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RESUMO

Este estudo investiga 0s mecanismos pelos quais a bradicinina (BK) causa resposta contrétil ou
relaxante via ativacéo dos receptores B, em segmentos de traquéia de cobaia com (TC+E) e sem
epitélio (TC-E) in vitro. Além disso, foram investigados para efeito de comparagdo os
mecanismos transducionais envolvidos na resposta relaxante da prostaglandina E, (PGE;) nesta
preparacdo, através de estudos funcionais, bioguimicos e técnicas de biologia molecular. A
adicdo de BK (100 nM), causou contragdo sustentada na TC-E, contudo a obtencéo de curvas
sucessivas causou progressiva taquifilaxia. A taquifilaxia induzida pela BK néo foi afetada pela
L-NOARG (inibidor da oxido nitrico sintase [NOS], 100 uM) ou pelo vaeril salicilato (um
inibidor da ciclooxigenase-1 [COX-1], 30 uM), masfoi prevenida por uma baixa concentracdo de
indometacina (INDO), diclofenaco (ambos inibidores ndo seletivos de COX, 3 nM cada um) ou
de NS 398 (um inibidor preferencial da COX-2, 10 nM). Além disso, atas concentracfes de
INDO, diclofenaco, fenidona (um inibidor de ciclooxigenase [COX] e lipooxigenase [LOX]), ou
o NS 398, causaram inibigcbes concentracdo-dependente da contragdo induzida pela BK.
Entretanto, o inibidor seletivo da COX-1 valeril sdicilato, furagrelato (um inibidor da sintase de
tromboxano), L-655,240 (antagonista do receptor de tromboxano), LY 171883 (antagonista do
receptor de leucotrieno D4/E,), or MK-571 (antagonista do receptor CysL T(1) dos leucotrienos). O
antagonista dos receptores EP,/EP, da PGE,, 0 AH 6809 (0,1 a 30 uM) inibiu significativamente
e concentragdo-dependente a contragdo induzida pela BK na TC-E, indicando que a liberacéo de
prostandides, possivelmente PGE,, atuando em receptores EP)/EP,, é a responsavel pela
contracdo da TC-E. Também neste estudo, nds investigamos algumas das vias sinalizadoras
envolvidas no relaxamento induzido pela BK em segmentos com epitélio intacto de traguéia de

cobaia (TC+E). A BK causou relaxamento tempo e concentragdo dependente da TC+E.
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Respostas similares forma observadas para a prostaglandina E, (PGE;) e a combinacdo de
concentragdes sub-limiares de BK junto com concentragdes sub-limiares PGE, potencializaram a
resposta relaxante. O inibidor ndo-seletivo da ciclooxigenase (COX) indometacinaou piroxicam,
ou os inibidores seletivos de COX-2 DFU, NS 398 ou rofecoxibe, mas ndo o inibidor seletivo de
COX-1 0 SC 560, aboliram o relaxamento causado pela BK. O inibidor preferencial da enzima
Oxido nitrico sintase neuronal (NOSn), o 7-NINA também inibiu de forma concentracéo-
dependente o relaxamento da BK, sem contudo abolir completamente esta resposta. O inibidor
seletivo da COX-1, o SC 560, bem como os glicocorticoides dexametasona (DEXA) e
beclometasona (BECLO), ndo interferiram no efeito relaxante da BK ou da PGE,. Ja o inibidor
ndo-seletivo da tirosina quinase (Trk), a herbimicina A (HERBA) e o inibidor da Trk ligada ao
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR-Trk), o AG 490 da mesma forma que os
inibidores da COX, aboliram o relaxamento causado pela BK, sem afetar, contudo, as respostas a
PGE,. A incubacdo de diferentes inibidores enziméticos ou de blogueadores de canais i6nicos,
incluindo inibidores da via da adenilato ciclase/AMPc/proteina quinase A (PKA) e guanilato
ciclase/GMPc/proteina quinase G (PKG), inibidores da fosfolipase A, (FLA>), inibidores da
fosfolipase C (FLC), da proteina quinase C (PKC), o inibidor da fosfatidilinositol-3-quinase
(PIsK), o inibidor do fator nuclear kappa-B (NF-xB), o inibidor da p38 MAP quinase (MAPK).
Também diferentes bloqueadores de canais de K* e ainda inibidores do(s) fator(e)s
hiperpolarizante(s) derivado(s) do endotdlio (EDHF), ndo afetou de forma significativa as
respostas relaxantes a BK ou a PGE,. A BK causou marcado aumento nos niveis de PGE,, um
efeito que foi prevenido pelo NS 398, HOE 140 ou AG 490. a expressao da COX-2 ndo difere em
preparacdes com ou sem epitélio, e ndo foi aterada pela estimulagdo com BK. Entretanto, a

incubacdo com BK aumentou significativamente a expressdo da eNOS e nNOS, independente da
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integridade do epitélio. Em conjunto, estes resultados sugerem que a contracao induzida pela BK
na TC-E envolve a ativacdo de receptores B, e liberacdo de prostandides derivados da via da
COX,. Andisados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que quanto a
sinalizagdo intracelular envolvidas nas respostas contracturantes e relaxantes para a BK tem a
participacdo da COX-2 constitutiva, com liberacdo de elevados niveis de PGE,, que por aua vez
ativaria receptores EP;. Acopladas as agdes da BK na TC, estariam as enzimas eNOS e nNOS
resposnsaveis pela liberacdo de NO, tanto do epitélio como dos terminais nervosos e€/ou musculo
liso, que exerce um importante efeito relaxante sobre este tecido. Do ponto de vista das vias
intracelulares os resultados indicam que vias de sinalizacdo comumente associadas as acdes nao
parecem participar das agdes da BK na TC. Um dos resultados mais relevantes foi a
demonstragio de que o EGFR-Trk e a bomba Na'-K*-ATPase parecem ser importantes vias
sinalizadoras das acdes relaxantes da BK na TC. Apenas a resposta contratil, mas ndo a resposta
relaxante a BK é susceptivel a dessensibilizacdo, um efeito que pode ser completamente
prevenido por inibidores da COX-2. Assim, com base nos presentes resultados, pode-se afirmar
que receptores B, da BK em conjunto com prostandides e NO exercem um papel modulador

importante nas vias aéreas.
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ABSTRACT

This study investigates some of the mechanisms by which bradykinin (BK) triggers contraction
of epithelium-denuded strips of guinea pig trachea (GPT-E). Addition of BK (100 nM), at 30 min
intervals, induced progressive tachyphylaxis, which was complete after 4 h. The tachyphylaxis
induced by BK was unaffected by the L-NOARG (nitric oxide synthase inhibitor, 100 uM) or by
valeryl salicylate (a cyclooxygenase-1 (COX-1) inhibitor, 30 uM), but was completely prevented
by a very low concentration of either indomethacin, diclofenac or by NS 398 (3 nM each).
Furthermore, higher concentrations of indomethacin, diclofenac, NS 398 or phenidone caused
graded inhibition of responses to BK, with 1Csy values of 0.28, 0.08, 46.3 and 0.15 uM,
respectively. AH 6809 also inhibited the contractile response to BK with 1Csy value of 2.7 uM.
However, the selective COX-1 inihibitor valeril salicylate, furegrelate, (a thromboxane
synthetasis inhibitor), L-655,240 (0.03 uM, a trhromboxane receptor antagonist), LY 171883 (0.3
uM, a leukothryene D4/E4 receptor antagonists), or MK-571 (0.3 uM, a CysLT(1)-receptor
antagonist to leukotrienes). Also, In this study, we investigated some of the signalling pathways
involved in BK-induced relaxation in epithelium intact strips of the guinea pig trachea (GPT+E).
BK induced time- and concentration-dependent relaxation of GPT+E. Similar responses were
observed for prostaglandin E, (PGE,) or the combination of sub-threshold concentrations of BK
plus PGE,. The non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitors indomethacin or pyroxicam, or
the selective COX-2 inhibitors DFU, NS 398 or rofecoxib, but not the selective COX-1 inhibitor
SC 560, al abolished BK-induced relaxation. The tyrosine kinase (Trk) inhibitors herbimycin A
and AG 490 such as ouabain aso abolished BK-induced relaxation in GPT+E. 4. The non-
selective nitric oxide synthase (NOS) inhibitor 7-NINA concentration-dependently inhibited BK-
effects. BK-induced relaxation was prevented by the selective antagonists for EP; (L 826266),
but not by EP; (SC 19221), EP/EP, (AH 6809) or EP, (L 161982) receptor antagonits.
Otherwise, the selective inhibitors of protein kinases A, G and C, MAP kinases, phospholipases
C and A, NF-xB or potassium channels, all failed to significantly interfere with BK-mediated
relaxation. BK caused a marked increase in PGE; levels, an effect that was prevented by NS 398,
HOE 140 or AG 490. COX-2 expression did not differ in preparations with or without
epithelium, and it was not changed by BK stimulation. However, incubation with BK
significantly increased the eNOS and nNOS expression, independent of the epithelium integrity.
Together, these results suggest that BK-induced contraction in GPT involves activation of B,
receptors and release of prostanoids derived from COX2 pathways. The response to BK exhibits
marked tachyphylaxis, an effect which was independent of the nitric oxide pathway, but
prevented by a very low concentration of both non-selective COX inhibitors indomethacin and
diclofenac and COX-2 selective inhibitor NS 398, but not by valeryl sdicylate, indicating
mediation via COX-2 arachidonic acid metabolites. Our results indicate that BK-induced
relaxation in GPT+E depends on prostanoids (probably PGE; acting via EP; receptors) and NO
and seems to involve complex interactions between kinin B, receptors, COX-2, nNOS, eNOS
and tyrosine kinases.
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1. INTRODUCAO

1.1. Histériadascininas

A historia das cininas comecou quando dois cirurgides franceses, Abelous &
Bardier (1909) apud Bhoola, Figueroa e Worthy (1992), observaram reducéo transitoria
considerdvel na pressdo sanguinea, quando injetavam pela via intravenosa, fracdes
extraidas de urina humana e de outros mamiferos em cées. Este efeito hipotensivo da
urina foi atribuido por outros autores a presenca de uma substancia termolébil, né&o
diaisavel (a qua denominaram “Kleidaufhormon”) supondo a existéncia de um
horménio circulante, originado fora dos rins e excretado na urina. Esta acéo foi atribuida a
uma substancia com funcdes fisiologicas relevantes sobre coracdo e vasos sanguineos
(Frey e Kraut ,1926 apud Fritz, Schmidt e Dietze, 1989; Frey e Kraut, 1928 apud Bhoola,
Figueroa e Worthy, 1992). A substancia, com efeitos semelhantes aos de horménio, foi
denominada “kallikrein” (calicreind), numa sinonimia grega para pancreas (calicreas),
devido as altas concentracdes desta enzima neste 6rgéo, possivel local de origem (Kraut
et. al., 1930 apud Fritz, Schmidt e Dietze, 1989). Foi sugerido que a calicreina sb se
tornaria ativa em meio mais acido nos tecidos, produzindo reducéo da pressdo sanguinea
por exercer acao direta sobre vasos sanguineos e no miocardio. Frey, persistindo em seus
estudos, passou a usar preparacbes de calicreina manufaturadas em seu proprio
laboratorio e, posteriormente, na indlstria farmacéutica Bayer da Alemanha, com o home
“Padutin”. Ao mesmo tempo houve a descoberta de um inibidor extremamente potente da

calicreina em 6rgdos bovinos (Bauer et al., 1929; Kraut et al., 1930 apud Fritz, Schmidt e



Dietze, 1989), a aprotinina (Trasylol®, Bayer), que mais tarde foi utilizada
terapeuticamente para varios fins.

Posteriormente, Werle et al. (1937) apud Fritz, Schmidt e Dietze (1989)
descobriram que a incubac&o da calicreina com sangue causava aumento consideravel de
sua atividade. Descobriu-se ainda, a partir desses resultados, que a calicreina € uma
enzima proteolitica, capaz de hidrolisar proteinas plasméticas, chamadas de calidinogénio
(Werle, 1948 apud Fritz, Schmidt e Dietze, 1989), produzindo um polipeptideo bésico
(inicialmente chamado DK - darmkontrhierende Substanz - ou substancia contracturante
do intestino, posteriormente chamada de calidina). A inativagdo da calidina por
substéancias do plasma e tecidos era irreversivel e inicialmente atribuida a degradacdo da
calidina por cininases. A partir da identificagdo das cininases como peptidases, a
degradacdo da calidina poderia ser prevenida utilizando inibidores que atuam sobre o
aminoécido cisteina do sitio ativo da enzima (Werle e Grunz, 1939 apud Fritz, Schmidt e
Dietze, 1989). Em 1967, a inativacdo da BK pelas cininases do pulméo foi descrita por
Ferreirae Vane (1967).

Paralelamente ao estudo de Werle, o farmacologista brasileiro Mauricio Rocha e
Silva e colaboradores descobriram outra cinina distinta da calidina, que foi chamada de
bradicinina (BK) (Rocha e Silva et al., 1949). Ao incubarem tripsina com sangue, Rocha
e Silva et al. (1949) observaram que ocorria a liberacdo de um agente que contraia o ileo
de cobaia de maneira muito lenta (bradi), em comparacdo com as respostas causadas pela
histamina ou pela acetilcolina. Numa analogia a esta resposta, os autores chamaram o

novo agente de “bradicinina” (Andrade e Silva, 1956). A identificacdo da seqiiéncia da



BK néo foi tarefa fécil para Elliot (1970) que chegou a conclusdo de que a BK é um
nonapeptideo (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg). Apenas no ano de 1970 varias
acoes biologicas foram descobertas e a utilizagdo de compostos sintéticos permitiu uma

evolucdo rgpida na farmacologia das cininas.

1.2. Sintese e metabolizac&o das cininas

Atualmente, esta claro que as cininas sao peptideos vasoativos importantes
formados localmente, em fluidos e tecidos organicos, a partir de uma globulina precursora
presente no plasma chamada cininogénio, durante processos inflamatdrios ou traumas
teciduais (Farmer e Burch, 1991; Barnes, 1992). As cininas sdo formadas a partir de o-
globulinas, os cininogénios de baixo e de alto peso molecular pela agdo de cininogenases,
que incluem a calicreina plasmatica e a tecidual. O cininogénio de alto peso molecular
esta presente somente no plasma, embora também seja encontrado nos tecidos, enquanto
gue o cininogénio de baixo peso molecular ocorre principalmente nos tecidos. As duas
cininas, aBK e acalidina, sdo formadas em humanos: a BK (um nonapeptideo) é gerada a
partir da degradacéo do cininogénio de alto peso molecular e a lisil-BK (calidina, um
decapeptideo), a partir do cininogénio de baixo peso molecular. A calidina é rapidamente
convertida em BK pela agdo da enzima aminopeptidade-N. O cininogénio de alto peso
molecular é o substrato preferencial para a agdo da calicreina plasmatica, que € gerada a
partir da pré-caicreina inativa pelo contato com certas superficies carregadas
negativamente, incluindo componentes da membrana basal e proteoglicanos (como a

heparina liberada de mastdcitos). As calicreinas teciduais séo produzidas em secrecfes



glandulares e liberam cininas de ambos 0s cininogénios de alto e de baixo peso molecular
(Figura 1). Outras proteases produzidas em células inflamatérias podem também gerar
cininas a partir de cininogénios (Regoli e Barabé, 1980; Carretero e Scicli, 1990; Bhoola
etal., 1992).

Diversas enzimas proteoliticas estdo implicadas no metabolismo das cininas,
embora a distin¢éo tenha sido feita entre enzimas do sangue ou localizadas na superficie
das células endoteliais, epiteliais ou outras células (Ferreirae Vane, 1967; Ferreira, 1976).
Entre as enzimas ativas na por¢do amino-terminal das cininas, apenas a aminopeptidase
esta presente no sangue (Erdos et al., 1963). Esta cliva o residuo lisil da lisil-BK e os
residuos metionil e lisil da metionil-lisil-BK, mas € inativa na ligagéo Arginina-Prolina da
BK. As enzimas mais importantes envolvidas na degradacdo das cininas sdo as cininases |
e |1, duas metaloproteinases. A cininase | (também chamada de carboxipeptidase N) é
uma exopeptidase que remove a arginina C-terminal da BK e dalisil-BK. Por outro lado,
acininase Il € uma carboxipeptidase que cliva o dipeptideo fenilaanina-arginina, e assim
inativa a BK. Os melhores substratos para a cininase Il sGo a BK, a lisl-BK e
especiamente a metionil-lisil-BK. A cininase | esta presente no sangue, enquanto que
grande parte da cininase |l est4 na superficie das células endoteliais do pulm&o e em
vérios outros leitos vasculares e tecidos (Erdos e Yang, 1967; Ferreira & Vane, 1967,
Erdos e Yang, 1970; Ryan et al., 1970) (Figura 1). O processo de inativacéo rgpida das
cininas na circulagdo levou ao desenvolvimento de substancias 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 responsavel por este efeito foi
chamado de fator potencializador da BK (BPF) e sua atividade foi correlacionada com a
inibic&o dainativacdo enzimética das cininas (Ferreirae Vane, 1967). Posteriormente esse
fator foi isolado e sintetizado (Stewart et al., 1971) e, em 1977, foi desenvolvido a partir
dele o primeiro inibidor da cininase |1, o captopril, € muitos outros inibidores da enzima
conversora de angiotensina (ECA) como o enalapril e o ramipril (Ondetti et al., 1977).

