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1 - INTRODUÇÃO

As cininas bradicinina (BK) e Lys-BK (calidina) são oligopeptídeos 

formados endogenamente, que contêm em suas estruturas a seqüência da 

bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) e que atuam principalmente 

como hormônios locais através de mecanismos autócrinos e parácrinos. As cininas 

podem ser encontradas em insetos, répteis, anfíbios e mamíferos.

Um dos primeiros registros a respeito das cininas foi feito por Abelous e 

Bardier (1909), quando observaram que após injeção intravenosa de algumas 

frações extraídas da urina humana ocorria queda na pressão arterial no homem. Tal 

efeito foi atribuído, na ocasião, a um hormônio circulante e que não seria 

produzido nos rins. Na busca do local onde este hormônio estaria sendo produzido, 

Kraut et al (1930) localizaram no pâncreas uma substância com o mesmo princípio 

hipotensor descrito por Abelous e Bardier (1909), que denominaram de calicreína. 

Werle et al (1937) observaram que quando a calicreína era incubada no plasma, 

liberava uma potente substância estimuladora do músculo liso, sendo que esta 

substância liberada não era produto da quebra da calicreína, mas sim, o produto da 

quebra de uma proteína plasmática. Este produto foi denominado calidina e 

sugeriram o nome calidinogênio para o seu precursor protéico inativo presente no 

plasma (Werle e Berek, 1948). Os autores concluíram que a calidina, substância



farmacologicamente ativa, era liberada de um precursor através da ação 

proteolítica da enzima calicreína. Alguns anos depois, Rocha e Silva e 

colaboradores (1949), no Brasil, descobriram que o plasma de cão incubado com 

venenos de certos tipos de cobras ou com tripsina, causava, quando injetado 

intravenosamente, diminuição da pressão arterial de cão, além de causar contração 

lenta no íleo de cobaia in vitro. Devido à esta contração lenta causada no íleo, os 

autores denominaram esse polipeptídeo de bradicinina, palavra derivada do grego 

kineo, mover, e bradys, lento. Posteriormente, Werle e Maier (1952) observaram 

que a BK e a calidina eram formadas em condições similares e apresentavam as 

mesmas ações farmacológicas, o que levou os autores a suporem que ambas 

estavam altamente relacionadas e que derivavam do mesmo substrato. A 

confirmação dessa proposta veio em 1960, quando Elliot et al. isolaram a BK 

formada pela reação da tripsina com a globulina, e o peptídeo foi finalmente 

sintetizado por Boissonnas et al. (1960). Com a disponibilidade da BK sintética, 

inúmeros trabalhos passaram a relatar as importantes ações mediadas por esse 

peptídeo.

As cininas são formadas em vários órgãos e podem ser detectadas em 

secreções (urina, saliva, suor), fluido intersticial e, sob algumas circunstâncias 

(inibidores da cininase), no sangue. A meia-vida sistêmica das cininas é bastante 

pequena (15 a 30 segundos), portanto a sua concentração nos fluidos biológicos



também é baixa (cerca de 10'^^ mol/1) (Sharma e Buchanan, 1994). As cininas são 

formadas a partir de diversos cininogênios, que podem ser a-globulinas de alto 

(626 aa, 8 8 a 120 kD) ou de baixo peso molecular (409 aa, 50 a 6 8 kD) (Hall, 

1992; Margolius, 1995), por ação de enzimas formadoras de cininas, as 

cininogenases. A cininogenase mais conhecida é a calicreína (Carretero e Scicli, 

1991; Bhoola et al., 1992; Carretero et al, 1993). As calicreínas podem ser de dois 

tipos: plasmática e tecidual, as quais diferem entre si quanto ao peso molecular, 

origem, propriedades bioquímicas e ações farmacológicas sobre o cininogênio. Um 

único gene codifica a calicreína plasmática (Schachter, 1980). As calicreínas 

teciduais são glicoproteínas ácidas, produtos de uma família de gens que são em 

número de 3 na espécie humana, mais de 20 no rato e 24 no camundongo. Os gens 

são expressos em diversas células epiteliais ou secretórias, incluindo glândula 

salivar, pâncreas, próstata, intestino e néfiron distai, além de também existir em 

neutrófilos. A calicreína circula na forma inativa, a pré-calicreína (zimogênio) 

(Margolius, 1995). Ainda não são conhecidos os fatores que estimulam a produção 

de calicreína ou como esta é armazenada. A calicreína plasmática é uma proteinase 

sérica diferente da calicreína tecidual, mas que carrega o mesmo nome (Bhoola et 

al, 1992).

