indugdo dos genes de certas citocinas a partir de
macrofagos, neutrofilos e fibroblastos in vivo (Ulich et al., 1992; Cockfield et al.,
1993; Huleihel et al., 1993) através de macanismos sensiveis ao tratamento com
glicocorticoides (Geiger et al., 1993; Ochalski et al., 1993; Pang et al., 1994), torna-
se aparente que o edema de pata induzido por receptores B, em ratos pré-tratados

com LPS, constitui um processo mediado pela liberagdo de citocinas. Estes
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resultados sdo consistentes com outros dados descritos na literatura, que mostram
que em alguns modelos de inflamagdo e de hiperalgesia, a indugdo dos receptores B,
pelo tratamento com LPS, parece exercer um papel importante na manutengdo do
processo inflamatério (Burch et al., 1989; Bhoola et al., 1992; Dray e Perkins, 1993,
Perkins et al., 1993).

Muitas a¢Ges mediadas pelos receptores B, das cininas, estdo associadas com
a ativagdo da fosfolipase A; e conseqiiente liberagdo de metabolitos derivados da via
do acido araquidbnico 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 o edema de pata induzido pela
des-Arg’-BK em animais tratados com LPS, sugerindo o envolvimento de
metabolitos do acido araquidonico na resposta edematogénica, apds a ativagdo dos
receptores B;.

Como demostrado previamente em relagdo 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, o agonista seletivo de
receptores By, a des-Arg’-BK, também foi capaz de interagir de maneira sinergistica

com outros mediadores do processo inflamatdrio, em animais previamente tratados
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com LPS . Esta conclusdo, esta baseada no fato de que a co-injeg¢do de doses muito
baixas de PGE,, PGI,, SP, CGRP, PAF ou 5-HT, que isoladamente causaram uma
pequena alteragdo de volume da pata, foram capazes de produzir potencializagdo 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-
inje¢do de histamina ndo causou potencializagdo da resposta edematogénica induzida
pela des-Arg’-BK. Estes resultados sugerem, que embora a histamina exerga um
papel importante no processo inflamatério, ela n3o possui a capacidade de
potencializar o edema de pata de rato induzido pelas cininas.

O edema de pata resultante da interagdo entre os varios mediadores da
inﬂémaqﬁo com a des-Arg’-BK em ratos pré-tratados com LPS, parece ser mediado
apenas por receptores do tipo Bj, ja que foi antagonizado de maneira dose-
dependente pela co-injegdo do antagonista seletivo de receptores B, a des-Arg’-
[Leu®’]-BK, sem no entanto ser afetado pela co-injegdo dos antagonistas seletivos de
receptores B,, como o Hoe 140 ¢ o NPC 17731.

Os mecanismos envolvidos no processo de potencializagdo do edema de pata
causado pela des-Arg’-BK através de outros mediadores da inflamagdo, ainda
permanecem obscuros. Resultados da literatura tém demonstrado que assim com a

BK, a des-Arg’-BK é capaz de estimular a liberagio de alguns mediadores
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envolvidos no processo inflamatério, tais como PGE,; e PGI; (Toda et al., 1987;
Cahil et al., 1988; Galizzi et al., 1994) ou IL-1 (Burch et al., 1989a; Tiffany e Burch,
.1989; Lemer ¢ Modeer, 1991). Além disso, tem sido demonstrado que a IL-1
potencializa a formagdo de PGE, induzida pela des-Arg’-BK em fibroblastos
sinoviais ou gengivais (Lerher e Moder, 1991; Bathon et al., 1992; Lemer et al.,
1992).

Em conclusio, os dados do presente estudo estendem e confirmam as
observagdes iniciais de que o edema de pata induzido pela BK em condig¢Ges normais
é mediado pela ativagdo de receptores do tipo B, (Whalley et al., 1984; Whalley,‘
1987; Proud ¢ Kaplé;n; 1988). Além disso, foi demonstrado que a BK pode interagir
de maneira sinergistica com outros mediadores inflamatérios, em um processo
mediado pela ativagdo dos receptores B,. Os resultados também demonstram que a
co-inje¢do de outros mediadores da inflamagdo € capaz de alterar o perfil da
dessensibilizagdo induzida pela BK, sugerindo que outros mediadores da inflamagio
podem modular diretamente os efeitos pré-inﬂamétérios das cininas. Por outro lado,
tanto a dessensibilizagdo dos receptores B, da bradicinina, como o tratamento agudo
dos animais com LPS, foi capaz de induzir o aparecimento de receptores do tipo By,
associado a uma diminuigdo expressiva das respostas mediadas pelos receptores B,.