A importancia relativa das cininases varia de acordo com a espécie, com o tipo de
fluido biologico e com o sitio de formagdo da enzima (Bhoola et al., 1992). Em humanos,
0s niveis circulantes das cininas sdo primariamente regulados pela cininase |, enquanto
que em superficies endoteliais e no leito pulmonar vascular, a agdo da cininase Il € mais
importante. A cininase Il possui maior afinidade pela BK e pela calidina do que a
cininase |. Este fato sugere que a formagdo dos metabdlitos des-Arg® é observada em
exsudatos inflamatérios, que sdo compostos por proteinas do plasma, incluindo as
carboxipeptidases que metabolizam as cininas pela via da cininase 1. Além disso, a
formag&o de fibrina, tipica de muitos exsudatos, aumenta a expressivamente a atividade
da cininase | (Chercuitte et al., 1987; Heindriks, 1990). O predominio da atividade da
cininase | sobre a da cininase |l pode ser observado no fluido sinovial ou na secregéo

nasal de pacientes com rinite alérgica (Proud et al., 1987).
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Figura 1 — Sintese e metabolizacdo das cininas. As cininas sdo formadas a partir de o-globulinas, os
cininogénios de baixo e de ato peso molecular pela agdo da calicreina plasmética e a tecidual. As duas
cininas, a BK (um nonapeptideo) é gerada a partir da degradacdo do cininogénio de alto peso molecular e
a lisil-BK (calidina, um decapeptideo), a partir do cininogénio de baixo peso molecular. A cdidina é
rapidamente convertida em BK pela acdo da enzima aminopeptidade-N As enzimas cininases | e Il
degradam a BK. Adaptado de Schanstra et al., 1999.

1.3. Farmacologia das cininas

Depois de formadas, as cininas BK e a calidina exercem uma série de efeitos
biol6gicos que envolvem, principamente, a regulacdo do tonus de varios tipos de
musculatura lisa vascular e ndo-vascular, estdo envolvidas na regulacdo da pressdo
arterial, no transporte de glicose e de eletrdlitos, controlam glandulas exdcrinas e
estimulam a reabsorcdo Ossea e a proliferacdo celular (para revisdo ver: Regoli e Barabé
1980; Marceau et al., 1983; Hall 1992; Sethi e Rozengurt, 1991; Bhoola et al., 1992;
Marceau 1998; Calixto et al., 2000). Além disso, as cininas participam de varios eventos

de processos inflamatérios que incluem dilatacdo venular, aumento da permeabilidade



vascular, aém da estimulacéo de fibras sensoriais aferentes do tipo C e Ad causando dor
(Roch-Arvelller et al., 1985; Hargreaves et al., 1988; Proud e Kaplan, 1988; Calixto et
al., 2000).

Estas acBes sugerem que as cininas podem participar de vérios estados
fisiopatol 6gicos, tais como reacOes alérgicas, rinite viral, asma, pancreatite, peritonite ou
artrite reumatoide (Regoli e Barabé, 1980; Steranka et al., 1988; Bathon e Proud, 1991,
Hall, 1992). Também, por participaram do controle da presséo arterial, sGo importantes
em certos tipos de hipertensdo ou durante o desenvolvimento do choque séptico (Marceau

e Regoli, 2004).

1.4. Estrutura dosreceptores para ascininas

As acles da BK sdo mediadas por receptores da superficie celular os quais séo
membros da familia dos receptores acoplados a proteina G. Ha mais de 20 anos atras
Regoli e colaboradores, usando estudos farmacoldgicas in vitro, postularam a existéncia
de dois subtipos de receptores para a BK, os quais foram designados de B, e B, (Regoli e
Barabé, 1980). Os receptores B, estdo amplamente distribuidos e encontram-se pré-
formados (constitutivos) nos tecidos, e os receptores B; séo extremamente regulados a
partir de um estimulo pré-inflamatério (induzidos) (Regoli e Barabé, 1980; Marceau e
Regoli, 2004). Entretanto, somente alguns anos atras este conceito tornou-se firmemente
estabelecido, como resultado da descoberta e desenvolvimento de antagonistas seletivos
para os dois subtipos de receptores e a clonagem e expressao de ambos os subtipos (Hall e

Morton, 1997).



Os receptores B, sdo seletiva e potentemente ativados pelos metabdlitos des-Arg-
cininas, formados pela enzima cininase | (ex: Lis-[des-Arg’]-BK e [des-Arg®]-BK. Estes
receptores sdo inibidos pelos antagonistas sintéticos [L eu®][des-Arg®]-BK (Trifilieff et al.,
1993). O ligante natural, BK, € ativo no receptor B;, mas com poténcia muito menor dos
gue os metabdlitos des-Arg-cininas, derivados da cininase |. O perfil farmacol6gico dos
receptores B; difere entre as espécies animais. Em primeiro lugar, a [des-Arg'®|calidina
tem muito maior afinidade para o receptor B; humano do que a [des-Arg’]-BK.
Entretanto, esta diferenca & menor para o receptor do coelho, enquanto que a [des-Arg’]-
BK tém maior afinidade para os receptores B, de rato e de camundongo (MacNeil et al.,
1995). A literatura confirma que os perfis farmacol 6gicos dos receptores B, de humano e
de coelho sdo similares e que eles contrastam com os perfis do receptor do rato e do
camundongo (Hess et al., 1994; Hess, 1997; Gobell et al., 1997). Estas observactes sdo
refletidas nas homologias das sequiéncias de aminoacidos. Assim, o receptor B; humano
tem apenas um aminoacido a menos do que o receptor B; do coelho e tem maior
homologia (cerca de 78%) em comparacdo com outras espécies de roedores. Os
receptores B, de rato e de camundongo tém menos aminoacidos do que os de coelho e de
seres humanos e mostram na sequiéncia uma homologia de 89%. Embora a sequéncia de
aminoacidos e a homologia poderiam sugerir uma similaridade do receptor B, de cdo com
0s receptores de humano e de coeho, estudos de ligacdo revelaram o oposto. A
seletividade do agonista € similar aos receptores B, de roedores e difere dos receptores de
humano e de coelho (Hess et al., 2001), um fenbmeno que permanece por ser melhor

explicado.



Os receptores B, apresentam maior afinidade para a Lis-BK (calidina) e a BK do
gue para os metabdlitos des-Arg-cininas, derivados da cininase |, que preferencialmente
ativam receptores B, (Farmer e Burch, 1991). A BK é o ligante natural para os receptores
B,, mas ela seletivamente ativa os receptores B, mais do gque os receptores B;. O perfil
farmacol6gico completo dos receptores B, entre espécies ndo esta claramente definido
como ho caso do receptor B; (Regoli et al., 1997), onde os perfis do receptor de humanos
e de coelhos contrastam com o receptor de roedores, havendo diferenca na seqiiéncia de
homologias. Isto pode ser devido a diversidade em duas regides importantes da ligagéo
peptidica, o quarto dominio extracelular e o sétimo dominio trans-membrana (Rupniak et
al., 1997) nos receptores B, do homem, rato, camundongo e coelho. O perfil
farmacol 6gico do receptor B, clonado de cdo mostrou propriedades agonisticas cléassicas
paraa BK e alis-BK neste subtipo de receptor, ou sgja, alta afinidade (Hess et al., 2001).
Muitos antagonistas foram desenvolvidos e usados na investigacdo dos papéis fisiol 6gicos

e fisiopatol 6gi cos dos receptores B..

1.5. Caracterizacao dos receptor es com antagonistas e radioligantes

O envolvimento dos receptores das cininas em diferentes patologias, bem como
seus efeitos fisiolégicos, podem ser confirmados pelo uso de uma ferramenta
farmacol 6gica bastante importante, os antagonistas seletivos. Os primeiros antagonistas
seletivos e competitivos para os receptores B, tiveram a estrutura baseada no prototipo
[D-Phe’]-BK (Vavrek e Stuart, 1985). A segunda geracso de antagonistas B, teve origem

com a D-Arg’[Hyp®, Thi>, D-Tic’, Oic’]-BK (HOE 140, icatibante) (Lembeck et al.,
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1991) o qual é seletivo para os receptores B, e metabolicamente resistente a clivagem
enzimatica (Trifilieff et al., 1993). Sua caracteristica é de apresentar a inser¢céo de dois
aminoacidos sintéticos Tic e Oic, nas posi¢des 7 e 8 (Wirth et al., 1991). A essa classe
pertencem o NPC 17731 e o NPC 17761, que tém um residuo alifatico (D-cis-
propoxiproling) na posicéo 7. Essa caracteristica confere aumento significativo da meia
vida, facilitando a caracterizacdo dos efeitos das cininasin vitro ein vivo (Marceau et al.,
1998). O progresso no desenvolvimento de antagonistas ndo peptidicos e seletivos para
receptores B, foi bastante répida, até o surgimento do WIN 64338, do FR 173657, do FR
167344, do NPC 18884 e a bradizida, empregados em centenas de estudos experimentais
e clinicos. O B-9430 (D-Arg-[Hip®, 1g!°, D-Igl’, Oic®-BK é um de antagonista misto dos
receptores B, e B,, queilustra o fato de um simples farmacéforo poder antagonizar ambos
0s receptores (Stewart, 2004). Um dimero deste Ultimo, o B-9870 (CU201), que mantém
0 antagonismo do receptor, tem acfes citotoxicas sobre células tumorais (Stewart, 2004;
Chan et al 2002). A modificacdo na estrutura dos antagonistas peptidicos para o receptor
B, forneceu dois potentes antagonistas B; seletivos, a des-Arg-[Hip®, Thi®, D-Tic®, Oic®,
des-Arg®]-BK ([des-Arg™]-HOE 140) e ades-Arg®-NPC 17731) (Stewart et al, 1999). Os
avancgos nesse campo culminaram com a criagdo dos antagonistas sel etivos dos receptores
B1, 0 R715 e 0 B9958, e do antagonista misto B;/B, o0 B9430 (Regoli et al., 1998).
Recentemente foram descritos alguns antagonistas ndo peptidicos dos receptores B; (Su et
al., 2003; Calixto et al., 2004).

O primeiro antagonista competitivo para as os receptores B, das cininas descrito na

literatura foi o [Leu®’]des-Arg®-BK, mas que apresenta atividade agonistica sobre os
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receptores B;. A modificacdo na estrutura dos antagonistas peptidicos para o receptor B,
forneceu dois potentes antagonistas seletivos B;, 0 Des-Arg-[Hip®, Thi°, D-Tic>, Oic?,
des-Arg®]-BK ([des-Arg™]-HOE 140) e o des-Arg®>-NPC 17731 (Stewart et al, 1999). Os
avancgos nesse campo culminaram com a criagdo dos antagonistas sel etivos dos receptores
B1, 0 R715 e 0 B9958, e do antagonista misto B1/B,, 0 B9430 (Regoli et al., 1998).
Estudos utilizando radioligantes também representam uma ferramenta
farmacol 0gica importante para a caracterizacdo das respostas mediadas pelos receptores
B, e B, (Marceau e Bachvarov, 1998; Blais et al., 2000). Os primeiros estudos foram
realizados com a [*H]-BK, ligante mais utilizado para a caracterizac&o dos receptores B,.
Por outro lado, para estudos que envolvem os receptores B;, o principa ligante é a [*H]-
des-Arg'®-calidina Até o momento, foram realizados estudos de ligacdo especifica
(binding) para os receptores B, em preparacdes teciduais ou em diversas culturas
celulares tais como miométrio de rata (Liebmann et al., 1987), ileo, pulm&o e traquéia de
cobaia (Manning et al., 1986; Farmer et al., 1989; 1991) e fibroblastos de pulmé&o humano
(Roscher et al., 1990). Entretanto, para os receptores B,, a maior parte dos estudos com
radioligantes é descrita em culturas celulares, provavelmente em decorréncia da baixa
densidade destes receptores nos tecidos (Hall e Morton, 1997). Resultados relevantes
foram realizados em cultura de células priméarias de musculo liso de aorta de coelho
(Schneck et al., 1994) e de células mesangiais de rato (Bascands et al, 1993) e em

linhagens RAW 264.7 de macrofagos (Burch e Kyle, 1992).
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1.6. Clonagem dos r eceptor es das cininas

ApoOs a clonagem inicia do receptor B, de ratos (McEachern et al.,1991), estudos
empregando a clonagem baseada em homologia, identificaram a sequéncia codificadora
para o receptor B, humano (Hess et al., 1992; Eggerickx et al., 1992), em camundongos
(Mclntyre et al., 1993; Hess et al., 1994; Ma et al., 1994), em coelhos (Bachvarov et al.,
1995), em cobaias (Farmer et al., 1998) e em cédes (Hess et al., 2001). Existe uma
homologia de 82-92% entre os genes que codificam os receptores B, nas diferentes
espécies (Prado et al., 2002). De maneira similar, a clonagem do receptor B; em tecido
humano (Menke et al., 1994) permitiu a determinagdo das sequiéncias para o receptor B,
em outras espécies, incluindo coelho (MacNeil et al., 1995), camundongo (Pesquero et
al., 1996), rato (Ni et al., 1998), céo (Hess et al., 2001) e macaco (Hess et al., 2002). Em
comparagdo com os receptores B, 0s genes que codificam os receptores B, de diferentes
espécies apresentam homologia de cerca de 68-97% (Prado et al., 2002). As sequiéncias
de DNA gendmico das regibes cromossomicas dos receptores B; e B, de humanos,
camundongos e ratos revelaram que estes genes sao co-localizados nos cromossomos 14,
12 e 6 e separados entre S apenas por aproximadamente 12, 8 e 10 kilobases,
respectivamente (Cayla et al., 2002). Apesar da proximidade dos genes, 0s receptores B,
e B, divergem amplamente quanto a regulacéo da expressdo dos receptores. Os receptores
B, das cininas sdo geralmente expressos constitutivamente em varios tecidos, mediando a
maioria das agles fisiologicas das cininas, tendo sido identificados nos tratos
gastrointestinal, cardiovascular, respiratério, geniturinério, bem como no sistema nervoso

central e periférico (para revisdo ver: Hall, 1992; Hall e Morton, 1997; Calixto et al.,
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2000; 2004). Por outro lado, o nivel de expressdo do receptor B, é geralmente baixo ou
mesmo ausente em situacdes fisiologicas, podendo esses receptores serem induzidos por
varios estimulos, incluindo lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas (LPS),
citocinas pro-inflamatérias (interleucina-1p (IL-1B, IL-2, IL-8, fator de necrose tumoral-o
[TNF-0), fatores de crescimento, endotoxinas, irradiacdo ultravioleta (para revisio ver:
Marceau et al., 1997; Calixto et al., 2004). A expressdo do receptor B, pode ser regulada
de maneiratranscricional e pos-transcricional. A regido reguladora do gene deste receptor
possui elementos responsivos para diversos fatores de transcricdo, tais como o NF«B,
AP1, CREB, Oct-1, p53 entre outros (Pesquero et al., 1994; Ni et al., 1998; Angers et al.,
2000; Yang et al., 2001). A ativacdo destes fatores de transcricdo in vivo ou in vitro por
citocinas, endotoxinas ou LPS aumenta a sintese de novo do receptor B, (Marceau, 1997,
Caixto et al., 2004). Além disso, estimulos pro-inflamatérios podem aumentar a
estabilidade do RNA mensageiro que codifica este receptor, elevando a traducéo do
mesmo em proteina (Zhou et al., 1998; 1999).

A grande semelhanca entre os dois genes que codificam os receptores B; e B,
sugere que estes possam ser produtos de uma antiga duplicacdo génica (Hess et al., 2002).
Além dos receptores encontrados em mamiferos, receptores para as cininas foram
clonados em aves (Schroeder et al., 1997) e peixes (zebrafish; Duner et al., 2002).
Analisando o alinhamento das seqiiéncias, os receptores para cininas de outras espécies

sS40 bastante similares aos receptores B, dos mamiferos (Hess et al., 2002).
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1.7. Sistemas de transducao acoplados aos r eceptor es das cininas

Os receptores para cininas pertencem a mesma familia de receptores que
apresentam estrutura com sete dominios transmembranais tipicos de receptores acoplados
a proteinas G (para revisdo ver: Prado et al., 2002). Ambos os receptores B, e B séo
acoplados a proteina G (GPCRs) e envolvem mecanismos complexos de efetuadores
(Figura 2A). Tanto o receptor B; como o0 B, para as cininas séo geralmente acoplados a
proteina do tipo Gag/1l e na maioria das vezes suas acOes estdo relacionadas com
estimulacdo da fosfolipase CB, e consequente formagdo de trifosfato de inositol e
diacilglicerol (Gutowski et al., 1991; Burgess et al., 1989; para revisdo ver: Blaukat,
2003).

Sob ativacdo, os receptores B, iniciam grande numero de respostas intracelulares
gue variam de acordo com o tipo de célula estudada. Dependendo do tecido, a BK induz
excitabilidade das membranas neuronais, contracdo de musculo liso, divisdo celular,
aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de grande variedade de agentes
biologicamente ativos (Goldstein e Wall, 1984; Regoli, 1984; Vincentini e Villeredl,
1984; Gaginella e Kachur, 1989; Roberts, 1989). Eventos iniciais apos a ligacéo incluem
aumento do Ca&* citosdlico, ativacdo de proteinas G, de adenilatociclases,
guanilatociclases e fosfolipases C, D e A, (Burch e Axelrod, 1987; Kremer et al., 1988;
Voyno Yasenetskaya et al., 1989; Yanaga et al., 1991; Taylor et al., 1992; Ricupero et
al., 1993; 1997; Lee et al., 2000; Zhou et al., 2000; Exton, 2002) (Figura 2A).

As acBes sinalizadoras dos receptores B; em resposta & [des-Arg’]-BK ou & [des-

Arg'%-calidina s muito similares as descritas para os receptores B,, com respeito &
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ativagdo do ciclo do fosfatidilinositol, liberacdo de araquidonato, mobilizaco de Ca®* e
inducdo precoce de um gene c-fos. (Cahill et al., 1988, Menke et al., 1994; Jong et al.,
1996, Zhou et al., 1999; Schaeffer et al., 2001). De maneira semelhante a BK, a
[desArg®]-BK também induz a formag&o de proteinas e divisio celular (Goldstein e Wall,
1984; Beny et al., 1987; Churchill e Ward, 1987; Prat et al., 1999). E importante ressaltar
que a [des-Arg'%-calidina e a [des-Arg®]-BK ativam os receptores B; com diferentes
especificidades, dependendo da espécie animal considerada (Hess et al. 1996; Pesquero et
al., 1996).