A pré-calicreína (fator de Fletcher) encontrada no plasma pode ser ativada 

por ação do fator de Hageman ativado (Mandle et al., 1976; Kaplan et al., 1992). A



ativação do fator de Hageman está relacionada com a estimulação de um grande 

número de enzimas proteolíticas que circulam como precursores inativos e levam a 

um complexo de mecanismos reativos, dos quais os mais proeminentes são: 

coagulação sanguínea, fibrinólise, formação de cininas plasmáticas e reações 

envolvendo complemento (Regoli e Barabé, 1980). Quando o sistema é ativado, 

inicia-se a formação de trombos junto com a liberação de cininas nas superfícies 

endotelial e subendotelial (Burch et al., 1990). O fator de Hageman inativo pode 

ser estimulado por ação da calicreína através de uma reação de feedback positivo 

(Cochrane et al., 1973). A calicreína plasmática age sobre o cininogênio de alto 

peso molecular liberando BK, enquanto que a calicreína tecidual libera calidina 

atuando sobre o cininogênio de alto e de baixo peso molecular (Jacobsen, 1966; 

Pierce e Guimarães, 1977). As cininas formadas no plasma difundem-se através 

das paredes capilares ou via sistema linfático para os tecidos e são rapidamente 

inativadas pelas diversas cininases contidas no plasma e nos tecidos (Farmer e 

Burch, 1991; Burch et al., 1993). Há enzimas no sangue que atuam na porção N 

terminal das cininas, convertendo a Met-Lys-BK (cinina liberada somente em 

condições ácidas e in vivo) em Lys-BK e esta em BK, denominadas 

aminopeptidases. A tripsina também atua dessa mesma forma, porém esta enzima é 

ativa somente em condições especiais e pode converter apenas uma pequena fração 

de Lys-BK em BK (Regoli e Barabé, 1980; Linz et al., 1995). Uma vez que essas



duas classes de enzimas, aminopeptidases e tripsina, não são ativas contra a BK, 

presume-se que as enzimas que atuam na porção N terminal não têm papel 

importante no processo de inativação das cininas. As enzimas mais importantes 

envolvidas na degradação das cininas são aquelas que atuam na porção C terminal 

das cininas, chamadas cininases. Estas enzimas são encontradas no sangue, nas 

células endoteliais e outros tecidos (Campbell et ai, 1993). As principais cininases 

são: cininase I, cininase II e encefalinases. As cininases I também são conhecidas 

como carboxipeptidases M (plasma sanguíneo) e N (membranas), as quais 

removem do terminal C o aminoácido arginina (Arg) formando a des-Arg^-BK 

(DABK) e a Lys-des-Arg^-BK (des-Arg^®-calidina) (Lys-DABK) (Regoli e Barabé, 

1980; Marceau, 1995). As cininas são predominantemente metabolizadas por 

enzimas que são idênticas à enzima conversora da angiotensina I (EGA) ou 

cininase II (Erdõs, 1990). Essas enzimas removem o dipeptídio do terminal C, 

resultando na completa inativação das cininas. As encefalinases são 

endopeptidases neutras, as quais apresentam a mesma atividade que a cininase II 

(Marceau, 1995; Linz et al., 1995; Margolius, 1995). A cininase II tem maior 

afinidade pela BK e Lys-BK do que a cininase I, sugerindo que, provavelmente, a 

formação dos metabólitos ativos des-Arg^, provavelmente não ocorre in vivo sob 

condições fisiológicas (Marceau, 1995). Assim, a formação da DABK foi 

observada apenas no exsudato infiamatório, onde a formação de fibrina, aumenta a



atividade da cininase I, sendo que esta última passa a predominar sobre a cininase

II (Campbell et ai, 1990). Este procedimento está bastante estudado no exsudato 

nasal, onde a Lys-BK é a cinina predominante que sofre ação das 

carboxipeptidases, as quais atuam sobre a Lys-BK dando origem à BK ou Lys- 

DABK e/ou DABK. Este último metabólito ativo é o mais estável no exsudato 

inflamatório (Proud et ai, 1987; Baranuik etal., 1990).