As respostas mediadas pelos receptores B, parecem depender diretamente de sintese
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yrotéica, uma vez que o tratamento dos animais com o glicocorticdide, a
lexametasona, bem como, com o inibidor de sintese protéica, a cicloheximida, foi
;apaz de inibir de forma expressiva o edema de pata causado pela des-Arg’-BK.
Além disso, a resposta edematogénica causada pela des-Arg’-BK em animais
ratados com LPS, parece envolver a liberagdo de metabdlitos derivados do acido
wraquidonico, ja que o tratamento sistémico dos animais com o inibidor da ciclo-
)xigenase, a indometacina, produziu inibigdo significativa do edema de pata mediado
selos receptores B;. Os resultados também demonstram que o agonista seletivo de
eceptores B,, a des-Arg’-BK, é capaz de interagir de maneira sinergistica com
»utros mediadores do processo inflamatério.

Em conjunto os resultados do presente trabalho, mostram que o edema de pata
le rato causado pelas cininas envolve a ativagdo de receptores do tipo B; e B,.
“nquanto os receptores B, (constitutivos) medeiam a formag¢do de edema em
>ondigSes normais, os receptores do tipo B; (induzidos) parecem mediar a resposta
:dematogénica apenas em condigdes especiais, como apds a dessensibilizagdo dos
‘eceptores B, ou depois do tratamento dos animais com LPS. Desta forma, estes

necanismos podem ser relevantes na instalagio e manutengdo de processos

nflamatorios agudos e cronicos.
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sUMMARY

. - This study investigated some of the mechanisms underlying kinin-induced

»edematogenic response in the rat paw, by use of selective agonists and antagonists.

)- Intraplantar injection of bradykinin (BK, 0.3 - 10 nmol/paw) in rats pretreated with
;aptopril (5 mgkg”, s.c.) caused a dose-related increase in rat paw volume, with EDsg
ralue 1.9 nmol/paw and maximal response of 0.43 + 0.04 ml. On the other hand des-
Arg’-BK, a selective B, 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 B, receptor antagonists, Hoe 140 and NPC 17731 (both 3 nmol/paw).

)- Co-admunistration of prostaglandin E; (PGE,), prostaglandin I, (PGL,), calcitonin
sene-related peptide (CGRP), serotonin (5-HT), substance P (SP) or PAF-acether (PAF)
1 pmol - 1 nmol/paw) with BK (1 nmol/paw) potentiated in a dose-dependent manner
he rat paw oedema induced by BK. The rank order of potency (mean EDs,, pmol/paw)
or this effect was: SP (8.1) > PAF (13.7) > PG, (20.5) > 5-HT (23.8) > CGRP (25.7) >
’GE; (52.0). Co-administration of BK with the various inflammatory mediators resulted

n maximal paw oedemas (ml) of: PGE; (0.71 + 0.02); PGI, (0.66 £ 0.02); 5-HT (0.65 =
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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 ineffective in potentiating the response to BK.

4- Hoe 140 or NPC 17731 (two selective B, 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 IDsgs (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 PGE,, PGI,,
CGRP and SP, respectively. The selective B, 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, PGE,, SP or histamine was not
affected. In addition, the oedema caused by BK in the paw desensitised to the peptide
was almost completely reversed if BK was co-injected with PGE,, PGI, or SP (1
nmol/paw). Injection of PGE, or SP (10 nmol/paw) together with the first BK injection

(10 nmol/paw), partially prevented BK-induced desensitisation.
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5- 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 B, receptor

ntagonist, des-Arg’-[Leu®]-BK (100 nmol/paw).

- Treatment of animals with dexamethasone (0.5 mgkg' s.c., 24 h previously)
ntagonized paw oedema induced by des-Arg’-BK (100 nmol/paw) in desensitized
yaws, but not that induced by BK (3 nmol/paw) in naive paws. The steroid also
revented the recovery of oedema seen after co-injection of BK with PGE, or PG, (1

imol/paw) in desensitized paws.

3 - Intraplantar injection of des-Arg’-BK (3- 300 nmol) in rats pretreated with LPS (24h
orior) resulted in a marked dose and time-related increase in paw volume, being 18.5-
old less potent than tyrosine®-BK (0.1 - 30 nmol) in naive animals, with mean EDs;s of
4.1 and 1.3 nmol, respectively. In sharp contrast, oedema caused by tyfosines-BK €]

1mol) was reduced by 79 + 4 in animals treated with LPS.