A BK também causa respostas sinalizadoras que estéo associadas tipicamente com
a ativagdo de fatores de crescimento. Nessa mesma linha, a BK causa ativagéo de tirosina
fosfatases (Zhao et al., 1993), da Ras-GTPase ativadora de proteina G (Tsai et al., 1989),
da Raf-1 (Rizzo et al., 1999), da esfingosinoquinase (Melendez et al., 1998), de Trks
(Fleming e Busse, 1997), MEK/MAPKs (Hayne et al., 2000; Yang et al., 2001) e das
proteinas sinalizadoras JAK/STAT (Tyk2, STAT3) (Ju et al., 2000) (Figura 2B).Vias
adicionais envolvendo as MAPKSs, ativadas apds o estimulo com BK incluem a producado
de IL-6 e IL-8 em fibroblastos pulmonares (Hayashi et al., 2000), geracdo de espécies
reativas do O, em células de musculo liso vascular (Greene et al., 2000). A via das Trks
ou dos receptores associadas as mesmas é uma via transducional gque desponta como de
particular interesse como nos relatos de trans-inativagdo do receptor do EGF em células
A431 (Graness et al., 2000) ou na sensibilizacéo pela BK, da sinalizacdo do EGF em
células primarias adrenais cromafins de rato e em linhagens PC12, onde ocorre um

“cross-talk” com o receptor da B,. A BK também causa respostas sinalizadoras que estéo
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associadas tipicamente com a ativacdo de fatores de crescimento.Vias adicionais
envolvendo as MAPKSs, ativadas ap0s o estimulo com BK incluem a producdo de IL-6 e
IL-8 em fibroblastos, formagdo de micro-dominios de membrana entre receptores (Hur et
al., 2004). A estimulagdo dos receptores B, também pode levar a ativacdo da rota do NF-
kB (Figura 2B), levando a indugdo cruzada da sintese de proteina dos receptores B,
(Schanstra et al., 1998; Phagoo et al., 1999; Xie et al., 2000). Também os receptores B,
modulam a ativacdo do NF-xB e aumento da expressdo da COX-2 via a Ras/Raf-1/ERK
em células epiteliais humanas A549 (Chen et al., 2004). A BK também induz a sintese de
grande numero de agentes inflamatérios vasoativos tais como o fator ativador de
plaguetas (PAF), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), taquicininas,
oxido nitrico e leucotrienos (Regoli e Barabé, 1980; Vane e Botting, 1987; Cahill et al.,
1988; Ahluwalia e Perretti, 1999).

Voyno-Y asenetskaya e colaboradores (1989) demonstraram que os receptores B,
presentes na artéria pulmonar bovina eram insensiveis a toxina pertussis e que causavam
a ativacdo da fosfolipase C. O receptor B, também pode estar acoplado a uma proteina G
sensivel atoxina pertussis a qual estimula a liberagéo de &cido araguidénico de estoques
lipidicos e leva a producdo de PGE, (Yanaga et al., 1991; Ricupero et al., 1993). Grande
parte do &cido araquiddnico liberado em resposta a BK foi atribuido a0 aumento na
atividade da FLA, (Ricupero et al., 1993). A toxina pertussis ndo parece afetar a
mobilizacdo de Ca?*, entretanto, esta toxina inibe a liberacdo de &cido araquiddnico
estimulado pela BK. Assim, a transducdo de sinal intracelular ap6s estimulo dos

receptores B, pela BK pode estar relacionada com a ativagao de diferentes subunidades
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Go. da proteina G. Deste modo, a BK pode estimular a formagdo de mensageiros
intracelulares, incluindo tanto a geracdo de prostandides derivados das COX, bem como
das lipooxigenases, a ativagdo da sintese de NO, producéo de inositol trifosfato e de
diacilglicerol, com conseqlente ativacdo da PKC, aém da ativacdo de varios canais

iénicos (Ricupero et al., 1993; Blaukat, 2003; Gabraet al., 2003, Prado et al., 2002).

1.8. Ascininas nasvias aéreas.

Existem varias evidéncias experimentais demonstrando que nas vias aéreas as
cininas exercem importante papel no controle da funcéo bronco-alveolar (Barnes, 1992;
Farmer, 1991; Ellis e Fozard, 2002). Além disso, foi demonstrado que a BK produz
contracdo ou relaxamento na traguéia e em bronquio de cobaia ou de camundongo in
vitro, dependendo da integridade de epitélio. Ambas as acbes da BK parecem ser
mediadas indiretamente, via liberacdo de prostandides e de NO (Bramley et al. 1989;
Schlemper e Calixto, 1994; 1995; Figini et al., 1996; Van Heuven-Nolsen et al., 1997,
Mazzuco et al., 2000). Estudos farmacoldgicos e moleculares recentes indicam que
muitas das a¢bes da BK nas vias aéreas de cobaia parecem ser mediadas pela ativacdo de
receptores B, (Proud et al., 1993; Farmer et al., 1998), pois a clonagem dos receptores das
cininas ndo identificou até o momento, a presenca de receptores B; em cobaias (Farmer et
al., 1998), sendo esta espécie um modelo de “knockout” genético natural para estudo dos
receptores B,. Varios estudos farmacol 6gicos em cobaias indicam que os receptores B,
S80 expressos nos tecidos desta espécie (Farmer e Burch, 1992; Hall e Morton, 1997).

Embora ndo existam evidéncias para a existéncia dos receptores B, em cobaias, estudos
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Figura 2 — Vias transducionais usualmente ativadas em resposta a ativacdo do receptor B, pela
BK em musculo liso: a fosfolipase C (FLC) gera IP;, elevando a concentracdo de Ca*
intracelular, ou diacilglicerol (DAG), que por sua vez ativa a proteina quinase C (PKC). O
receptor também pode ativar a via da L-argininad/NO, que ativa a via da guanilato ciclase
(GC)/proteina quinase A (PKA). Também ocorre liberacdo de araquidonato liberar
prostaglandina E, (PGE,) € ativada a via da adenilato ciclase (AC)/AMPc (A). Sinalizacdo de
quinases pela BK: A BK ativa a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), proteinas tirosina quinase
(PTk), MEK/MAPKSs e das proteinas sinalizadoras JAK/STAT, que translocam para o nucleo,
gerando varios fatores de transcricdo. Também os receptores B, modulam a ativacéo do NF-xB e
aumento da expressdo de varias proteinas. Adaptado de Liebmann (2001)
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farmacolOgicos reaizados em tecidos das vias aéreas desta espécie, sugeriram outro
subtipo de receptor para a BK, chamado receptor “Bs” (Farmer et al., 1989; 1991; Pyne e
Pyne, 1993; Farmer e DeSiato, 1994). A existéncia dos receptores Bs, entretanto é
controversa (Trifilieff et al., 1991; Field et al., 1992; Da Silvaet al., 1995; Scherrer et al.,
1995). Evidéncias sobre a existéncia dos receptores B;, bemm como uma natureza ndo
usual de receptores B, paraa BK, comparados com o0s receptores de outras espécies foram
revisados extensivamente por Hall e Morton (1997). Farmer et al. (1998) demonstraram
pela primeira vez a clonagem, o sequenciamento e a expressao funcional do receptor B, a
partir de tecido das vias aéreas de cobaia. Este receptor apresentou grande homologia com
0s receptores B, humanos, de camundongo e de coelho. Além disso, em experimentos de
competicdo com ligantes no receptor clonado na cobaia foram obtidos evidéncias
consistentes de gque este € um subtipo de receptor B, (Farmer e Burch, 1992; Hall e
Morton, 1997). Estudos da organizacéo gendmica dos receptores B, foram realizados em
humanos, ratos e camundongos e ndo confirmaram a existéncia de mais de um gene do
receptor B, dentro de uma mesma espécie ou de outras espécies (Hess, 1997; Pesquero et

al., 1994; 1996).

1.8.1. Funcéo do epitélio e participacéo dos EpDRFs

Nas vias aéreas no seu estado normal, o epitélio brénquico forma uma barreira que
previne a entrada de substancias nocivas. Além disso, as células epiteliais bronguicas
liberam fatores relaxantes e mediadores broncoconstrictores. Na asma, por exemplo, a

perda da funcdo de barreira pode resultar em hiper-redtividade e pode estimular o
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potencia inflamatdrio das células epiteliais. Este mesmo epitélio modula a acdo de drogas
sobre o musculo liso respiratério, liberando prostandides (ex: PGE,) (Braunstein et al.,
1988; Folkerts et al., 1989; Raeburn, 1990) e o fator de relaxamento derivado do epitélio
(EpDRF) (Flavahan et al., 1985; Vanhoutte, 1988; Goldie et al., 1990; Fedan e Frazer,
1992). Existem diversas evidéncias sugerindo a liberagdo de EpDRFs das células
epiteliais das vias aéreas (Tschirhart e Landry, 1986; Ilhan e Sahin, 1986; Hay et al.,
1987; Fernandes et al., 1989; Fernandes e Goldie, 1990). Estas substancias interagem com
0 musculo liso e diminuem sua reatividade, tem a capacidade de modular a regulacéo
neural excitatoria e inibitéria do musculo liso (Flavahan et al., 1985; Wedler et al., 1990;
Venugopalan et al., 1990) e a resposta das vias aéreas sensibilizadas para desafios
alergénicos (Hay et al., 1986; Montano et al., 1988; Fernandes e Goldie, 1991).

A hiper-reatividade das vias aéreas, observada na asma, pode ser acompanhada por
dano da mucosa com perda do epitélio e descamacdo (Laitinen et al., 1985). Estaleséo da
mucosa pode contribuir para o aparecimento da hiper-reatividade bronquica pela ruptura
da barreira de difusdo desempenhada pelo epitélio, por alteracdo de rotas metabdlicas
envolvidas no metabolismo de mediadores e pela interferéncia com a disponibilidade de
substancias que reduzem a reatividade do musculo liso das vias aéreas. Adicionalmente, o
epitélio das vias aéreas também metaboliza peptideos e modula a reatividade do peptideo
intestinal vasoativo (VIP), taquicininas e catecolaminas, aém da BK (Frossard et al.,

1986; Hay, 1989; Farmer et al., 1989; Fedan e Frazer, 1992)
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1.8.2. O papel da COX nas vias aéreas

As COXs sdo as enzimas limitantes responsaveis pela conversdo de écido
araquidonico em prostaglandinas ou em tromboxano A,. Tem sido relatado que a BK é
capaz de liberar acido araguidénico, através de aumento no célcio citosolico e da ativagdo
da FLA,, aumentando conseqientemente, a producéo de prostandides nas vias aéreas
(Tanaka et al., 1995; Pyne et al., 1997). Além disso, os prostandides podem estar
envolvidos na broncoconstri¢éo induzida pela BK, uma vez que inibidores da COX, tais
como a indometacina, previnem significativamente a broncoconstric¢éo causada por este
peptideo (Ichinose et al., 1990). Sdo conhecidas duas isoformas de COX gque modulam a
producdo de prostandides. A COX-1 produz niveis fisiologicos de prostandides e €
constitutivamente expressa sob condi¢des normais em muitos tecidos. Curiosamente, a
expressdo da COX-1 ndo foi detectada na traquéia de cobaia (Charette et al., 1995). A
COX-2, a isoforma induzivel da enzima, é ativada em muitos tecidos e células apds a
estimulagdo com mediadores pré-inflamatorios, tais como endotoxinas bacterianas e
citocinas. Charette e colaboradores (1995) usando estratégias farmacoldgicas e técnica
de western blot, demonstraram que a liberacdo de prostandides da TC+E pela BK é
dependente da atividade da COX-2, presente nesse tecido de forma constitutiva. A
inibicdo do ténus intrinseco causado por inibidores de COX nesta preparacdo, revela que
a enzima COX-2 constitutiva tem importante papel regulatério sobre 0 mesmo, apesar da
baixa seletividade dos inibidores de COX-2 utilizados no estudo (Charette et al., 1995).
Novos inibidores seletivos da COX-1 e da COX-2 foram sintetizados apds estas

abordagens (Bhattacharya et al., 1995; Riendeau et al., 1997; Li et al., 1999). Além disso,
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estudos da contracdo induzida pela BK na TC-E, indicaram o envolvimento dos
receptores B, com a liberacdo de célcio (C&") de fontes intracelulares, sendo sensivel a
rianodina, e possivelmente associada com a ativagdo de um mecanismo que envolve
ativacdo da proteina quinase C (Calixto, 1995).

Véarias evidéncias sugerem, no entanto, que a inducdo e a regulacdo da COX-2
constitui evento fundamental nos processos fisiopatol6gicos de doencas inflamatorias,
como aasma. A inducéo da COX-2 nas vias aéreas por agentes pro-inflamatérios, como o
LPS e alL-1B, pode ser observada em células de musculo liso de c&o e humano, com o
envolvimento das enzimas MAPK p42/44 e da p38 e da via do NF-kB (Schmidlin et al.,

2000; Luo et al., 2003)

1.8.3. Avia da L-arginina/NO no aparelho respiratoério

No trato respiratorio o NO € produzido fisiologicamente por grande variedade de
tipos celulares incluindo células epiteliais, nervos, células inflamatorias (ex: macrofagos,
neutrofilos, mastécitos) e células endoteliais. Devido as vérias localizagdes nas quais o
NO pode ser produzido, sua precisa atividade biol6gica em algumas partes do aparelho
respiratorio € dificil de determinar. Isto depende de muitos fatores locais incluindo a
atividade das enzimas produtoras de NO, do nivel de estresse oxidativo e da taxa de
captacdo de moléculas antioxidantes, tais como a hemoglobina e o co-fator glutationa.
(Ricciardolo, 2003). O NO é gerado através da oxidagdo de cinco elétrons de um terminal
nitrogénio guanidina no aminoacido L-arginina, catalisada pelas NOSs. Funciona mente,

as NOSs existem nas formas constitutivas cNOS (eNOS e nNOS) e a forma induzivel
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INOS. As cNOS sdo expressas em células neuronais, epiteliais, endoteliais e em
plaquetas. Estas sdo enzimas Ca®*/calmodulina dependentes e liberam desde pequenas até
grandes concentracfes de NO ap0s estimulacdo de receptores como os da acetilcolina ou
da BK (Forstermann et al., 1991). A expressdo da iNOS foi descrita em macrofagos,
neutréfilos, hepatocitos e células epiteliais, mesangiais, endoteliais e de muscuo liso
vascular. Esta isoforma é regulada em nivel pré-translacional e pode ser induzida por
citocinas pro-inflamatérias tais como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interferon
(IFN)-y e interleucina (IL)-B (Morris e Billiar., 1994) e libera grandes concentractes de
NO proé-inflamatorio diversas horas ap0s exposi¢cdo, podendo continuar de maneira
sustentada por horas ou dias. Nas vias aéreas a ctNOS é expressa em neurénios (nNNOS),
células endoteliais (eNOS) e células epiteliais (NNOS e eNOS) (Gaston et al., 1997,
Ricciardolo et al., 2000).

O NO, depois de liberado, se difunde rapidamente do local onde foi sintetizado,
podendo permear membranas celulares, interage com sitios de moléculas intracelulares
dentro de células geradoras e alvos, e tem instabilidade intrinseca, propriedades estas que
eliminam a necessidade de receptores extracelulares ou alvos de degradacéo. O melhor
alvo para o NO ¢ a ligagéo ao ferro no componente heme da guanilato ciclase solvel,
estimulando a conversdo de GTP para GMPc e mediando os efeitos biol 6gicos atribuidos
ao NO derivado da cNOS como no caso da broncodilatacdo (Ignarro e Kadowitz., 1985).
Além disso, 0 NO modula outras agBes que sdo independentes da guanilato ciclase e
GMPc (Ricciardolo, 2003). Os altos niveis de NO liberado pela iNOS atua como uma

molécula efetora imune contra o crescimento de células tumorais, replicacéo vira e
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eliminacdo de varios patdgenos através de um mecanismo que pode envolver inibicdo da

sintese de DNA.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O proposito deste estudo foi investigar, alguns dos mecanismos transducionais
envolvidos nas respostas contréteis e relaxantes induzidas pela BK na TC+E,
comparativamente as da PGE,. Além disso, foram também estudados para comparagéo,
alguns dos mecanismos envolvidos no relaxamento causado pela prostaglandina E, na

traquéia de cobaia com epitélio.

2.2. Especificos

- Verificar aimportancia da participacdo do epitélio nas respostas da bradicinina na
TC.

- ldentificar alguns dos eventos transducionais envolvidos nas respostas contrateis e
relaxantes causadas pelabradicininana TC.

- Investigar o papel da COX-2, da liberagdo de PGE,, bem como o papel da via da
L-arginina/NO, na resposta relaxante induzida pela bradicinina na traquéia de
cobaia com epitélio.

- Caracterizar o(s) subtipo(s) de receptore(s) prostandide(s) envolvido(s) nas
respostas contrateis e relaxantes induzidas pela bradicininana TC.

- Investigar ateragOes funcionais causadas pela bradicinina com a da expresséo da

COX-2,eNOSenNOSnaTC.



| dentificar a sequiéncia de eventos intracel ulares disparados apos ativacéo do

receptor B, pela bradicinina nas vias aéreas da cobaia.

26
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados cobaias machos e fémeas pesando entre 300 a 400 g (3 e 4 meses
de idade. Os animais foram mantidos em isoladores com umidade (60-80 %) e
temperatura controladas (22 + 2 °C), com ciclo claro-escuro de 12 h (luz apés as 7:00 h) e
com livre acesso a agua e racdo balanceada para cobaias até pelo menos 2 h antes dos
experimentos.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram aclimatados no laboratério por
pelo menos 1 hora antes do sacrificio. Todos os procedimentos de manipulagdo, de
anestesia e de cirurgia usados no presente estudo foram conduzidos de acordo com as
normas de experimentacdo e vivisseccdo animal, recomendadas pela Associagdo
Americana para a Ciéncia de Animais de Laboratorio (Trowning Manual Series) (Stark e
Ostrow, 1991), e que visam a reducdo a0 minimo, do sofrimento dos animais. Os
protocolos foram aprovados pela Comissdo de ética no uso de animais (262/CEUA) da

Universidade Federal de Santa Catarina de n° 23080.035334/2003-16/UFSC.