Quando formadas, as cininas, incluindo a BK, participam de diversos 

processos fisiopatológicos, tais como a regulação da pressão arterial, o controle do 

tônus da musculatura lisa do trato gastrintestinal e das vias aéreas, na produção da 

dor, reações alérgicas e em vários estados relacionados aos processos inflamatórios, 

tanto agudos quanto crônicos, como a rinite, a asma, a gota, o choque séptico, a 

pancreatite entre outros (ver para revisão: Regoli e Barabé, 1980; Proud e Kaplan, 

1988; Burch et al, 1990; Steranka e Burch, 1991; Bhoola et al, 1992; Hall, 1992; 

Dray e Perkins, 1993). As cininas são conhecidas por causar potente efeito 

vasoativo, promovendo dilatação venular e aumento da permeabilidade vascular, 

causando também mudanças vasculares resultando em enxaqueca, infarte do 

miocárdio, sindrome carcinóide e síndrome de hiperbradicinismo. O efeito 

predominante das cininas na circulação sugere um possível papel no controle do 

sistema cardiovascular, atuando como agentes protetores contra hipertensão (Regoli 

e Barabé, 1980; Wang et al, 1991). É também conhecido que os níveis plasmáticos



de BK e de seus principais metabólitos, a DABK e a Lys-DABK, estão aumentados 

em vários processos inflamatórios (Regoli e Barabé, 1980; Hargreaves et al, .1988; 

Damas et al, 1990). Além disso, a injeção de BK produz dor pela ativação e/ou 

sensibilização de fibras aferentes nociceptivas do tipo Aô e C (Collier e Lee, 1963; 

Franz e Mense, 1975; Szolcsányi, 1987). A BK pode também modular a 

neurotransmissão autonômica para alguns neurotransmissores em vários músculos 

lisos (Zetler e Kampmann, 1979; Huidobro-Toro et al, 1986; Llona et al, 1987, 

Acevedo et al, 1990; Llona et al., 1991).

As cininas medeiam um grande número de processos através da 

estimulação dos receptores próprios de membrana (Regoli e Barabé, 1980; 

Marceau et al, 1983; Proud e Kaplan, 1988; Bhoola et al, 1992; Regoli et al., 

1993; Marceau, 1995). A classificação mais aceita atualmente quanto aos tipos de 

receptores para as cininas é aquela proposta por Regoli e Barabé (1980), ou seja, 

existem dois tipos de receptores, Bj e B2. Essas evidências foram baseadas 

inicialmente em estudos utilizando agonistas e antagonistas seletivos das cininas e 

foram confirmados recentemente com estudos de binding e finalmente com a 

clonagem dos dois receptores (McEarchem et al., 1991; Hess et al., 1992; Menke 

et al., 1994; Macneil et al, 1995). Entretanto, existem trabalhos sugerindo a 

existência de outros subtipos de receptores para as cininas, como Saha et al (1990, 

1991) que propõe que as respostas contráteis e relaxantes causadas pela BK no



esôfago de gambá seriam mediadas através da estimulação de receptores B3, B4 e 

B5. Regoli et al. (1993), com base em estudos farmacológicos, sugeriram a 

existência de subtipos de receptores B2; o subtipo B2A estaria presente no coelho, 

cão e possivelmente no homem, enquanto o receptor B2B seria encontrado na 

cobaia, camundongo e rato. Atualmente essas hipóteses sugerindo a existência de 

subtipos de receptores obtidos principalmente com o uso de antagonistas, foram 

descartadas, considerando que as diferenças observadas decorrem sobretudo de 

composições distintas de receptores B2 existentes entre as espécies estudadas (Hall 

et al., 1993).