) - Oedema caused by PGE, (10 nmol) was unaffected by LPS treatment, while oedema
nduced by histamine (100 nmol), 5-HT (10 nmol) and SP (3 nmol) were reduced (P <

).01).
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10 - The selective B; antagonist, des-Arg’[Leu®]-BK (100 - 300 nmol), produced dose-
lependent inhibition of des-Arg’-BK (100 nmol)-induced paw oedema in LPS-treated
inimals with mean IDsg value of 134 nmol, while the selective B, antagonists Hoe 140

ind NPC 17731 (each 10 nmol) had no effect.

1 - 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
ormation (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
yretreated with LPS. Treatment of animals with cycloheximide (1.5 mgkg”, 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).

2 - 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
°GE,, PGl,, CGRP, SP, 5-HT, or PAF (each 1 nmol), which alone caused little or no
aw o.edema, resulted in significantly greater paw oedemas. The increases in paw

solume (in ml) were: PGE; (0.31 £ 0.03), PGI, (0.39 + 0.02), CGRP (0.35 + 0.04), SP
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0.33 4 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.

13 - The selective B; receptor antagonist, des-Arg’-BK (100 - 300 nmol), produced
Jose-dependent inhibition of paw oedema potentiation induced by co-injection of des-
Arg’-BK and other mediators with mean IDsos (nmol) of: 180, 160, 139 and 135 in the

yresence of PGE,, PGI,, SP and 5-HT, respectively.

|4 - These results suggest that both B, and B, receptors are involved in BK-induced rat
yaw oedema. The B, receptors are constitutive, but induction of expression of B,
eceptors seems to occur following complete desensitization of the 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 with des-Arg’-BK-induced paw oedema in rats pre-treated with LPS. Such
nechanisms may be relevant for the manifestation of acute and chronic inflammatory

JroCCsSSES.

Most of these results have been published in British Journal of Pharmacology 114 :

1005 - 1013, 1995 and 117 : 793 - 798, 1996.



82

RESUMO

. - No presente estudo foram analisados, através do emprego de agonistas e
intagonistas seletivos, alguns dos mecanismos envolvidos nas respostas

»dematdgenicas causadas pelas cininas na pata de rato.

) - A injegdo intraplantar de bradicinina (BK; 0,3 - 10 nmol/pata) causou edema de
»ata dose-dependente com DEs; de 1,9 nmol/pata e resposta méaxima de 0,43 + 0,04
nl. Por outro lado, a inje¢do intraplantar do agonista seletivo de receptores B, des-
Arg’-BK (100 - 300 nmol/pata) causou apenas uma discreta alteragio do volume das
ratas (0,06 + 0,009). O edema de pata causado pela BK (3 nmol/pata) foi
significativamente inibido pela co-injegdo dos antagonistas seletivos dos receptores
35, 0 Hoe 140 ¢ 0o NPC 17731 (43 £ 3 e 41 £ 4 %, respectivamente), mas ndo pela
so-injegdo do antagonista seletivo de receptores Bj, a des-Arg’-[Leu®]-BK (200

1mol/pata).

3- A co-administragdo de PGE,, PGIl,, CGRP, 5-HT, SP ou PAF (1 pmol - 1
imol/pata) em conjunto com a BK (1 nmol/pata) causou potencializagdo dose-

Jependente do edema de pata induzido pela BK. A ordem de poténcia para os efeito
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observados foi (DEso, pmol/pata): SP (8,1) > PAF (13,7) > PGI, (20,5) > 5-HT
(23,8) > CGRP (25,7) > PGE; (52). As respostas maximas resultantes da interagdo
da BK com os outros mediadores da inflamagdo foram (ml): PGE, (0,71 % 0,02);
PGI, (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) ndo foi capaz de potencializar o edema

de pata causado pela BK.

4 - O Hoe 140 ¢ o NPC 17731 (0,1 - 3 nmol/pata) produziram inibi¢io dose-
dependente da potencializagdo do edema de pata induzido pela co-inje¢cdo da BK
com outros mediadores inflamatdrios. As Dlss observadas foram (nmol/pata): para o
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 presenga de

PGE,, PGI,, CGRP e SP, respectivamente.

S - A injec¢do intraplantar didria de BK (10 nmol/pata) durante 7 dias foi capaz de
induzir dessensibilizagdo progressiva do edema de pata causado pela BK. A
dessensibilizagdo foi especifica para a BK, ja que os edemas de pata produzidos pelo
PAF (10 nmol/pata), PGE, (10 nmol/pata), SP (3 nmol/pata) ou histamina (100
nmol/pata) ndo forém alterados. A dessensibilizagdo causada pela BK foi quase que

fotalmente revertida quando a mesma foi co-injetada com PGE;, PGI; ou SP. Além
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disso, a injegdo de PGE, ou SP (10 nmol/pata) em conjunto com a BK (10

nmol/pata) no primeiro dia, preveniu parcialmente o desenvolvimento da

dessensibilizagio.