3.2. Experimentos Funcionais

3.2.1. Isolamento e Montagem das Preparacoes
As cobaias foram sacrificadas apds administracéo de atas doses (100 mg/Kg, i.p)

de pentobarbital sodico seguido de deslocamento cervical. As traguéias foram
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rapidamente removidas e cuidadosamente dissecadas dos tecidos aderentes. Segmentos
com 3 anéis de cartilagem foram abertos (8-10 mm de comprimento) e suspensos em
cubas individuais de 6rgdo isolado, contendo 5 ml de solucdo de Krebs-Hensdleit,
mantida a 37° C, pH 7,2, e constantemente borbulhada com mistura carbogénica (5% de
CO, em 95% de O, ), com a seguinte composi¢cdo (mM): NaCl 118, KCI 4,7, CaCl2 2,5,
NaHCO3 25, MgS0O4 1,1, KH2PO4 1,1 e glicose 11. As preparacdes foram submetidas a
um periodo de equilibrio de pelo menos 120 min, sob tensdo de 1 g, antes da adicéo das
drogas, tempo durante o qual a solugdo do banho foi renovada a cada 15 min. As
alteracbes da tensdo isomeétrica foram registradas através de transdutores F-60 (Narco
Biosystems) em poligrafo. Para os experimentos com contracdo a BK, as preparacdes
tiveram a camada epitelial da mucosa removida por suave esfregaco com cotonete
embebido em solugdo nutritiva. A destruicdo completa do epitélio foi confirmada pela
auséncia de relaxamento das preparacbes em resposta a BK (100 nM). Para os
experimentos de relaxamento, a integridade do epitélio foi confirmada pelo préprio efeito
relaxante induzido pela BK (100 nM), e o epitélio foi considerado viavel quando foram
obtidos relaxamentos acima de 80% (no minimo 250 mg de tensdo negativa) em
preparacoes sob tonus espontaneo (Schlemper e Calixto, 1995). Todos os experimentos
para a BK foram realizados na presenca de captopril (3 uM) para evitar a degradagéo
deste peptideo pelas cininases presentes nas vias aéreas. Possiveis reducdes do tonus basal
de 1 g das preparagdes em resposta aos diferentes inibidores e antagonistas ou mesmo em
resposta a estimulagéo repetida com BK, foram corrigidas com adicéo gradativa de baixas

concentragdes de carbacol (0,01 a0,1 nM) ao banho.
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3.2.2. Analise do efeito contratil em prepar acfes sem epitélio

3.2.2.1. Efeito contrétil da BK na traquéia de cobaia sem epitélio

Decorrido o periodo de equilibrio de 60 min, as preparacdes foram contraidas com
solucgdo rica em potassio (feita pela substituicdo equimolar de NaCl por 80 mM de KCl no
meio) para verificar a viabilidade dos tecidos. Apos a substituicdo com meio nutritivo
norma e relaxamento completo das preparacdes apds sucessivas lavagens, curvas
concentracdo-resposta contrateis do tipo cumulativas foram obtidas para a BK e PGE,.
Estas curvas para os agonistas foram obtidas pelo aumento do agonista através de
incrementos de 0,5 log. Para evitar o processo de dessensibilizagcdo, somente uma curva
concentracdo-resposta completa foi obtida para cada agonista na mesma preparacdo. As
respostas para a BK foram obtidas na presenca de captopril (3 uM) para evitar degradacéo

pelacininase .

3.2.2.2. Influéncia de diferentes classes de drogas que interferem sobre a cascata do
acido araquidénico sobre a contracéo induzida pela BK

Para investigar os mecanismos transducionais envolvidos na resposta contratil da
BK na TC-E, apos o periodo de equilibrio, e a obtencdo de pelo menos duas respostas
contrateis ssimples estaveis para a BK (100 nM), as preparacdes foram incubadas por 30
min com uma das seguintes drogas: valeril salicilato (inibidor preferencial da COX-1, 30
a 300 uM), NS 398 (inibidor preferencial de COX-2, 10 a 300 uM), indometacina (1 a 3

uM) e diclofenaco (0,01 a 3 uM) (inibidores ndo-seletivos de COX), fenidona (inibidor
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ndo-seletivo de COX e LOX, 10 a 100 uM), furagrelato (potente e seletivo inibidor da
sintese de tromboxano, 10 e 30 uM), L-655240 (antagonista dos receptores de
tromboxano A,, 0,03 uM), LY 171883 (antagonista de receptores de leucotrienos D4/E,,
0,3 uM) ou MK 571 (antagonista de receptores CysLT(1) para leucotrienos, 0,3 uM),
cicloheximida (inibidor de sintese protéica, 10 a 100 uM) ou beclometasona (um
glicocorticéide sintético do grupo da dexametasona, 10 e 30 uM) e novas curvas a BK

(100 nM) foram obtidas na presenca das mesmas.

3.2.2.3. Influéncia de diferentes classes de drogas sobre a desssensibilizagéo induzida
pela BK na TC-E

Em outra série de experimentos, apds o periodo de equilibrio de 60 min, diversas
respostas contrateis por adicdo simples de BK (100 nM) foram obtidas na mesma
preparacdo com intervalos de 30 min entre cada resposta. Usualmente progressiva
dessensibilizacdo da resposta contrétil para a BK ocorreu e as preparagdes foram
completamente dessensibilizadas ao final de 4 h. A préxima série de experimentos foi
conduzida parainvestigar alguns dos mecanismos envolvidos nataguifilaxiaa BK na TC-
E. Paraisto, ap0s a obtencdo de duas respostas contratei s estaveis para este peptideo (100
nM), as preparagdes foram pré-incubadas durante todo o periodo dos experimentos com
uma das seguintes drogas: indometacina (3 nM), diclofenaco (3 nM), N(-nitro-L-arginina
(100 uM), NS 398 (10 nM) ou valeril salicilato (30 (M) e novas respostas simples paraa

BK (100 nM) foram obtidas com 30 minutos de intervalo entre curvas. Em todos os
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experimentos, para corrigir eventual alteracdo da responsividade das preparagdes, ao
menos um dos experimentos, obtido do mesmo animal, foi exposto somente ao veiculo

usado para dissolver a droga e usado como controle paralelo.

3.2.3. Analise daresposta relaxante em prepar acdes com epitélio intacto

3.2.3.1. Comparacéo do efeito relaxante da BK e da PGE, na TC+E

Decorrido o periodo de equilibrio das preparagdes, curvas concentragéo-resposta
nao-cumulativas completas foram obtidas pela adicéo de concentracdes crescentes de BK
(0,03 2300 nM) e de PGE, (0,03 a 300 nM), com 20 minutos de interval o entre as adi¢oes

dos agonistas.

3.2.3.2. Efeito de inibidores das COX e das NOS sobre o efeito relaxante da BK e da
PGE, na TC+E

Para avaliar a participacdo de prostandides e da sintese de Oxido nitrico nas
respostas relaxantes causadas pela BK, e eventuamente para a PGE, foram obtidas
respostas simples a BK (100 nM) e a PGE, (300 nM). ApGs sucessivas lavagens das
preparacdes e o retorno das preparagdes ao tonus basal, foram incubadas as preparactes
vérias drogas tais como: indometacina (INDO, 1 a 10 nM) e piroxicam (PIR, 0,1 a 10 nM)
(inibidores n&o-seletivos de COX), SC 560 (100 nM, inibidor preferencia da COX-1),
DFU (100 a 3000 nM, inibidor seletivo de COX-2), NS 398 (1 a 1000 nM, inibidor
preferencial de COX-2), rofecoxibe (ROFE, inibidor seletivo de COX-2, 1 a30 (M) ou 7-

nitroindazol (7-NINA, 0,1 a 10 M, inibidor da sintese de éxido nitrico) e novas curvas
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foram obtidas na presenca das mesmas. Todas as drogas foram incubadas as preparacdes

pelo menos 30 min antes.

3.2.3.3. Efeito de diferentes inibidores enziméticos sobre o efeito relaxante da BK e da
PGE, na TC+E

Em outra série de experimentos, foi investigado o efeito de diferentes inibidores
enzimaticos gque usualmente interferem nas vias de segundos mensageiros ativadas pela
acdo da BK. Foram utilizadas as seguintes drogas. ODQ (1, 3 e 10 uM, inibidor da
guanilato ciclase), MDL-12,330 A (10 uM, inibidor da adenilato ciclase), HA 1004
(inibidor ndo-seletivo da PKA e PKG, 10 uM), KT 5720 (1 e 3 uM, inibidor seletivo da
PKA) ou KT 5823 (1 e 3 uM, inibidor seletivo da PKG), quinacrina (100 uM) e
PACOOF; (10 uM) (ambos inibidores da FLA,), U73122 (300 nM, inibidor da FLC),
estaurosporina (100 nM, inibidor ndo-seletivo de PKC), GF 109203x (3 uM, inibidor
seletivo de PKC), PDTC (10 uM, inibidor do NFx-B), PD 98059 (10 uM, inibidor da
MEK1/2), SB 203580 (10 uM, inibidor da MAPK p38), wortimanina (300 nM, inibidor
seletivo da PI3K), dexametasona (DEXA, 10 uM) e beclometasona (BECLO, 10 uM)
(ambos glicorticéides inibidores da cascata do acido aragquidénico e da inducdo da COX-
2), herbimicina A (HERBA, 10 uM, inibidor de tirosina quinase) e AG 490 (1 a 30 uM,
um inibidor seletivo do EGRF-Trk). Todas as drogas foram incubados 30 min antes de

nova adicéo de BK (100 nM) ou da PGE; (300 nM).
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3.2.3.4. Efeito de antagonistas dos receptores EP para a PGE, sobre o efeito relaxante
causado pela BK e pela PGE, na TC+E

Para caracterizar o(s) subtipo(s) de receptores EP para a PGE, envolvido(s) no
relaxamento induzido pela BK na TC+E, ap0s a obtencéo de respostas relaxantes estéveis
para a BK (100 nM) ou para a PGE,, as preparacdes foram incubadas com SC 19220 (10
UM, antagonista seletivo dos receptores EP;), AH 6809 (10 uM, antagonista dos
receptores EP,/EP,), ou com L 826266 (30 uM, antagonista seletivo EP;) ou L 161982
(30 uM, antagonista seletivo dos receptores EP,). Os antagonistas foram incubados entre

10 e 30 min antes, e novas respostas relaxantes foram obtidas na presenca dos mesmos.

3.2.3.5. Efeito de bloqueadores de canais de potassio sobre o efeito relaxante da BK e da
PGE, na TC+E

A seguir, foi analisada a participacdo de canais de potéssio e do possivel fator de
relaxamento derivado do epitélio (EpDRF) nas agles relaxantes da BK na TC+E. Apos a
obtencdo de curvas relaxantes estévels para a BK (100 nM) e para a PGE, (300 nM), as
preparacdes foram incubadas durante 30 min com bloqueadores de canais de potassio,
como a 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), a apamina (100 nM), a caribdotoxina (100 nM)
ou a combinagdo de ambas, iberiotoxina (100 nM), ou ainda com a ouabaina (10 uM).
Todas as drogas foram incubadas com as preparacbes 30 min antes, e novas respostas
relaxantes foram obtidas na presenca das mesmas.

3.3. Liberacéo de PGE, em resposta a incubacédo de BK
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A liberacdo basal e a ateracdo nos niveis de PGE, ap0s a adicéo de BK (100 nM)
foi quantificada através de imunoensaio enzimético especifico (ELISA) de acordo com as
instrucdes do fabricante (R & D Systems Inc., MN, EUA). Foi usado o mesmo protocolo
descrito anteriormente para os estudos funcionais de relaxamento e as amostras de
solugdo nutritiva de Kreb’'s Henseleit foram coletadas diretamente das cubas de 6rgéo
isolado, com o auxilio de micro-pipeta (500 uL). As amostras foram obtidas de
preparacdes basais ou apds serem estimuladas com BK (100 nM) por 10 min. Quando
foram utilizados inibidores enzimaticos, como o NS 398 (100 nM), o SC 560 (100 nM), a
aminoguanidina (10 uM) e o tirfostin AG 490 (30 uM), essas drogas permaneceram em
contato com os tecidos durante 30 min, enquanto que o antagonista dos receptores das
cininas HOE 140 (100 nM) foi incubado 10 min antes da estimulag&o com BK (100 nM).
As amostras foram congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e estocadas a—70°C até
o dia dos experimentos (no maximo 2 semanas). Os resultados foram expressos em pg de

PGE, por mg de tecido.

3.4. Papd das enzimas COX-1 e COX-2, e das NOSs nas respostas relaxantes

causadaspelaBK naTC

3.4.1. Preparacéo dostecidos
Para analisar a expressao das enzimas envolvidas hos mecanismos transducionais
ativados pela BK, as traguéias de cobaia foram incubadas em banho para 6rgéo isolado

contendo solucéo de Krebs-Henseleit (37 °C) sob tensfo basal de 1 g, por cercade 1 h.
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Em outra série de experimentos, para avaliar a participacado do epitélio nestas preparacoes,
os tecidos foram montados com ou sem epitélio como descrito anteriormente. Apos 0
periodo de estabilizacdo, as preparacdes foram estimuladas com BK (100 nM) por 10 min
na presenca de captopril (3 uM), adicionado ao banho pelo menos 20 min antes. Apds 0
periodo de incubacdo com a BK, os tecidos foram congel ados rapidamente em nitrogénio
liquido. Em outra série de experimentos as preparacfes traqueais foram obtidas de
animais previamente tratados com lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS, 50 ug/Kg,

1.v.) 12 h antes, para servir de controle positivo para 0 aumento da expresséo da COX-2.

3.4.2. Extracdo de proteina para analise de Western blot

Os extratos de proteina foram preparados de acordo com D’ Aquisto et al. (1999),
com algumas modificacbes. As traguéias de cobaia foram homogenizadas em tampéo
HEPES (10 mM) resfriado a 4°C (pH 7,4), contendo 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KClI,
0,5 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoreto, 50 mM de NaF, 20 ug/ml de aprotinina (Trasylol,
Bayer), 2 mM de ortovanadato de sddio (NagVOy) , 1,5 ug/ml de inibidor de tripsina, 7
ug/ml de pepstatina, 5 ug/ml de leupeptina e 0,5 mM de ditiotreitol. Os homogenatos
foram re-homogenizados por mais 15 min na presenca de 0,1% de Nonidet P-40,
centrifugados a 10000 x g por 30 min e o sobrenadante foi separado como e estocado a -
70°C até o uso. A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada através de kit

Bio-Rad para determinacdo de proteinas (Bio-Rad Protein Assay kit, CA, EUA).
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3.4.3. Ensaios de Western blot

Com o0 objetivo de verificar possiveis alteragbes no padréo de expressdo de
proteinas consideradas importantes nas respostas funcionais da BK na TC+E, apés a
incubagéo de BK (100 nM), foi utilizada a técnica de western blot. A fragdo citosolica foi
obtida como descrito anteriormente, e submetida a eletroforese em gel desnaturante, SDS-
poliacrilamida (10 a 12 %), sendo a seguir transferida para membrana de
polivinilenodifluoreto (PVDF). ApoGs a transferéncia, a membrana foi blogueada em
solugcdo de leite desnatado (5 %) e, posteriormente incubada com anticorpos murinos
especificos para as enzimas COX-1, COX-2 ou iNOS, eNOS e nNOS (Santa Cruz
Biotechnology). A visudizacdo das proteinas foi realizada utilizando o anticorpo
secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas imunorreativas foram
visualizadas pelo kit de deteccdo de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia
Biotech) em filme radiogréfico, segundo recomendacéo do fabricante (D’ Aquisto et al.