Os receptores Bj são mais sensíveis aos metabólitos originados da ação da 

cininase I, a DABK e a Lys-DABK. Tais metabólitos foram considerados inativos 

até que Erdõs e Sloane (1962) demonstraram suas atividades biológicas. A partir 

de então, surgiu a idéia de que os fragmentos das cininas sem o terminal C arginina 

estariam envolvidos em condições fisiológicas e patofisiológicas, atuando como 

ligantes endógenos dos receptores B}. A expressão dos receptores B^ parece estar 

restrita a alguns tecidos, como por exemplo músculos lisos vasculares (arterial e 

venoso). Em uma preparação típica contendo receptores Bi, foi observado que na 

presença do inibidor da cininase I, o ácido DL-2-mercaptometil-3- 

guanidinoetiltiopropiônico (mergetpa), a resposta à BK era significativamente 

reduzida, sugerindo que a ação da BK nos receptores Bj nesta preparação deve-se



principalmente à sua conversão em seu metabólito ativo, a DABK (Barbiuk et al., 

1982; Regoli et al., 1986). Estudos funcionais e bioquímicos demonstraram que, 

na preparação de aorta de coelho, a DABK é cerca de 10 vezes mais potente do que 

a.BK e a Lys-DABK é acima de 10 vezes mais potente em relação à Lys-BK. 

Curiosamente, esses metabólitos não apresentaram qualquer efeito em outras 

preparações clássicas como íleo de gato e de cobaia e útero de rato (Suzuki et al, 

1969; Barabé et al., 1977), ou seja, são inativos em preparações que só apresentam 

receptores B2. Na maioria das vezes, o efeito mediado pelo receptor Bj é uma 

contração no músculo liso, apesar de que algumas vezes ele pode causar 

relaxamento como na artéria mesentérica de coelho (Churchill e Ward, 1986) e na 

artéria renal de cão (Rhaleb et al, 1989). Com o surgimento dos antagonistas 

seletivos para os receptores Bj baseados na estrutura da DABK, foi possível a 

comprovação quanto à classificação dos receptores Bj em algumas preparações. 

Regoli e colaboradores mostraram que a substituição da posição oito na estrutura 

da DABK pela leucina resultou em um antagonista de alta afinidade (des-Arg^-

Q

[Leu ]-BK) para os receptores Bj, apresentando valor de pA2 de 6,75 na aorta de

Q 9coelho. A des-Arg -[Leu ]-BK mostrou-se inativa em receptores B2 (Regoli et al., 

1990), e até hoje permanece como o antagonista de receptores Bi mais utilizado,

9 8apesar de existirem outros como a Lys-des-Arg -[Leu ]-BK. Os receptores Bj têm 

localização restrita, sendo que muitas vezes co-existem com os receptores B2. Os



receptores Bj também podem ser expressos em culturas de células e outros tecidos 

de ratos, camundongos, suínos, bovinos e humanos. Além disso, eles foram 

também demonstrados in vivo. Contudo, não há qualquer registro de receptores Bj 

em cobaias (Hall, 1992; Marceau, 1995).

Os receptores Bj apresentam uma característica própria, ou seja, a 

capacidade de serem induzidos após longo período de incubação in vitro, após 

lesão tecidual ou na presença de certos processos inflamatórios. Tais efeitos são 

mais facilmente observados em experimentos in vitro, onde a maioria das 

preparações sensíveis à DABK não respondem ao peptídeo nas primeiras horas de 

incubação, sendo que as respostas aparecem gradualmente após algumas horas. 

Este fenômeno foi descrito pela primeira vez na veia mesentérica anterior isolada 

de coelho, onde a DABK induz contração, sendo que esse efeito era inexistente no 

início dos experimentos, mas aumentava gradativamente com o tempo de 

incubação in vitro, ocorrendo a resposta máxima 6 h após (Regoli et al., 1978). 