6 - A injegio intraplantar de des-Arg’-BK (100 nmol/pata) causou edema de pata
marcante em animais dessensibilizados @ BK. A formagdo de edema induzida pela
des-Arg’-BK foi significativamente inibida pelo antagonista de receptores By, a des-

Arg’[Leu®]-BK (100 nmol/pata).

7 - O tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, 24 h, s.c.) inibiu
sigm'ﬁcativamente_o edema de pata causado pela des-Arg’-BK (100 nmol/pata) em
animais dessensibilizados, mas ndo foi capaz de interferir com o edema de pata
induzido pela BK em animais controle. A dexametasona também foi efetiva em
inibir a reversdo do edema de pata em animais dessensibilizados, causada pela co-

inje¢do de BK com PGE, ou PGL.

8 - A injegdo intraplantar de des-Arg’-BK (100 nmol/pata) em animais controle
causou uma pequena alteragcdo de volume das patas (0,06 £ 0,009 ml), enquanto que

a injegdo do agonista seletivo dos receptores B, tirosina®-BK (3 nmol/pata) causou
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edema de pata de forma marcante (0,36 £+ 0,02 ml). Entretanto, a inje¢do intraplantar
de des-Arg’-BK em animais tratados com LPS (24 h antes) resultou na formagdo de
edema de pata expressivo, de maneira dose-dependente, com DEsy igual a 24,1
nmol/pata e resposta maxima 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 %.

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 ndo interfertu com o edema de pata induziu pela PGE; (10

nmol/pata).

10 - O antagonista seletivo de receptores B;, a des-Arg’-[Leu’]-BK (100 -300
nmol/pata) produziu inibigdo dose-dependente do edema de pata induzido pela des-
Arg’-BK em animais tratados com LPS, com DEs, de 134 nmol/pata, enquanto que
os antagonistas seletivos de receptores B, o Hoe 140 ou o NPC 17731 (10

nmol/pata) foram inefetivos.

11 - O tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 24 ou 48 h antes

do tratamento com LPS produziu inibigio marcante do edema de pata causado pela
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des-Arg’-BK (58 £ 3 e 82 * 2 %, respectivamente). Além disso, o tratamento com
dexametasona foi capaz de reverter a valores proximos 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.

12 - A injegdo intraplantar de des-Arg’-BK (10 nmol/pata) causou edema de pequena
intensidade. Entretanto, a inje¢do de PGE,, PGI,, CGRP, SP, 5-HT, ou PAF (1
nmol/pata) em conjunto com a des-Arg’-BK (10 nmol/pata) resultou em
potencializagdo do edema de pata induzido pela des-Arg’-BK. O edemas observados
foram (ml): PGE; (0,311 0,03); PGI, (0,39 £ 0,02); CGRP (0,35 0,04); SP (0,33 £
0,04); S5-HT (0,40 + 0,02) ou PAF (0,38 + 0,016). Ao contrario dos outros
mediadores da inflamagdo, a histamina ndo foi capaz de potencializar o edema de

pata causado pela des-Arg’-BK.

13 - O antagonista seletivo de receptores By, a des-Arg’-[Leu®]-BK (100 - 300
nmol/pata) produziu inibigdo dose-dependente do edema de pata resultante da

associagdo da des-Arg’-BK com outros mediadores da inflamagdo. Os valores de
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DEs, observados foram (nmol): 180, 160, 139 €135, na presen¢a de PGE,, PGI,, SP

e 5-HT.

14 - Os resultados do presente trabalho sugerem o envolvimento dos receptores B, e
B, no edema de pata causado pelas cininas. Os receptores B, sdo constitutivos,
enquanto que os receptores B; podem ser induzidos pela dessensibilizagdo dos
receptores B, ou pelo tratamento agudo dos animais com LPS. Além disso, doses
muito baixas de outros mediadores da inflamagdo podem potencializar o 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 interagdo com os receptores B; e B,, podem ser relevantes na

instalagdo e na manutengdo de processos inflamatdrios crénicos.

A maioria destes resultados foi publicada no British Journal of Pharmacology,

114 : 1005 - 1013, 1995 e 117 : 793 - 798, 1996.
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