1999).
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3.5. Drogas

Bradicinina (Peninsula, Belmont, CA, USA), Indometacina, piroxicam, 7-
nitroindazole  (7-NINA), pirrolidinoditio carbamato (PDTC), dexametasona,
beclometasona, quinacrina, apamina, caribdotoxina, iberiotoxina, ouabaina, fenidona,
tetrodotoxina, diclofenaco, N®-nitro-L-arginina, cicloheximida, beclometasona e tabletes de
solucéo tampéo fosfato (PBS, concentragdo: NaCl 137 mmol; KCl 2.7 mmol 10 mmoal), 4-
aminopiridina,(1-[2-([4-clorofenil]metoxi)-2-(2,4-dicloro-fenil)etil]-1H-imidazol  (econa
zol), 9S(9a, 10b, 11b, 13a)-2,3,10,11,12,13-Hexahidro-10-metdxi-9-metil-11-(metila
mino)-epoxi-1H, 9H-diin dolo [1,2,3-gh:3", 2', 1'-1m]pirrolo[3,4-j] [1,7]benzodiazonin-
l-ona (estauros porina) da SIGMA (St. Louis, MO, USA); 5-(4-clorofenil)-1-(4-
metoxifenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol (SC 560), 8-cloro-dibenz[b,f][1,4] oxazepina-
10(11H)-carboxi-(2-acetil)hidrazida  (SC  19220),  6-isopropoxi-9-oxaxanteno-2-
carboxilico (AH6809), N-[2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil] metanosulfonamida (NS 398) da
Cayman Chemica (Ann Arbor, MI-USA); 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-
metilsulfonil) fenil-2(5H) furanona (DFU), 4-(4'-metilsulfonilfenil)-3-fenil-2-(5H)-
furanona (rofecoxibe), L-826266 e L-161982, gentilmente cedidas pela Merck Froost,
(Canadd); 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alquinolaxin-1-ona (ODQ), 2-(2-amino-3-metoxi
fenil)-4H-1-benzopiran-4-ona (PD98059), 1,1,1,-trifluoro-2-heptadecanona (PACOCF3),
1-[6-[[(17b)-3-Metoxiestra-1,3,5 (10)-trien-17-yl]Jamino] hexil]-1H-pirrole-2,5-dione
(U73122), 2-[1-(3-Dimetilaminopropil)  indol-3-il]-3-(indol-3-il])maleimida  (GF
109203x), (E)-2-ciano-3-(3,4-dihidrofenil)-N-(fenil-metil)-2-propenamida (AG 490), (1S

6br, 9aS 11R, 11bR) 11-acetiloxi)-1,6b, 7, 8, 9a 10, 11, 1lb-octahidro-1-
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(metoximetil)9a, 11b-dimetil-3H-furo(4,3,2-de]indeno[4,5,-h]-2-h]-2-benzopira-no-3,6,9-
triona (wortimanina), 4-[5-(Fluorofenil)-2-[4-(metilsul ~ fonil)fenil]-1H-imidazol-4-
ilpiridina hidrocloreto (SB 203580), da Tocris Cookson Inc. (MO, USA); (9R, 10S, 129)-
2,3,9,10,11,12-Hexahidro-10-hidroxi-9-metil-1-0x0-9,12-epoxi-1H-diindolol  [1,2,3-fg:
3, 2, 1'-kl]pirrolo[3,4-i][1,6] benzodia zocina-10-&cido carboxilico, hexil ester (KT
5720) e (9R, 10S 129)-2, 3 ,9, 10, 11,12-Hexahidro-10-metoxi-2,9-dimetil-1-0x0-9,12-
epoxi-1H-diindolol [1,2,,3-fg: 3, 2', 1'-kl] pirrolo[3,4-i][1,6]benzo diazocina-10-acido
carboxilico, metil ester (KT 5823) da Cabiochem (San Diego, CA, USA); cis-N-(2-
fenilciclopentil)-azaciclotridec-1-en-2-amina—ono-hidrocloreto  (MDL-12,330A), N-(2-
Guanidino etil)-5-isoquinolinesulfonamida hidrocloreto (HA 1004) e herbimicina A
(antibidtico ansamicina), LY 171883 (Lilly Research Laboratories, Eli Lilly & Co., Ind.,
USA), L-655,240 (gentilmente cedido pelos Drs. Pedro D'Orléans-Juste e Pierre Sirois,
Universidade de Sherbrooke Canada); L-660,711 (MK-571) e Rofecoxibe (Merck Frosst,
Quebec, Canada); NS 398, vaeril sdlicilato e furagrelato (Cayman Chemica Company, Ann
Arbor, MI, USA). Além disso, todos os reagentes e sais utilizados eram de alto grau de
pureza andlitica e de origem Merck.

As solugbes estoque foram preparadas em PBS com excessdo do valeril
salicilato, wortimanina, piroxicam, PD98059, SB 203580, U 73122, GF 109203x e L-
826266 e L-161982 dissolvidos em dimetil sulféxido e, indometacina, dexametasona e
beclometasona, AG 490, rofecoxibe, KT 5720, KT 5823, furagrelato, NS 398 e MDL
12330A foram dissolvidas em etanol absoluto 50%, e colocados em tubos plésticos

siliconizados, mantidos em congelador a— 18 °C. Todas as outras drogas foram diluidas
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em PBS. A concentragdo final de etanol ou dimetil sulfoxido no banho ndo excedeu
0.02%, concentracéo esta que somente com 0 veiculo nas preparagdes controle ndo teve

efeito nesta preparacéo.
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3.6. Analise Estatistica

Os resultados séo apresentados como a média £ erro padréo das médias, exceto
para as CE,s ou Cls (i.e. a concentragdo do agonista que causa metade da resposta
relaxante méxima ou da concentragdo de antagonista requerida para inibir a resposta do
agonista 50% da resposta controle, respectivamente), que sdo indicadas pelas médias
geométricas acompanhadas por seus respectivos limites de confianca de 95%. Estes
valores foram calculados a partir de curvas concentragao-resposta completas, por meio de
andlise de regressdo ndo-linear. As respostas para 0s agonistas foram expressas tanto
como a porcentagem da resposta maxima causada por 100 nM de nitroprussiato de sodio
ou como valor absoluto em mg de tensdo. A andlise estatistica foi feita por meio de teste t
ndo-pareado e complementado por analise de variancia (1 via), seguido do teste de multi-
comparacdo de Dunnett ou Newmann Keuls quando apropriado. P < 0,05 ou menos foi
considerado como indicativo de significancia. O pacote estatistico usado foi 0 Gaph pad

prism 4.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de inibidores de COX-1 e -2 sobre a resposta contratil causada pela BK
naTC-E

Os resultados da figura 3 mostram que as respostas contrateis causadas pela BK (100
nM) em segmentos de TC-E foram inibidas de maneira concentragdo-resposta pela
INDO, diclofenaco, fenidona ou NS 398 com valores de Clses de 0,28 (0,17/0,63) uM, 0,08
(0,017/0,365) uM, 46,0 (35,0/61,0) uM e 0,15 (0,09/0,19) uM, respectivamente. O AH
6809 também inibiu significativamente, de modo dependente da concentracdo, a contracéo
induzida pela BK, com Clg, de 2,7 (1,3/3,8 uM). Ao contrario, o valeril salicilato (figura
3A), o furagrelato (figura4A), o L-655,240 (figura4B), o LY 171883 (figura 5A) e o MK
571 (figura 5B), bem como a cicloheximida (figura 5B), ndo afetaram significantemente a
contragdo induzida pela BK na TC-E. A beclometasona inibiu apenas levemente esta

resposta contrétil aBK (figura5A).
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Figura 3 — Efeito do valeril sdicilato (A), NS 398 (B) indometacina (C), diclofenaco (D),
fenidona (E) ou AH 6809 (F) sobre a contracéo induzida pela BK(100 nM) natraquéiaisolada de
cobaia sem epitélio. Cada coluna representa a média de 5-7 experimentos e as linhas verticais
indicam os erros-padréo das médias. * P < 0,05; ** P<0,01; *** P< 0,001 Significantemente
diferente do grupo controle. Teste ANOVA de uma via seguido do teste de multicomparacéo de
Dunnett.
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Figura 5 - Efeito da cicloheximida (A) ou da beclometasona (B), sobre a contracéo induzida pela
BK(100 nM) na traguéia isolada de cobaia sem epitélio. Cada coluna representa a media de 6-7
experimentos e as linhas verticais indicam ose.P.M. * P < 0,05: Significantemente diferente do grupo
controle. Teste ANOVA de uma via seguido do teste de multicomparagdo de Newmann Keuls.



4.2. Efeito de inibidores de COX-2 e da NOS sobre a dessensibilizacdo da resposta
contratil induzida pelaBK na TC-E

A adicdo de uma concentracbes sucessivas simples de BK (100 nM) na TC-E,
produziu em cerca de 73 = 3% das preparacfes estudadas, taquifilaxia progressiva e
tempo-dependente, quando os experimentos foram conduzidos com intervalos de 30
minutos entre cada curva. Quando as preparacdes foram incubadas na presenca de baixas
concentragdes de INDO (3 nM), diclofenaco (3 nM) ou NS 398 (10 nM), houve inibi¢do
significante da taquifilaxia observada em todo o periodo analisado (1,5 a 3,5 h). Ao
contrario, o vaeril sdicilato (30 uM), reduziu significantemente o processo de

dessensibilizagdo somente nos tempos de 1,5 e 2 h do estimulo com BK (figura6 A).

Controle

A 3 : Il Controle
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Figura 6 - Dessensibilizag&o tempo-dependente induzida pela BK (100 nM) na TC-E na auséncia ou
na presenca de indometacina, diclofenaco ou NS 398 (A), valeril sdlicilato or N®-nitro-L-arginina
(B). As colunas representam a média de 5-6 experimentos obtidos de pelo menos 3 animais, e as
linhas verticais indicam os E.P.M. * P < 0,05, ** P<0,01, *** P < 0,001, significantemente
diferente do grupo controle. ANOVA de uma viaseguido do teste de multicomparagdo de Dunnett.
4.3. Efeito relaxante da BK eda PGE; na TC+E
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A adicdo repetida de uma mesma concentracdo simples de BK (100 nM) ou de
PGE, (300 nM) com intervalo de 30 min entre cada curva por um periodo de 1 a5 h,
causou uma pronunciada resposta relaxante da TC+E, resposta esta que apresenta um
aumento marcante em funcéo do tempo, tanto para a BK quanto para a PGE,. Os
relaxamentos induzidos por estes dois agonistas nas preparagbes com alto tonus foram
reproduziveis, sem evidéncia de taquifilaxia ou dessensibilizacdo (Figura 7A e 7B).
Quando da adicéo de concentractes ndo-cumulativas de BK (0,03 a 300 nM) ou de PGE,
(0,03 a 300 nM) no banho produziu uma pequena contragdo transitoria, seguida por
relaxamento  concentracdo-dependente de desenvolvimento lento. As CEgsS
(acompanhadas de seus limites de confianca a 95 %) para esses efeitos foram de 3,2
(2,7/3,4) nM e 18,8 (12,4/21) nM (Figura 7C), e relaxamentos méximos de 387 + 23,5 e
348 + 33 mg de tensdo, respectivamente. Entretanto, cerca de 45 % das preparaces ndo
apresentaram resposta relaxante para ambos 0s agonistas, inclusive estas preparacdes
respondendo com contracdo, possivelmente devido a problemas relacionados a variactes
de sazonalidade ou respostas a érgicas comuns em cobaias (Lane-Petter e Pearson, 1971),
que interferem diretamente sobre as vias aéreas e que induzem hiperreatividade nos
animais em experimentacdo. Além disso, preparacfes que ndo responderam a BK,
invariavel mente também ndo apresentaram resposta relaxante para a PGE, e vice-e-versa
(resultados ndo apresentados). A associacao de concentragdes sublimiares de BK (0,01 nM)
junto a uma baixa concentracdo de PGE; (0,01 nM) resultou em marcada potencializacéo da

resposta relaxante da BK na TC+E (Figura 7D).
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Figura 7 — Registros tipicos demonstrando o aumento em fungdo do tempo das respostas rel axantes
induzidas pela BK (100 nM) (A) ou pela PGE; (300 nM) (B) na TC+E. Curvas concentracdo-resposta
relaxantes completas a BK ou a PGE; na TC+E sob tonus espontaneo (C). Efeito relaxante observado
com a combinagdo de concentragdes sublimiares de BK (0,01 nM) e de PGE; (0,01 nM) na TC+E
(D). Cada ponto representa a média de 6-7 experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. ***
P < 0,001, significantemente diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguido do teste de
multicomparacdo de Dunnett.
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4. 4. Efeito deinibidores das COX-1 eda COX -2 e da NOS no relaxamento causado
pela BK e PGE, na TC+E

A préincubacdo das preparagdes com os inibidores ndo-seletivos de COX-1/
COX-2, a INDO (0,1 a3 nM) ou o PIR (0,1 a 3 uM) (Figura 8) ou com inibidores
preferenciais da COX-2 DFU (100 a 3000 nM), NS 398 (0,1 a 1000 nM) ou ROFE (1 a
30 uM) (Figura 9), causou inibicdo concentracdo-dependente do relaxamento causado
pela BK. Além disso, a maioria destas drogas reverteu o relaxamento da BK para uma
contragdo sustentada, de maneira semelhante ao que foi observado quando o epitélio foi
removido. As Clsgs médias (e limites de confianca de 95 %) para estes efeitos foram de
8,13 (6,1/9,7) nM, 0,27 (0,11/0,42) uM, 0,32 (0,22/0,41) uM, 0,081 (0,061/0,107) uM e
0,34 (0,28/0,55) uM, respectivamente. Quase todos os inibidores da COX ndo seletivos e
os inibidores seletivos de COX -2 testados aboliram a resposta rel axante causada pela BK,
transformando essa resposta numa contragdo sustentada, semelhante aquela da retirada do
epitéio tragueal. Entretanto, somente o DFU ndo foi capaz de reverter o relaxamento para
uma contragdo sustentada. O inibidor preferencia da COX-1, o SC 560, ndo interferiu
com o relaxamento causado pela BK nesta preparacéo (Figura 6D).

O mesmo efeito foi observado quando as preparacBes foram incubadas com o
inibidor da NOS, o 7-NINA (0,1 a 3 uM), que causou inibi¢do concentracdo-dependente,
porém sem abolir completamente a resposta relaxante da BK (1Cso de 0,4 (0,3/0,6) uM e
IM = 83 £ 52 %) (Figura 10). Ao contrario, a DEXA, ferramenta farmacolbgica

comumente usada para bloquear a cascata do AA devido ainibicdo da FLA, via aumento
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da expressdo de liporcortina, quando incubada ao banho por 30 min, causou aumento

significativo daresposta relaxante da BK (100 nM) (ANEXO 3, tabela 3).
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Figura 8 - Efeito dos inibidores ndo-seletivos da COX, indometacina (A) e piroxicam (B) sobre o
relaxamento induzido pela bradicinina (100 nM) natraquéia isolada de cobaia com epitélio. Cada coluna
representa a media de 5-7 experimentos e as linhas verticais indicam os erros-padréo das médias. Difere
significantemente em relagdo ao grupo controle, * P < 0,05, ** P<0,01, significantemente diferente do
grupo controle. ANOV A de uma via seguido do teste de multicomparagdo de Newmann Keuls.
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Figura 9 — Efeito dos inibidores seletivos da COX-2, DFU (A), NS 398 (B) e rofecoxibe (C) e do
inibidor seletivo da COX-1, o SC 560 (D), sobre o relaxamento induzido pela bradicinina (100 nM)
na traquéia isolada de cobaia com epitélio. Cada coluna representa a média de 5-7 experimentos e as
linhas verticais indicam os erros-padréo das medias. Difere significantemente em relacdo ao grupo
controle, ** P<0,01, significantemente diferente do grupo controle. ANOV A de uma via seguido do
teste de multicomparagdo de Newmann Keuls.
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Figura 10 — Efeito inibitorio concentracdo-dependente do inibidor ndo-seletivo da NOS, 7-NINA
no relaxamento induzido pela BK (100 nM) em traguéia isolada de cobaia com epitélio. Cada
coluna representa a media de 7-8 experimentos e as linhas verticais indicam os erros-padréo das
médias. Difere significantemente em relacdo ao grupo controle, ** P<0,01, significantemente
diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguido do teste de multicomparacéo de
Newmann Keuls.

4.5. Influéncia de diferentes inibidores enziméticos e de bloqueadores de canais de
potassio sobre a respostarelaxante a BK na TC+E

A incubacédo das preparagbes com drogas que reconhecidamente inibem as vias de
transducdo ativadas pela BK, como o HA 1004 , MDL 12330A , KT 5720 ODQ e KT
5823 (ANEXO 1, tabela 1), quinacrina e PACOOF;, U73122, estaurosporina, SB
203580 e GF109203x, wortimanina (ANEXO 2, tabela 2), DEXA, BECLO, PDTC e PD
98059 (ANEXO 3, tabela 3), e os inibidores de canais de K*, 4-aminopiridina, apamina,

caribdotoxina, iberiotoxina, caribdotoxina mais iberiotoxina, ndo interferem com a
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resposta relaxante causada pela BK (100 nM) (ANEXO 4, tabela 4), ou pela PGE, (300
nM) (dados ndo apresentados). Porém, a ouabaina, inibiu significativamente a resposta

relaxante a BK (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito da ouabaina sobre o relaxamento induzido pela bradicinina (100 nM) na
traquéia isolada de cobaia com epitdlio. Cada coluna representa a média de 9 experimentos e as
linhas verticais indicam os erros-padréo das médias. Difere significantemente em relagdo ao
grupo controle, *** P<0,001, significantemente diferente do grupo controle.

4.6. Caracterizacdo do(s) subtipo(s) de receptor(es) EP envolvidos nas respostas
relaxantes induzidas pela BK e pela PGE, na TC+E.
Tanto as respostas relaxantes causadas pela BK (100 nM) (Fig. 12A), como

aquelas causadas pela PGE, (300 nM) (Figura 12B), foram inibidas significativamente
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pelaincubacao das preparacdes com o antagonista dos receptores EP;, 0 L 826266 (Figura
12). Porém, os antagonistas seletivos para os receptores EP; (SC 19220), EP,/EP,
(AH6809) ou EP, (L 161982), ndo interferiram com o relaxamento induzido tanto pela

BK como pela PGE, na TC+E (Figuras 12A e 12B).

4.7. Influéncia de inibidores da Trk na resposta relaxante induzida pela BK na
TC+E

A resposta relaxante causada pela BK (100 nM), mas ndo aquela induzida pela
PGE, (300 nM), foi inibida significativamente pela adicdo de HERBA (10 uM),
revertendo a resposta relaxante para contragdo sustentada (Figura 13A). Além disso, o
inibidor da EGFR-Trk, 0 AG 490 (1 a 30 uM) (de maneira semelhante a observada para
os inibidores de COX-2), inibiu de forma dependente da concentracdo a resposta
relaxante induzida pela BK (100 nM), causando inversdo do relaxamento para uma
contragdo sustentada. A Cl, calculada para o AG 490 foi de 13,4 (10,8/21,1) uM (Figura
13B). Da mesma forma que alguns inibidores da COX, os antagonistas dos receptores EP;
ou EP, e os inibidores da Trk também causaram redugdo importante no tonus das

preparagoes (resultados nédo apresentados).
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Figura 12 — Efeito dos antagonistas dos receptores EP; (SC 19220, 10 uM), EP,/EP, (AH 6809, 10
uM), EP; (L 826266, 10 uM) ou EP, (L 161982, 10 uM) sobre o relaxamento induzido pela BK
(100 nM) (A) ou para a PGE, (300 nM) na traquéia isolada de cobaia com epitélio. Cada coluna
representa a média de 7-8 experimentos e as linhas verticais indicam os erros-padréo das médias.
Difere significantemente em relacéo ao grupo controle, * P < 0,05, *** P < 0,001.