Este aumento da resposta dos receptores Bj in vitro é totalmente inibido após 

incubação prévia das preparações com inibidores da síntese protéica, incluindo a 

cicloheximida, não apenas nesta preparação mas também nas demais onde o 

receptor B^ apresenta as mesmas características (Regoli et al., 1978; Marceau et 

al, 1980; Whaley et al., 1983; Bouthillier et al, 1987; deBlois et al., 1988, 1991; 

Campos e Calixto, 1994). Esse efeito está bastante estudado na aorta isolada de



coelho e, ao que se sabe, o aumento da resposta mediada por receptores Bj requer a 

ativação de um ou mais genes, além da expressão do RNAm(s); translocação a 

nível dos ribossomos e transporte da proteína do retículo endoplasmático ao 

aparelho de Golgi (para revisão ver Marceau, 1995). No caso do receptor B2  

também estar presente junto com o receptor Bj, no processo de indução dos 

receptores Bj, as respostas mediadas pelo receptor B2 muitas vezes permanecem 

inalteradas (Marceau et al., 1980; Campos e Calixto, 1994) ou podem sofrer 

diminuição (Campos e Calixto, 1995). O aumento da resposta do receptor Bi in 

vivo é bem caracterizada por um método de indução do processo inflamatório 

através da injeção intravenosa contendo uma dose subletal de lipopolissacarídeo de 

Escherichia coli (LPS) em coelhos. Cinco horas após a injeção de LPS, a injeção 

intra-arterial de DABK ou de Lys-DABK exógenas, determinam hipotensão dose- 

dependente, sendo que os animais controle não respondem à DABK ou à Lys- 

DABK (Marceau et al., 1983). Além disso, foi também demonstrado que alguns 

músculos lisos removidos dos animais tratados previamente com LPS, como os 

tecidos vasculares, apresentaram resposta contrátil à DABK na primeira hora de 

, incubação in vitro, sugerindo que esta resposta foi adquirida in vivo antes do 

sacrifício do animal (Regoli et al., 1981; Sugihara et al., 1991). Por outro lado, 

outras substâncias também induzem aumento da resposta aos receptores Bj, como 

por exemplo o dipeptídeo muramil (MDP) (Marceau et al., 1984; Boutillier et al..



1987), algumas citocinas como a interleucina-l|3 (IL-lp) ou IL-2, ambos também 

demonstrados na aorta de coelho (deBlois et al., 1988; 1989). Após diversos 

estudos na preparação da aorta de coelho, deBlois et al. (1991) sugeriram o 

envolvimento das citocinas no processo de indução dos receptores Bj, sendo que a 

sensibilização espontânea às cininas pode ser dependente da produção local de 

interleucina. Isso se deve ao fato que todos os estimulantes mencionados acima 

(LPS, MDP, IL-1 e IL-2) induzirem a síntese de IL-1 em diversos tipos celulares. 

Entretanto, a indução espontânea de receptores Bi não é inibida por antagonistas 

das citocinas, como o antagonista do receptor da IL-1 (IRA) na aorta isolada de 

coelho (Petitclerc et al., 1992). Esse efeito do aumento da resposta aos receptores 

Bi também já foi demonstrado em outros modelos experimentais, tanto in vitro 

quanto in vivo (Hall, 1992; Marceau, 1995; Campos e Calixto, 1995; Campos et 

al, 1995; 1996).

Está atualmente bem estabelecido que os receptores B2 medeiam a maioria 

das ações das cininas sob condições fisiológicas. São ativados tanto pela BK como 

pela Lys-BK, as quais são equipotentes, enquanto que os metabólitos ativos da 

cininase I são inativos nestes receptores. Esses receptores medeiam a contração 

induzida pela BK no útero de rato e no íleo da gato (Barabé et al., 1977), além 

disso são constitutivos e estão, de maneira geral, amplamente distribuídos no 

organismo, podendo ser localizados em tecidos de várias espécies animais, tanto a



nível central quanto periférico. A BK tem diversos efeitos nas fibras autonômicas 

eferentes e sensoriais, incluindo despolarização de membrana plasmática e 

modulação da liberação do neurotransmissor, efeitos esses mediados pelos 

receptores B2 (Steranka et al., 1988). Sua caracterização por muito tempo foi 

realizada utilizando-se agonistas e antagonistas seletivos, assim como para o 

receptor Bi. O primeiro antagonista seletivo desenvolvido para os receptores B2 foi 