4.8. Liberacédo de PGE, pelaBK na TC+E

Mesmo em condic¢Bes basais h4 uma grande producdo constitutiva de PGE, na

TC+E quando mantida em banho de 6rgéo isolado. Quando as preparacOes foram

estimuladas com BK (100 nM) por 10 min, houve aumento significativo na liberagdo de

PGE, para 0 meio contendo solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit (Figura 14). Para avaliar

que subtipo de receptor da BK estaria envolvido neste efeito, o papel dos prostandides,

bem como aisoforma de COX responsavel por essa resposta, foram utilizados inibidores

seletivos da COX-1, o SC 560 (10 nM) e da COX-2, o NS 398 (100 nM), ou ainda do

antagonista seletivo dos receptores B,, 0 HOE 140. O aumento da concentragéo de PGE,
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causado pela adicéo de BK no banho foi inibido significativamente pelo NS 398 (82,5 +

3,8 %), pelo antagonista
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Figura 13 — Efeito relaxante da BK (100 nM) na auséncia ou na presenca de herbimicina A
(HERBA) (A) e tirfostin AG 490 (B) na TC+E. Cada coluna representa a média de 8 - 9
determinacdes de experimentos individuais e as linhas verticais indicam os erros-padréo das
médias. Difere significantemente em relacdo ao grupo bradicining, * P < 0,05; *** P < 0,001,
significantemente diferente do grupo controle (C). ANOVA de uma via seguido do teste de

multicomparacdo de Newmann Keuls.

dos receptores B, o HOE 140 (83,75 + 9,4 %) e pelo tirfostin AG 490 (95,2 + 3,6 %)
(Figura 14). Estes resultados sugerem que a PGE, parece ser produto derivado da
atividade da COX-2, liberado pela BK via ativagdo dos receptores B, das cininas, com

uma possivel ativacdo de uma EGF-Trk. Além disso, o inibidor da NOS, a
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aminoguanidina (10 uM) e o inibidor da COX-1, o SC 560 (10 nM) n&o tiveram nenhum

efeito significativo sobre a liberagdo de PGE, causado pela adi¢do de BK nas preparagoes

(Figura14).
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Figura 14 - Efeito de inibidores da COX-1 (SC 560), da COX-2 (NS 398), da sintese de oxido
nitrico (aminoguaniding, AMG), da tirosina quinase relacionada ao receptor do fator de
crescimento epidermal (tirfostin AG 490, 30 uM) ou do antagonista seletivo do receptor B, (HOE
140) sobre a geracdo de PGE;induzida pela BK (100 nM) natraquéia de cobaia com epitélio. As
concentragdes de PGE, foram quantificadas por ELISA como descrito em Material e Métodos.
Cada coluna representa a média de 3 experimentos individuais e as linhas verticais indicam os
erros-padréo das médias. Difere significantemente em relagdo ao grupo bradicinina, ** P < 0,01,
*** P < (,001. Difere significantemente em relagdo ao grupo ndo tratado (NT), ## P < 0,01
ANOVA de umavia seguido do teste de multicomparacéo de Newmann Keuls.
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4.9. Efeito da BK sobre a expressio protéica das enzimas COX-1, COX-2, eNOS,
NNOSeiNOS naTC

A Figura 15 representa os resultados obtidos quando foram avaliadas as possivels
alteracdes causadas pela BK na expressao das proteinas COX-1, COX-2, eNOS, nNOS e
iINOS na TC. E importante ressdtar que a COX-2, a nNOS e a eNOS estdo
constitutivamente expressas de modo semelhante, tanto nas preparacbes com e sem
epitdio (Figura 15). A estimulacdo das preparacdes com BK (100 nM) por 10 min néo foi
capaz de interferir no padréo de expressdo protéica da COX-2 (Figura 15A). No entanto,
nas TC+E de animais tratados com LPS (50 ug/kg, viai.v., 12 h antes) houve aumento na
expressdo da COX-2. Ja a adicdo de BK (100 nM) as preparagdes causou aumento na
expressdo das enzimas NNOS (38, 3 + 11,3 %) (Figura 15B) e eNOS (33 ,2 + 8,9 %)

(Figura 15C), independente da presenca ou néo do epitélio tragueal (Figuras 15B e 15C).



Figura 15 - Western blot repre- sentativo,
mostrando a expressdo constitutiva das
proteinas da COX-2 (A), da eNOS (B) e da
NNOS (C) nas na auséncia ou na presenca de
BK (100 nM), por 10 min, na TC com (+ Ep)
ou sem epitélio (- Ep). Os resultados foram
normalizados por unidades arbitrarias de
densitometria do grupo basal e sdo expressos
como a média + E.P.M. (N = 3). Os dados
diferem significantemente do valor controle,
**P < 0.01. Difere significantemente em
relacdo ao grupo ndo tratado basal. ANOVA
de wuma via seguido do teste de

multicomparacdo de Newmann Keuls.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho estendem os relatos existentes na literatura
e demonstram que a BK produz resposta contrétil em segmentos de TC-E. Esta
resposta contratil induzida pela BK na TC-E é mediada exclusivamente via a
ativagdo de receptores B, (Trifillief et al., 1992; 1993; Schlemper e Calixto, 2000),
com ativacdo da via da COX-2 constitutiva e liberacd de prostandides
contracturantes (Charette et al., 1995).

Alguns autores demonstraram recentemente que a BK pode aumentar a
expressdo da enzima COX-2 e gerar prostandides (principalmente PGE,) em células
de musculo liso das vias aéreas humanas através da ativacdo dos receptores B,
(Pang e Knox, 1997b). Assim, foi inicialmente investigado no presente estudo se 0s
prostandides derivados das vias da COX-1 e da COX-2 poderiam estar ifﬁplicadas
nas respostas contrateis induzidas pela BK na TC-E. Nossos resultados mostram que
inibidores n&o-seletivos da COX, tais como a indometacina e o diclofenaco e o
inibidor seletivo da COX-2 NS 398, inibiram de maneira dependente da
concentracdo a contracdo induzida pela BK em preparacdes de TC-E. Por outro lado,
o valeril salicilato, um reconhecido inibidor preferencial da COX-1 (Bhattacharya et
al., 1995), ndo modificou a contracdo induzida pela BK na TC-E. Além disso, o L-
655,240 antagonista dos receptores TP do tromboxano A, e o furagrelato, um inibidor da
sintese de tromboxano A, néo tiveram efeito significante sobre a contragcdo induzida
pela BK na TC-E, descartando a possbilidade da BK estar liberando este

prostandide ao ativar 0 receptor B,. Estes achados claramente sugerem que 0s
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metabdlitos da via do AA derivados da COX-2 sdo 0s principais prostandides
envolvidos na contragdo mediada pela BK na TC-E. Também a fenidona, um
inibidor ndo seletivo da COX e da LOX, causou reducdo gradual destas respostas
contrateis causadas pela BK. A participacdo de leucotrienos derivados da LOX é
improvavel porque antagonistas de leucotrienos D4J/E4, o LY 171883 ou 0 MK 571,
ndo interferiram com a contracdo induzida pela BK. Charette e colaboradores
(1995), utilizando andlise farmacol6gica e de imunoblot, demonstraram que 0s
prostandides derivados da COX-2 sdo 0s principais responsaveis pelo controle do
tonus intrinseco na TC-E.

Tem sido relatado que as acdes da BK em células musculares lisas das vias
aéreas e em segmentos de pulmédo sdo mediadas via ativagdo de receptores B,
acoplados a proteinas Go/Gi, um efeito que € sensivel a DEXA, cicloheximida ou
actinomicina D, 0 que sugere o envolvimento da sintese de novo de proteinas
(Paegelow et al., 1995; Pang e Knox, 1997a). O presente estudo demonstra que a
contragdo da BK na TC-E ndo foi afetada pela cicloheximida e foi somente inibida
de forma parcial pela BECLO. Tais resultados sdo consistentes com a nogéo de que
a sintese de novo de proteinas ndo poderia contribuir para os mecanismos envolvidos
na contragdo da BK na TC-E. Em estudos anteriores verificamos que a histamina,
acetilcolina, PAF, tromboxano A, e taquicininas, ndo parecem estar envolvidos na
resposta contrétil induzida pela BK, pois seus antagonistas seletivos, em
concentracdes onde eles normalmente sdo eficazes no bloqueio de seus receptores

especificos, ndo interferiram com essa resposta. Embora a tetrodotoxina (TTX)
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tenha causado inibicdo de cerca de 16% da contracdo causada pelaBK na TC-E, este
efeito parece ser resultante da liberagdo neuronal de transmissores na resposta
contrétil induzida pela BK (resultados ndo apresentados). Inoue e colaboradores
(1992) descreveram que a TTX nas mesmas concentracdoes utilizadas previne
significantemente a contracéo induzida pela BK no musculo liso de TC, sugerindo o
envolvimento de acgbes neurais pré-sinapticas que teriam influéncia direta sobre o
ténus das preparacoes.

Um resultado interessante do presente estudo foi a completa inibicdo da
dessensibilizacdo da resposta contrétil causada pela BK na TC-E na presenca de
baixas concentracdes de INDO, diclofenaco ou de NS 398. O inibidor relativamente
seletivo de COX-1, o valeril sdicilato, em concentracdo suficiente para inibir a
COX-1, ndo preveniu a dessensibilizagdo induzida pela BK na TC-E. A este respeito
tem sido largamente demonstrado que a BK, atuando através de receptores B,, mas
ndo B, induz in vitro (Robert e Gullick, 1990; Rangachari et al., 1993; Rueff et al.,
1994; Pizard et al., 1999) e in vivo (Reynolds et al., 1999; Campos e Calixto, 1995)
dessensibilizac&o apoOs exposicdo aguda ou crénica para o peptideo. Os mecanismos
gue determinam essa dessensibilizagcdo a BK sdo muito complexos e até 0 momento
ndo estdo completamente entendidos. Entretanto, este fendmeno parece envolver a
interacBo da afinidade ao receptor ou a ativagdo tanto de guanilato como de
adenilato ciclases, e a conseqguente formacdo de GMPc e AMPc (McGehee et al.,
1992; Reiser et al., 1984; Burgess et al., 1989; Harvey e Burgess, 1993; Rueff et al.,

1994; Olmos et al., 1995). De modo semelhante, estudos recentes tém demonstrado
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gue a dessensibilizacdo e a internalizagcdo do receptor B, para a BK envolve
processos relacionados a presenca de residuos de tirosina e serina na cauda
citoplasmatica dos receptores (Faussner et al., 1998; 1999). Além disso, ha
evidéncias indicando que a dessensibilizacdo dos receptores B, é associada com o
processo de regulagdo para cima do receptor Bj, envolvendo mecanismos
relacionados com a producéo de citocinas inflamatorias. Entretanto, isto ndo envolve
mecanismos que levam a sintese da proteina 3-arrestina, pré-requisito basico para a
desensibilizagcdo dereceptores acoplados a proteina G, mas parece ser parcialmente
mediado por cavéolas, processo responsavel pela endocitose e internalizacdo desta
familia de receptores (Phagoo et al., 1999; Lamb et al., 2001; Krasel et al., 2005).
Estudos adicionais sdo necessarios para clarificar o papel de prostaglandinas nestas
respostas na TC-E. Além disso, uma dessensibilizacdo cruzada entre receptores
colinérgicos M3z e os B, da BK foi observada em linhagem de neuroblastoma
humano, a SH-SY5Y (Willars e Nahorski, 1995). Em outro estudo, Willars et al.,
(1999) demonstraram que a fosforilagdo do receptor ndo contribui para a
dessensibilizagdo cruzada entre o carbacol e a BK. Em nosso estudo, foi observada
dessensibilizac&o similar entre a resposta funcional contrétil causada pelo carbacol e
pela BK na TC-E (resultados ndo apresentados). Assim, 0 esclarecimento dos
mecanismos relacionados com a resposta dessensibilizante observada para a
contracdo da BK na TC-E merece futuras investigacoes.

Trabal hos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo demonstraram que a BK

causa relaxamento na TC+E, através da ativagdo de receptores B,, com
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envolvimento da cascata do acido araquidbnico e da via da L-arginins/NO
(Schlemper e Cdixto, 1994). Além disso, existem diversos relatos na literatura
sugerindo um papel protetor do fator de relaxamento derivado do epitélio (EpDRF)
nas vias aéreas, 0 qual seria composto principalmente por PGE, e NO (Folkerts e
Nijkamp, 1998). Para estender essas evidéncias, investigamos alguns dos
mecanismos transducionais envolvidos na resposta relaxante para a BK em
segmentos de TC+E. A exemplo de outros receptores acoplados a proteina G, 0s
receptores B, para as cininas sofrem redistribuicdo, dessensibilizac&o e endocitose
subcelular apds acdo dos agonistas, tanto em cultura de células, como em outros
sistemas. Como comentado anteriormente, apds estimulacdo pelo agonista dos
receptores B, sdo internalizados, um processo que envolve mecanismo de
redistribuicdo para cavéolas e a formagdo de vesiculas recobertas via ndo-clatrina
(De Weerd e Leeb-Lundberg, 1997; Haasemann et al., 1998). Um fato interessante
no modelo funcional com musculo liso traquea de cobaia é que ndo foi observada
dessensibilizacdo para o efeito relaxante induzido pela BK na TC+E. Pelo contrério,
foi observado aumento desta resposta em funcdo do tempo. Esta discrepancia
fisiol6gica permanece a ser investigado em estudos futuros.

Esta atualmente bem estabelecido que a BK é um potente liberador de
prostaglandinas (Regoli e Barabé, 1980; Farmer e Burch, 1991; Farmer, 1992). A
BK é reconhecida como um mediador gue ativa a cascata do acido araquiddnico,
com consequiente producéo de PGE, em linhagens de células pulmonares humanas

A549 (Saunders et al., 1999; Tokumoto et al., 1994), bem como em cultura priméria
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de células de musculo liso das vias aéreas de tecido humano (Pang e Knox, 1997b),
bovino (Delamere et al., 1994) e de cobaia (Farmer et al., 1991). Uma vez que a
PGE, causa resposta relaxante muito semelhante aquela produzida pela BK, esse
prostandide poderia ser um dos responsaveis pela modulacdo da resposta relaxante
observada para a BK neste tecido. Quando uma baixa concentracdo (0,01 nM) de
PGE,, que ndo é capaz por S SO de causar relaxamento significante na TC+E, foi
incubada nas preparacdes em associacdo com baixa concentracéo de BK (0,01 nM),
houve potencializacdo do efeito relaxante para este peptideo. Além disso, nossos
resultados confirmam e estendem essas observagdes, bem como demonstram que
ocorre grande producéo de PGE, ap0s adic¢do de BK na TC+E, apesar deste tecido ja
apresentar altos niveis basais deste prostandide, produto de uma isoforma
constitutiva da enzima COX-2 (Charette et al., 1995).

A liberagcdo de AA € o principa evento responsavel pela producéo de
prostandides. Varios relatos da literatura mostram que a BK causa ativagdo da FLA,
citosdlica (cFLA,) de 85 kDa, liberada via aumento do ca™" citosdlico livre. A
cFLA, libera AA dos fosfolipideos da membrana celular e promove ativagdo da
COX. Esta tltima converte o AA para o intermediario endoperéxido PGH, que, por
sua vez, € convertido por outras sintases intermediarias para prostaglandinas
(Tanaka et al., 1995). Resultados anteriores obtidos em células primarias de musculo
liso de traquéia de cobaia mostraram que aincubacdo com BK por 10 min estimulaa
sintese de CAMP (Pyne et al., 1997). A via reguladora da sintese de cAMP apés a

estimulacéo pela BK para este receptor poderia envolver: (1) ativacdo da MAPK
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dependente de PKC, (2) fosforilagdo daMAPK e ativacdo de cFLA; e, (3) utilizacéo
de AA derivado da cFLA; e avia da COX produzindo PGE, que, por sua vez, atua
como substancia autécrina através da ativacdo de um receptor acoplado a uma
proteina Gs, que estimularia a formagdo de CAMP intracelular. Os autores
demonstraram ainda que as vias sinalizadoras das MAPK e da FLA, foram ativadas,
fato demonstrado pelo uso de PD 98059 (inibidor da ativagdo da MAPK quinase-1
(MEK-1), AACOCEF; (inibidor de cFLA;) e indometacina (inibidor da COX).
Quando células primarias de musculo liso do bronquio humano foram
estimuladas com IL-1pB, foi observado rgpida geragdo de PGE,. Esta liberacdo e
blogueada pelo inibidor seletivo da COX-2, o NS 398, bem como pelo inibidor
seletivo de cFLA,, o AACOCF; (Schmidlin et al., 2000) . Além disso, a pré-
incubacdo das células com SB 203580 (inibidor da MAP kinase p38) reduziu a
fosforilagdo da cFLA, para um nivel abaixo daquele observado em células controle,
prevenindo a sintese de PGE, (Schmidlin et al., 2000). Ferramentas farmacol gicas
semelhantes foram usadas em nosso estudo e ndo foi possivel observar o
envolvimento das MAPK ou a da ativacdo da FLA, no relaxamento induzido pela
BK natraguéa de cobaia, uma vez que o PD 98059, o SB 203580, o PACOCF; e a
quinacrina, ndo interferiram significativamente com a resposta relaxante a BK. Por
outro lado, foram obtidos resultados paradoxais em nossos estudos, onde drogas
com agdes antiinflamatorias reconhecidas, como a dexametasona e a beclometasona,

drogas capazes de inibir a COX-2 e outros sistemas enzimaticos induziveis
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(incluindo a ativagdo da FLA, e de toda a cascata do &cido aragquiddnico)
potencializaram o efeito relaxante da BK na TC+E in vitro. Recentemente, foi
descrito que em células musculares de tragquéia de cobaia em cultura estimuladas
pela BK, os glicocorticoides aumentaram a transcricdo do gene do receptor B,
(Scherrer et al., 1999). Por outro lado, Schmidlin et al. (1998) demonstraram em
células de musculo liso bronquial humano, por analise de northern blot, que os
glicocorticéides foram capazes de inibir a expressdo aumentada do mRNA dos
receptores B, causado pela interleucina-13. Neste contexto, ja que nem o0s
glicocorticdides, nem os inibidores da FLA, interferiram com a resposta relaxante
dependente da liberacéo de prostandides causada pela BK. A principal divida seria:
qual é a fonte de AA utilizada para a producéo de PGE,, sem a participagdo da
cFLA,? Os mecanismos envolvidos precisam ser melhor investigados.
Anteriormente, foi sugerido que as células epiteliais da TC poderiam liberar
prostaglandinas relaxantes, tais como a PGE, e a prostaciclina (Bramley et al.,
1990), bem como substéncia ndo relacionada a prostandides chamada de fator
relaxante derivado do epitélio (EpDRF) (Bertrand e Tschirhart, 1993). O epitélio das
vias aéreas € uma barreira fisica que protege nervos sensoriais € 0 musculo liso da
estimulac@o por substancias e particulas irritantes inaladas. Além disso, as células
epiteliais liberam mediadores (EpDRFs) que podem inibir a broncoconstricgdo
devido o relaxamento do musculo liso, bem como podem contribuir na inflamagdo
das vias aéreas através da producdo de mediadores lipidicos e de citocinas pré-

inflamatérias (Pang e Knox, 1998; Chung e Barnes, 1999; Rodgers et al., 2002).
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Dados funcionais sobre os EpDRFs tém sido fornecidos por experimentos
onde diferentes mediadores enddgenos induzem o relaxamento das preparactes
traqueais com epitélio, mas que causam contracdo em preparacOes faltando esta
camada celular. Recentemente, diversas evidéncias tém sugerido papel protetor para
0s EpDRFs nas vias aéreas (Fernandes e Goldie, 1990; Burgaud et al., 1993).
Folkerts e Nijkamp (1998) deram especial atencdo para a relevancia farmacoldgica
dos possiveis EpDRFs, PGE, ou NO, na modulacdo do ténus das vias aéreas sob
condicdes basais em modelos in vitro ein vivo. Atencéo particular também tem sido
dada para o papel dos EpDRFs no desenvolvimento de hiper-responsividade em
modelos animais e em pacientes com asma. De fato, nosso estudo indicou que a
remocgdo do epitélio da TC preveniu completamente o relaxamento induzido pela
BK, aterando aresposta relaxante para uma contragcdo sustentada.