o [D-Phe^]-BK (Vavrek e Stewart, 1985). Outros antagonistas seletivos mais 

potentes surgiram, como por exemplo o HOE 140, que apresenta alta seletividade 

para os receptores B2, sendo ativo tanto in vitro como in vivo (Lembeck et al., 

1991; Hock et al., 1991; Wirth et al., 1991). O primeiro antagonista B2 não- 

peptídico, o WIN 64338, também mostrou-se bastante seletivo (Sawutz et al., 

1994). Embora estudos bioquímicos e farmacológicos tenham sugerido a existência 

de subtipos de receptores B2 (ver para revisão: Hall, 1992; Farmer e Burch, 1992), 

dados recentes indicam que essas diferenças de ação parecem estar relacionadas 

principalmente com pequenas variações existentes nesses receptores entre as várias 

espécies estudadas, evidenciadas principalmente com relação à potência de 

antagonistas (Hall et al., 1993; Hess et al., 1994).

Com o emprego de técnicas de biologia molecular foi possível confirmar, 

até o momento, a presença de apenas dois tipos de receptores para as cininas, Bi e 

B2. Os estudos de binding auxiliaram na caracterização dos dois receptores como



sendo moléculas distintas. Os receptores foram clonados recentemente em 

fibroblastos humanos e em células de aorta de coelho (Menke et ai, 1994; Macneil 

et al.,1995), enquanto que os receptores B2 foram clonados em diversos tecidos de 

várias espécies animais, como no camundongo, rato e humano (McEachem et al, 

1991; Hess et al., 1992; Eggerikx et al, 1992; Powell et al., 1993; Mcintyre et al., 

1993; Hess et al., 1994;). Tanto os receptores como os B2 pertencem à família 

de receptores que apresentam 7 unidades transmembrana reguladas pelas proteínas 

G. Os receptores Bj e B2 humanos apresentam 36% de homologia entre si (Menke 

et al., 1994), sendo o receptor Bj (353 aa) um pouco menor do que o B2 (364 aa) 

(Webb et al, 1994). O receptor Bj de rato é composto de 366 aa com peso 

molecular de 41,7 KD e está acoplado à ativação da fosfolipase C. Hess et al. 

(1992) clonaram e caracterizaram farmacologicamente o gen do receptor B2  

humano em linhagem celular de fibroblastos pulmonares, e a proteína apresenta 

81% de semelhança com o receptor B2 de rato descrito por McEachem et al 

(1991). Os receptores B2 apresentam três sítios de glicosilação, bem como sítios de 

fosforilação para as proteínas quinase A e quinase C (PKA e PKC) (Hall, 1992). 

Além disso, sua seqüência de aminoácidos é altamente conservada entre as 

espécies já estudadas. A expressão dos receptores B2 por um único gene foi 

confirmada no trabalho realizado por Borkowski et al.{1995) onde eles produziram 

uma linhagem de camundongos em que o gene para o receptor B2 foi deletado. A



inativação do gen foi capaz de inibir completamente o aparecimento dos receptores 

B2, o que foi comprovado através de análise genética, bioquímica e farmacológica, 

sendo que esses animais não apresentaram quaisquer alterações fisiológicas 

aparentes. Já os receptores Bi, tanto humano (Menke et al., 1994) como de coelho 

(Macneil et al., 1995) apresentaram 78% de homologia entre si e, assim como o 

receptor B2, apresentam 3 sítios de glicosilação, além de sítios de fosforilação para 

aPKAeaPKC.