Atual mente houve grande énfase para a presenca de um fator hiperpolarizante
em diversos vasos sanguineos, responsavel pelo relaxamento dependente do
endotélio e que pode ser parcial ou totalmente resistente aos inibidores da COX e do
NO (Jansen, 2002; Busse et al., 2002; Nagao e Vanhoutte, 1992; Féétou e
Vanhoutte, 2003). O EDHF pode ser ativado pela BK em alguns vasos (Ohnishi et
al., 2001; Batenburg et al., 2004; Nelli et al., 2004). Diversas linhas de evidéncias
sugerem que a hiperpolarizacdo dependente do endotélio resulta da abertura de
canais de K* no plasmalema do musculo liso. Assim, os canais de K* poderiam ter
um papel chave na regulacéo do potencial de membrana e excitabilidade celular. Os

mais importantes canais de K™ presentes no musculo liso, incluindo nas vias aéreas
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s&0 os dependentes de ATP (ativados por aumentos na concentracéo intracelular de
ATP), BKc, (ativados por aumentos nas concentragdes de Ca®* intracelular) e Kv
(ativado por despolarizacdo (Kotlikoff, 1993; Nielsen-Kudsk, 1996).

Também no epitélio das vias aéreas seria factivel de especulacdo a existéncia
de um possivel fator hiperpolarizante derivado do epitélio (EpDHF). No presente
trabalho nenhuma estratégia farmacoldgica usada para blogquear os canais de K*
interferiu com o relaxamento causado pela BK na TC+E, descartando assm a
possibilidade de que, nesta preparacéo, o0 EpDRF possa ser representado por um dos
acima mencionados canais de K*. Alternativamente aos canais de K*, uma possivel
participagdo do K* no relaxamento da TC+E poderia ser a via reguladora de
transporte de fons, como a Na'-K*-ATPase. Uma evidéncia para a presenca do
EpDHF no epitélio da TC é a de que a ouabaina, um inibidor da Na'-K*-ATPase,
inibiu significativamente o relaxamento causado pela BK. Aumentos moderados na
concentracdo de K* mio-endotelial pode induzir hiperpolarizagdo das células
musculares lisas por ativagdo da Na'-K*-ATPase (Busse et al., 2002). A ouabaina
seletivamente se liga & Na'-K*-ATPase, e inibe as respostas mediadas pelo EDHF
em vasos, sem dafetar o potencial de membrana (Harris et al., 2000). Trabalhos
recentes mostraram que a Na'-K*-ATPase atua como transdutor de sinal. A ligagdo
da ouabaina & Na'-K*-ATPase atera a interagdo desta enzima transportadora com
proteinas da membrana, resultando em ativacdo de Src quinases, Pl; quinases,
MAPKs, FLC e PKC, transativacdo do EGFR e aumento na producéo de espécies

reativas do O, (Xie, 2003; Liu et al., 2003; 2004; Isenovic et al., 2004; Lei et al.,
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2004; Taub et al., 2004). Dodson e Rhoden (2001) descreveram pela primeira vez
que a BK aumenta a atividade da bomba Na'-K*-ATPase em culturas primérias de
células de musculo liso tragueal de cobaia. Este achado coincide com nossos
resultados, onde a ouabaina apresentou efeito inibitdrio marcante sobre a resposta
relaxante da BK na TC+E.

Nossos resultados confirmam e estendem resultados prévios (Charette et al.,
1995) e mostram que na TC+E, a COX-2 esta constitutivamente expressa e 0s
prostandide(s) liberados sdo dependentes da atividade da COX-2, sendo
responsaveis pela producdo de um tonus intrinseco e podendo ser inibidos por
indometacina, NS 398 e outros inibidores seletivos da COX-2 incubados nestas
preparacdes. Além disso, os inibidores da COX e o inibidor da EGFR-Trk, o
tirfostin AG 490, reduziram o tbnus da TC+E, provavelmente pela inibicdo desta
enzima constitutiva, critica para a producéo e manutencéo do tonus.

O efeito de prostandides nas vias agreas pode ser tanto pro- quanto anti-
inflamatorio dependendo do tipo de célula, do balanco de prostandides liberados e
do subtipo de receptor prostanoide ativado. A PGE, pode ser uma forte candidata a
EpDRF atuando como uma prostaglandina protetora (Pavord e Tattersfield, 1995),
enquanto que a PGD,, a PGF,, e o tromboxano A, seriam os mediadores pro-
inflamatdrios contracturantes (Ilwamoto et al., 1995).

As diferencas interespécie observadas na producdo de prostandides parecem
ser muito grandes. Por exemplo, sob condi¢bes basais, a COX-1 parece ser a

isoenzima responsavel pela producéo de prostandides, principalmente a PGE,, em
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cultura priméria de muasculo liso traqueal e em células epitdiais humanas (Pang e
Knox, 1997a,b). Também nestes tecidos, a BK causou liberagdo da quimocina IL-8,
sendo este efeito reduzido de forma importante por inibidores da COX-2 (Pang e
Knox, 1998). Este mesmo perfil de producdo de IL-8 pela BK foi observado em
células epiteliais humanas imortalizadas (Rodgers et al., 2002). A producéo de
prostandides e de NO apds estimul os inflamatorios depende da ativacéo da COX-2 e
daiNOS, sendo ambas as enzimas suscetiveis ao processo de inducéo. Estes achados
s80 interessantes pelo fato de que nossos resultados mostram que o inibidor seletivo
da COX-1 ndo foi capaz de inibir o relaxamento induzido pela BK na TC+E, e a
expressdo protéica desta enzima ndo foi detectada em homogenatos tragueais de
cobaia sob condi¢des basais ou apos estimulo com BK. Ja a enzima COX-2 pode ser
induzida por citocinas em um grande nimero de células das vias aéreas incluindo o
epitélio e o masculo liso (Mitchell et al., 1994; Belvis et al., 1998). Os mesmos
autores mencionados acima demonstraram mais recentemente que a geracéo de IL-8
pelas células epiteliais traqueais pode contribuir para a dependéncia da producéo de
prostandides endogenos a partir da COX-2 (Rodgers et al., 2002). Ndo esta claro até
0 presente momento quais sdo as consequéncias da inducdo da COX-2 e se a
producdo de prostaglandinas poderiater efeitos deletérios ou benéficosna TC.

A PGE, é um importante mediador inflamat6rio que pode ter efeitos bronco-
protetores nas vias aéreas (Pavord e Tattersfield, 1995). A producdo deste
prostanGide poderia exercer mecanismo de retro-alimentagdo negativa contra

estimulos inflamatorios. Sabe-se que a COX-2 inibe a proliferagdo das células de
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musculatura lisa das vias aéreas humanas, contribuindo dessa forma para conter o
estreitamento das mesmas em alguns pacientes, parecendo exercer um papel protetor
em doencas tais como a asma (Belvisi et al., 1998). No presente estudo, verificamos
gue os inibidores da COX-2 reduzem a resposta relaxante da BK na TC+E. O
inibidor preferencial da COX-2, o NS 398, inibiu o relaxamento induzido pela BK
em concentragdo nanomolares, enquanto que os inibidores preferenciais de COX-2
como o rofecoxibe e o DFU, mostraram efeitos inibitdrios em concentracdes
micromolares. Entretanto, este Ultimo inibidor seletivo da COX-2 néo foi capaz de
reverter o relaxamento para contracdo na TC+E, diferente do que foi observado para
0 NS 398 e para a indometacina. A razdo desses efeitos discrepantes permanece por
ser esclarecida. O inibidor seletivo de COX-1, o SC 560, ndo apresentou efeito
significante sobre o relaxamento da BK, bem como em relacdo a liberacéo de PGE,
na TC+E apds a adicdo de BK nas preparactes, excluindo assim o envolvimento da
isoforma COX-1 nas agoes relaxantes da BK.

Com o objetivo de caracterizar o subtipo de receptor para a PGE, envolvido
nas acbes da BK na TC+E, avaliamos a influéncia de inibidores seletivos dos
subtipos de receptores EP para a PGE, na resposta relaxante a BK. Os antagonistas
seletivos dos receptores EP; (SC 19220), EP,/EP, (AH 6809) e EP, (L 161982)
foram destituidos de efeito. Entretanto, o antagonista seletivo dos receptores EP; (L
826266) mostrou inibicéo significante sobre a resposta relaxante da BK, sugerindo a
participacdo deste receptor apds aliberagéo de PGE, induzida pela BK na TC+E. Os

resultados do presente estudo sugerem, portanto, que este efeito provavelmente
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envolve a ativagdo do subtipo de receptores EP;, mas ndo EP,, EP, ou EP,. Este
receptor parece ser o candidato mais indicado para causar efeitos relaxantes, por
rotas tradicionais, para as respostas induzidas pela PGE,,.

Usualmente os receptores B, acoplados a proteina G promovem suas agdes
pela ativacdo de vias transducionais convencionais como, por exemplo, a via da
adenilato ciclase/cAMP (Pal-Ghosh et al., 2003; Bradbury et al., 2003), FLA,s
(Pyne et al., 1997; Murakami et al., 1999) e FLC (Voyno-Y asenetskaya et al, 1988;
Portilla et al., 1988; Pyne e Pyne, 1993a), causando elevacdo no metabolismo do
inositol fosfato (Tilly et al., 1987; Derian e Moskowitz, 1986) e da producdo de
diacilglicerol (Francel e Dawson, 1988). A geracdo de inositol-1, 4, 5-trifosfato e
seus metabdlitos causa elevacdo da concentragcdo de ca’ citoplasmatico. Em alguns
casos, alteracfes na concentracéo de Ca" extracelular podem ser co-dependentes da
ativacdo da PKC (Sage et al., 1989) ou da FLA,, que por sua vez libera &cido
araguidénico (Snider e Richelson, 1984). A ativacéo direta da FLA, pela proteina G
aumenta a possibilidade de que as alteragbes primarias envolvidas na resposta
relaxante da BK na TC+E sgam independentes do ca" extracelular, mas a
amplificagdo e o aumento da resposta podem ser mediados por efeitos de segundos
mensageiros, como a estimulacdo autocrina por prostaglandinas, um evento que
pode envolver o influxo de Ca" extracelular, fosfolipase D (Pyne e Pyne, 1993b;
Clark e Murray, 1995), proteina quinase C (Clark e Murray, 1995; Pang €t al.,

2002), L-argining/NO/guanilato ciclase (Schlemper e Calixto et al., 1994,
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Ricciardolo et al., 1994), entre outros. Usualmente a BK e a PGE, exercem suas
acOes inibitorias pela ativagcdo da adenilato ciclase/ PKA. Entretanto, nestes sistemas
a fata de efeito de inibidores da adenilato ciclase e de PKA excluem esta
possibilidade.

Desta maneira, a PGE, teria uma fungdo como substancia autocrina para
estimular a sintese de CAMP devido a ligacdo a uma proteina Gs acoplada a um
receptor, que teria a adenilato ciclase como efetuador da resposta (Schror, 1993;
Graveset al., 1993). Mais recentemente, estudos indicaram que ainducdo da COX-2
pela BK em células de musculo liso de artéria pulmonar humana é mediada pelo
elemento de resposta do AMPc (CRE) e sua ativagdo se da através de uma nova aca
autocrina de receptores EP, e EP, envolvendo a PGE, enddgena, com estimulagdo
da adenilato ciclase, resultando em aumento de cCAMP e ativagdo da proteina
quinase A, o que leva a ativacéo de promotores de COX-2 (Bradbury et al. 2003).

Uma substancia candidata como importante fator relaxante nas vias aéreas de
cobaias € o NO, umavez que aBK libera simultaneamente prostandides inibitorios e
NO (Bramley et al., 1990; Schlemper e Calixto, 1994; Ricciardolo et al., 1994;
Ricciardolo et al, 2000). O NO é produzido por uma grande variedade de tipos
celulares, incluindo células epiteliais, nervos, musculo liso, células inflamatérias e
endoteliais vasculares. Além disso, foi proposto que a via da L-arginina/NO
desempenha um papel importante na regulacéo do ténus broncomotor (Belvisi et al.,
1991; Barnes e Belvisi, 1993). Ricciardolo et al. (1994) demonstraram que a

administracdo de BK por aerossol aumenta a resisténcia pulmonar de cobaias
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anestesiadas e 0 pré-tratamento com inibidores ndo seletivos da NOS, a N®-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) ou a N®-monometil-L-arginina (L-NMMA)
aumentou a resposta broncoconstrictora para a BK aerosolizada. Trés isoformas de
NOS foram identificadas por purificagdo protéica e clonagem molecular. A
isoenzima neuronal (NNOS ou NOS1), a induzivel (iNOS ou NOS2) e a endotelial
(eNOS ou NOS3). Todas as isoformas sdo produtos de diferentes genes presentes
em cromossomos distintos (Knowles e Moncada, 1994), sendo que todas as trés
enzimas estdo expressas nas Vias aéreas (Fischer et al., 1993; Hamid et al., 1993).
Foi também demonstrado que nas vias aéreas, a cNOS é expressa em células
neuronais (NNOS), endoteliais (eNOS) e epiteliais (NNOS e eNOS) (Gaston €t al.,
1997). Nossos resultados confirmam e estendem essas observagtes e mostram que a
expressdo congtitutiva das isoformas eNOS e nNOS, mas ndo da iNOS ocorre na
traquéia de cobaia. Um achado interessante neste contexto, € que a adicéo de BK por
10 min na traquéia, causou aumento significante na expressao da eNOS e da nNOS.
Isto poderia ser explicado pelo fato de que estas duas isoenzimas poderiam estar
confinadas em cavéolas nas superficies celulares. Diante do estimulo com BK,
ocorreria a translocagdo sub-celular da eNOS ativa para o plasmalema, e para fora
das membranas mitocondriais e intracelulares (como o aparelho de Golgi) (Garcia-
Cardena et al., 1997; Ju et al., 1997). Usando a cavéola de células endoteliais
intactas como ponto de referéncia, foram apresentadas evidéncias ultraestruturais em
um ensaio de 6rgdo isolado em que a caveolina-1 atua como ancoradouro para a

eNOS, e gue a mesma pode ser ativada por rapida estimulacdo com cininas a uma
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velocidade espantosa (Garcia-Cardenaet al. 1997; Ju et al. 1997; Michel et al. 1997.
Foi também relatado que a eNOS pode estar na forma ativa quando ligada a
caveolina-1 (Reiner et al., 2001). E um tanto sugestivo que um mecanismo
semelhante ao que ocorre nas células endoteliais também ocorra no epitélio, além de
jater sido descrito que 0 gene da caveolina-1 foi detectado em tecidos de coelho tais
como o epitélio da cornea, traguéia e muscul o cardiaco (Qaddoumi et al., 2003). No
endotélio, a caveolina-1 regula a sinalizagdo da via do Oxido nitrico por ligacdo e
inibicdo da eNOS. O aumento nos niveis do Ca* citosdlico ou a ativacéo da quinase
Akt levaa ativagdo da eNOS e sua dissociagcdo da caveolina-1.

Outro assunto de nosso interesse e investigado nesse estudo, foi analisar se
poderia haver um “cross-talk” entre a COX-2 e a NOS. Porém, como o inibidor da
NOS aminoguanidina ndo interferiu na liberacéo de PGE, para 0 meio, isto poderia
sugerir que a COX-2 aumenta a ativacdo das NOSs constitutivas. As NOSs
poderiam ser ativadas paralela e independentemente da COX-2, via receptor B,, em
virtude de que o inibidor preferencial daNOS, a 7-NINA inibiu apenas parcialmente
a resposta relaxante induzida pela BK. Uma outra possibilidade seria a ativagéo
diretada NOS por uma Trk (Minshall et al., 2003).

Um dos resultados mais relevantes obtidos no presente estudo e que
contribuiu para explicar os mecanismos transducionais envolvidos no relaxamento
causado pela BK na TC+E, foi a demonstracéo, pela primeira vez, de que além de
liberar metabdlitos da via da COX e do NO, a BK causa paralelamente, a ativacdo

de EGFRs-Trk, sugerindo que estes estariam envolvidos na resposta funcional
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relaxante daBK na TC+E. A ativacdo de receptores acoplados aos GPCRs, tal como
aquela dos receptores B, da BK, pode estimular cascatas distintas das MAPKS,
classicamente associadas com a sinalizag&o através de Trks (Gutkind, 1998; Luttrell
et al., 1999). Em sistemas de células COS-7 co-transfectadas com o receptor B,
humano e MAPK marcada com hemaglutinina, foi demonstrada a existéncia da via
mitogénica dupla, permanente de ativacdo da MAPK pela BK (Adomeit et al.,
1999). O efeito da ativacdo dos receptores B, sobre as MAPKs é mediado pela
subunidade o, de uma proteina G, sendo prevenido por inibidores da PKC ou do
EGFR, mas ndo pelos inibidores da PI;K ou Src. Os mesmos autores citados acima
demonstraram ainda que a via de sinadizacdo da BK para ativacdo da MAPK
envolve a ativagao de isoformas da PK C sensiveis ao diacilglicerol como aPKC, e a
PKC, (Adomeit et al., 1999). Entretanto, a fosforilacdo da Trk do receptor EGF pela
BK nas células COS-7 ndo parece ser mediada pela PKC, sugerindo que a ativagéo
da MAPK pela BK via EGF é uma via de sinalizacéo distinta daguela envolvendo o
diacilglicerol (DAG) e a PKC. Asrespostas induzidas pela BK causam co-expressao
de isoformas mutantes de PKC inativas e constitutivamente ativas e fornecem
evidéncias para um papel critico exercido pelas PKCs o e € dependente de DAG
(Adomeit et al., 1999). Tendo em vista que inibidores classicos da PKC ndo foram
capazes de inibir a resposta relaxante causada pela BK na TC+E, é possivel sugerir
gue essa resposta relaxante a BK independe das PKC. A possbilidade do

envolvimento da cascata das MAPKSs no efeito relaxante da BK na TC+E também
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poderia ser descartada em nosso sistema, devido a auséncia de efeito de inibidores
seletivos das MAPK's, como o SB 203580 e o PD 98059, bem como dos inibidores
de PKC, a estaurosporina e 0 GF 109203x. Recentemente, Pang et al. (2002)
estudando células de musculo liso de vias aéreas humanas, detectaram forte
imunorreatividade para as isoformas da PKC-a, B-1, B-I1, -0, - e -y em condigOes
basais. Apds a estimulagdo com a BK por 10 min, a PKC-o. e a PKC-B-1 (da via
cldssica ou o grupo Ca2+-dependente e PKC-95), e a PKC-¢ (do grupo ca-
independente) foram translocadas do citosol para afragéo da membrana (Pang et al.,
2002). Esta isoforma da PKC especialmente a PKC-& € um componente vital davia
de transducdo sinalizadora pds-receptor para a BK, responsavel pela expressdo da
COX-2 em células musculares lisas das vias aéreas humanas (Pang et al., 2002). No
presente estudo, ndo existem portanto, evidéncias indicando a participacdo da PKC
na ativagdo de Trks, pois os inibidores de PKC e FLC ndo interferiram com a
resposta relaxante induzida pela BK ou pela PGE..

Esta atualmente muito bem estabelecido que receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) podem induzir multiplos sinais através de transativacdo de EGFRs
dependente da atividade de uma PKC. Entretanto, os GPCRs induzem profunda
dessensibilizacdo de EGFRs através de um processo associado a perda dos EGFRs
na superficie celular, secundaria a endocitose causada pela clatrina (Grewal et al.,
2001). Existem, contudo, evidéncias experimentais mostrando que o EGF regula a

contratilidade do musculo liso (Tamada et al., 2000), incluindo na TC+E (Nasuhara
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et al., 1996). Neste Ultimo estudo, os resultados foram varidveis, pois 0s
investigadores obtiveram efeitos contracturantes e relaxantes para o EGF de
camundongo sobre a TC+E. E possivel que este fendmeno seja devido ao tonus
predominante presente na preparacéo, e quando a TC+E estava sob baixo ténus
houve resposta contrétil, e sob ténus elevado houve resposta relaxante, muito similar
a resposta produzida pela BK e pela PGE, no presente estudo. Além disso, os
mesmos autores mostraram também o envolvimento de metabdlitos da cascata do
AA, principalmente a PGE, na resposta relaxante ao EGF (Nasuhara et al., 1996).
Em conjunto esses resultados sugerem que o efeito do EGF sobre o muasculo liso das
vias aéreas € basicamente contrétil, e a estimulacéo do epitélio das vias aéreas com
EGF pode modificar a resposta do musculo liso, por mecanismos gue suprimem a
contragéo, levando ao relaxamento. Em nosso trabalho, os inibidores da Trk, assim
como os inibidores da COX-2, aboliram a resposta relaxante induzida pela BK na
TC+E bem como a liberacdo de PGE, para o0 meio nutritivo. Estes resultados
permitem sugerir, portanto, que a BK ao estimular os receptores B,, ativa 0 processo
de transativacdo do EGFR-Trk e que este, por suavez causaria a ativagdo da COX-2
constitutiva, com consequiente liberacdo de PGE; e posterior ativacdo dos receptores
EPs, causando relaxamento da TC+E (Figura 16).

A PGE, é usuamente considerada uma prostaglandina vasodilatadora e os
receptores envolvidos neste efeito geralmente sdo os subtipos EP, e/ou EP,, 0s quais
estdo acoplados eficientemente as proteinas Gs (Coleman et al., 1994). Entretanto,

em diferentes tipos de tecidos vasculares de varias espécies animais, a ativacéo do
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subtipo EP;, assim como o subtipo EP; de receptores EP, causa vasoconstriccao
(Qian et al., 1994; Jones et al., 1998; Jones e Chan, 2001). Os agonistas dos
receptores EP; produzem fraca contragdo, porém eles tém atraido a atencdo de
pesquisadores devido a existéncia de multiplas isoformas. Até 0 momento foram
caracterizados oito subtipos de receptores EP; em humanos (Namba et al., 1993;
Pierce e Regan, 1998; Breyer et al., 2001). Essas isoformas de receptores sdo
diferencialmente expressas nos tecidos, interagem praticamente com todos os
agonistas destes receptores, mas mostram diferentes modos de acoplamento aos
diferentes sistemas de segundos mensageiros intracelulares. Todas as isoformas
acoplam-se a uma proteina G; resultando em inibi¢cdo da adenilato ciclase, enquanto
gue algumas também se acoplam a proteinas do tipo G, ativando a adenilato ciclase
e/ou G, para ativar uma FLC. Nos ultimos anos foi caracterizada na aorta de cobaia,
uma possivel via de ativacdo do receptor EPs;z acoplado a uma Gis, com
envolvimento de uma peguena proteina G (small G protein), que por sua vez esta
acoplada a uma Rho quinase. Esta Rho quinase também est4 envolvida com a
contragdo do musculo liso vascular, através da inibicdo da miosina fosfatase e da
sensibilizagdo ao Ca®* (Somlyo e Somlyo, 2000; Fukata et al., 2001; Somlyo et al.,
2000). Assim, estudos adicionais sdo ainda necess&rios para 0 melhorar o
entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta relaxante para a BK através
daliberacéo de PGE, e ativacdo dos receptores EP na TC+E.

Curiosamente, nossos resultados mostram que outras vias sinalizadoras

relevantes freqlientemente envolvidas nas acdes da BK, tais como ativagéo de canais
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de K*, do NF-xB, PKA, C e G, FLA, e C ou MAPKs parecem nao contribuir para o
relaxamento mediado pela BK na TC+E. Neste contexto, o relaxamento causado
pela BK na TC+E parece envolver mecanismos ndo-classicos de transducgéo,
diferentes daguel es usualmente descritos nas agdes relaxantes da BK in vitro (Chand
et al., 1987; Pyne et al., 1997; Van Heuven-Nolsen et al., 1997; Teoh e Man, 2000;
Mazzuco et al., 2000; Mukhin et al., 2003).

Em resumo, os resultados do presente estudo fornecem suporte experimental
consideravel, indicando que a BK, semelhante a PGE,, induz relaxamento de
maneira concentracdo e tempo dependentes na TC+E através da ativagdo de
receptores B,, com estimulagdo da enzima COX-2 constitutiva e consequente
producdo de PGE,. Além disso, os efeitos da PGE, estéo relacionados com a ativacéo
de receptores EP;. Os dados agui apresentados também demonstram que aliberagdo de
NO, presumivelmente através da estimulagdo tanto da eNOS como da nNOS, também
contribui para a agéo relaxante da BK nesta preparacdo. Um evento novo e relevante
para 0s mecanismos envolvidos no relaxamento induzido pela BK na TC+E € sua
capacidade de ativar a EGFR-Trk, provavelmente levando a liberacdo de PGE,. Um
breve esgquema resumindo os eventos principais envolvidos no relaxamento da BK na
TC+E esta apresentado na Figura 16. Col etivamente, os resultados do presente estudo
fornecem uma visdo compreensiva a respeito dos possiveis mecanismos atraves dos
quais a BK induz contracéo ou relaxamento na TC, com énfase no papel do epitdio e
dos prostanbides presentes no mesmo. A sindizacdo intracelular envolvida nas

respostas contracturantes e relaxantes para a BK foram também objeto de investigacéo
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no presente estudo, e os resultados obtidos demonstram a participagdo de um
complexo mecanismo de sindizagdo intracelular, inclui entre outros, a participacéo da
COX-2 presente congtitutivamente, tanto no efeito contratil como no relaxante, com
liberacdo de elevados niveis de PGE, que, por sua vez, ativaria receptores EP;.
Acopladas as agbes da BK na TC, edtariam também as enzimas eNOS e nNOS
responsaveis pelaliberacdo de NO, tanto do epitélio, como dos terminais nervosos e/ou
musculo liso, onde exercem um importante efeito rel axante sobre este tecido. Do ponto
de vista das vias intracelulares, os resultados do presente estudo indicam que vias de
sinalizacdo importantes e comumente associadas com as agdes da BK como a FLC,
inositol trifosfato, PKC, AMPc, GMPc, MAPKS, entre outros, ndo parecem participar
das agdes da BK na TC. Porém, um resultado importante até aqui ainda ndo
demonstrado, foi a observacéo de que a EGFR-Trk parece ser uma importante via de
sinalizacdo das acles relaxantes da BK na TC. Soma-se aisso 0 possivel envolvimento
da bomba Na'-K*-ATPase, que surge como nova via sindizadora, inclusive com o
envolvimento aternativo da transativacdo com o proprio EGFR-Trk. Finamente,
merece destague o fato de que, embora sgja bastante conhecido, as agdes da BK na
ativacdo dos receptores B, sofrem frequientemente dessensibilizac&o, os resultados do
presente estudo mostram que na TC, apenas a resposta contratil a BK é suscetivel ao
fendmeno de dessensibilizacdo, um efeito que pode ser completamente prevenido por
inibidores da COX-2. Assm, com base nos presentes resultados, pode-se afirmar que
aBK, em conjunto com os prostandides e 0 NO exerce um papel modulador contrétil e

relaxante importante nas vias aéreas de cobaias.
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Figura 16 - Possiveis mecanismos envolvidos no relaxamento induzido pela BK na TC+E.
A BK causa suas respostas relaxantes através da ativacéo de receptores B,. A estimulagdo
dos receptores B, leva a ativacdo da COX-2 e aliberacéo de PGE,. Pelo menos em parte, as
acOes da BK sdo dependentes da liberacdo de PGE,, provavel mente atuando via receptores
EP;. Outro componente da resposta relaxante da BK € a via da L-arginina/NO. A trans-
ativacdo do EGFR-Trk parece ser também envolvida nas respostas relaxantes da BK e
poderia ativar a COX-2, que por suavez, liberariaa PGE; e/ou modularia as XNOS..
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ANEXO |

Tabela 1 — Influéncia de diferentes drogas que interferem sobre a via da adenilato
ciclase/AMPc sobre o relaxamento induzido pela bradicinina (100 nM) na traquéia isolada
de cobaia com epitélio. As respostas estdo representadas em vaores absolutos (mg de
tensdo) ou percentagem de resposta em relacéo ao relaxamento causado pelo nitroprusiato
de sodio 100 nM (% darespostaMax. NPS 100 nM).

Drogas Inibicéo Relaxamento (mg) N

(concentragéo M) (% Resposta Maxima ao NPS 100 nM)
Antes depois

HA 1004 (10 uM) PKCePKG -367+41mg -363+22,3mg 7
(72,3 4,5 %) (68,9+ 6,5 %)

MDL 12,3302 (10 uM) adenilato ciclase -297+ 22,9 mg -303+28 7
(71,48 + 17%) (73,2 + 21%)

ODQ (10 uMm) guanilato ciclase -337+£28 -312+ 36,6 6
(68 + 3,78%) (66,3 + 11%)

KT 5720 (3uM) PKA -366 + 33 mg -325+ 31 mg 6
(71,06 £ 6,4 %) (63,1 £ 6,01%)

KT 5823 (3 uM) PKG -350+ 73 mg -370+ 88 mg 7
(67,96 + 14,17%) (71,84 + 17%)
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ANEXO 11

Tabela 2 - Influéncia de diferentes drogas que interferem sobre as vias da fosfolipase C,
fosfolipase A, proteina quinase C e Pl; quinase, sobre o relaxamento induzido pela
bradicinina (100 nM) na traguéia isolada de cobaia com epitélio. As respostas estdo
representadas em valor absoluto (mg de tensdo) ou percentagem de resposta em relacéo ao

relaxamento causado pelo nitroprusiato de sddio 100 nM (% da resposta Max. NPS 100

nM).
Drogas Inibicédo Relaxamento (mg) N
(concentragéo M) (% Resposta Maxima ao NPS 100 nM)
Antes Depois
U73122 (300 nM) FLC -310 £33 mg -346 £ 33
(77,16 + 8,2 %) (86,12 = 8,2%)
Quinacrina (100 uM) FLA, -364 + 56mg -368 + 42 mg
(65,0 £ 10 %) (65,71 7,5 %)
PACOOF; (10 uM) FLA, -278+48 mg -290 + 87
(69,2% 17,5 %) (72,1 £ 21,6 %)
GF 109203x (3 uM) PKC -317+12mg -303+ 17
(59,8+ 2,26 %) (57,16+ 3,2%)
Estaurosporina (100 nM) | PKC -365 + 54 mg -385+ 50 mg

(65,14 + 18,3%)

(67,15 + 13,2 %)
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ANEXO 11

Tabela 3 - Influéncia de diferentes drogas inibidoras da sintese protéica e de fatores de
transcricao sobre o relaxamento induzido pela bradicinina (100 nM) na traquéiaisolada de
cobaia com epitélio. As respostas estdo representadas em valor absoluto (mg de tensdo) ou
percentagem de resposta em relagdo ao relaxamento causado pelo nitroprussiato de sodio
100 nM (% darespostaMax. NPS 100 nM).

Drogas Inibicéo Relaxamento (mQ) N

(concentragdo M) (% Resposta Maxima ao NPS 100 nM)
Antes Depois

Dexametasona (10 uM) | Sintese protéicae FLA; |-368 + 6,5 mg -480+ 8,9 mg* 6
(69,3£1,2%) (90,19+ 1,7 %)

Beclometasona (10 uM) | Sintese protéicae FLA, |-354+12.6 -356 £ 13.5 6
(21,0+ 6.3 %) (18.3+5.6)

Wortimanina (300 nM) | Pl; quinase -360 + 41,0 mg -360 + 70,0 5
(66,0 + 7,52 %) (66,05 + 12,48 %)

SB 203580 (1 uM) MAP quinase -308 £ 56 mg -256 + 12 5
(77,7 £ 18,3 %) (58,19 + 24,6 %)

PDTC (10 uM) NF-xB -368 £ 6,5 mg -430+£9,3mg 7
(70,3+ 1,2 %) (81,131 1,75 %)

PD 98059 (10 uM) MAPK -325+ 10,5 -375+9,3 7
(61,32+2,0%) (70,22 £ 1,73 %)

* P <0,01; difere significantemente do grupo controle.
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ANEXO IV

Tabela 4 - Influéncia de diferentes drogas bloqueadores de canais de potéssio e inibidores
do EDHF (fator hiperpolarizante derivado do endotélio) sobre o relaxamento induzido pela
bradicinina (100 nM) na traquéia isolada de cobaia com epitélio. As respostas estdo
representadas em valor absoluto (mg de tensdo) ou percentagem de resposta em relacéo ao
relaxamento causado pelo nitroprusiato de sodio 100 nM (% da resposta Max. NPS 100
nM).

Drogas Blogueio de canais de| Relaxamento (mg) N

(concentragdo M) K* e do EDHF (% Resposta Maxima ao NPS 100 nM)
Antes depois

4- AP (1 mM) Kv eKj -268 + 28,1 mg -312+ 25,0 mg
(72,8 £ 8,9%) (84,75 6,8 %)

Apamina (100 nM) Small Ky -260+ 19,6 mg -268 + 20,0 mg
(71,2 £ 5,48 %) (73,4£5,5%)

Caribdotoxina (100 nM) | Maxi-K¢ca e 1Kca -281+ 12,0 mg -318 + 30,2 mg
(68,3£2,9%) (80,26 = 7,6 %)

| beriotoxina (100 nM) Maxi-K 4 -350+ 17,0 mg -398+ 74,3 mg
(77,2+ 3,8 %) (87,8+ 16,4 %)

Apamina (100 nM) +|EDHF -268 £ 20,0 mg -296 £ 39,4 mg

Caribdotoxina (100 nM) (68,5 + 5,3 %) (75,7 £ 9,9 %)

*** P < (0,001, difere significantemente do grupo controle.
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