Entretanto, os segundos mensageiros intracelulares envolvidos nas 

respostas das cininas são complexos e, na maioria dos casos, são pouco 

conhecidos. Estudos bioquímicos demonstraram que a estimulação dos receptores 

para as cininas está ligada à maioria dos sistemas de segundos mensageiros já 

identificados, com exceção do AMPc. Sendo assim, o sistema efetor ativado em 

um determinado tecido vai depender de quais enzimas ou canais acoplados aos 

receptores presentes. A maior parte das respostas mediadas por ambos receptores 

envolve a ativação da fosfolipase C que, como resultado, aumentam os níveis do 

inositol trifosfato (IP3) e do diacilglicerol. Enquanto o IP3 libera Ca^^ intracelular 

do retículo sarcoplasmático, o diacilglicerol ativa diretamente a PKC (Hall, 1992; 

Farmer e Burch, 1992; Burch et al., 1993). Em inúmeros casos podem estar 

acoplados à fosfolipase Aj, estimulando dessa maneira, a produção de 

eicosanóides, ou, ainda, podem ativar a produção de óxido nítrico, aumentando.



assim, indiretamente os níveis de GMPc ou AMPc. Além disso, podem estar

1

acoplados a canais iônicos, como por exemplo os canais de Ca do tipo L 

sensíveis à voltagem. Em alguns casos a resposta à BK pode envolver a ativação 

de canais de ativados por Ca^^, resultando assim na hiperpolarização da 

membrana. Também já foi demonstrado que, em células epiteliais de pulmão de 

furão, a ativação do receptor da bradicinina ativa um tipo de receptor para a 

rianodina, denominado P4 (Giannini et al., 1992).

Entre os vários efeitos mais conhecidos das cininas, são característicos 

aqueles observados no trato gastrintestinal. Calixto e Medeiros (1992a) 

demonstraram que a BK e a DABK causam resposta bifásica no fundo de 

estômago isolado de rato, ou seja, relaxamento seguido de contração. O 

relaxamento é dependente da mucosa e, a resposta à DABK, mas não a da BK, é

9 8totalmente inibida na presença da des-Arg -[Leu ]-BK, antagonista seletivo de 

receptores Bj. Já na vesícula biliar de cobaia, foi demonstrado que a BK causa 

aumento da secreção de bicarbonato, principalmente através da liberação de PGE2  

(Baird e Margolius, 1989). Sabendo-se que as cininas desempenham papel 

importante nos processos inflamatórios, além de seus fisiológicos, tomam-se 

necessários mais estudos a respeito do mecanismo de ação desses peptídeos sobre 

o trato gastrintestinal, essencial para a compreesão do envolvimento das cininas 

principalmente nos processos patológicos.



2 - OBJETIVOS

O presente estudo foi realizado com o objetivo de:

1. Caracterizar com o auxílio de agonistas e antagonistas seletivos para 

receptores Bi e B2 para as cininas os subtipos de receptores envolvidos na resposta 

contrátil e relaxante para as cininas na musculatura lisa do fiindo de estômago de 

rato e na vesícula biliar de cobaia in vitro.

2. Investigar com o emprego de antagonistas específicos de vários 

receptores, antagonistas de canais iônicos e de sistema de transdução intracelular, 

alguns dos mecanismos envolvidos nas respostas contráteis e relaxantes para as 

cininas nestas duas preparações.



3 - MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 - Fundo de estômago isolado de rato.

3.1.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200 a 300 g, criados 

no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais 

foram alojados em gaiolas plásticas, mantidos em ciclo claro/escuro de 1 2 hs, com 

a temperatura constante de 23 ± 2 °C e alimentados com ração comercial e água ad 

libitum.

3.1.2 - Montagem da preparação

Após leve anestesia com éter, foi feita a secção dos vasos sanguíneos 

cervicais dos animais e a cavidade abdominal foi exposta e o estômago removido. 

Após lavar em solução de Krebs-Henseleit, a porção referente ao fundo do 

estômago foi separada, do qual, normalmente, eram retirados dois fragmentos do 

músculo longitudinal do fundo do estômago de cada animal, cada qual medindo 

cerca de 2 a 3 mm de largura e 15 a 20 mm de comprimento. As preparações foram 

montadas em cubas para órgão isolado contendo 5 ml da solução de Krebs- 

Henseleit com a seguinte composição (mM): NaCl 113; KCl 4,7; CaCl^ 2,5; 

NaHCOg 25; MgSO^ 1,1; KH^PO^ 0,9 e glicose 11 (pH = 7,2 mantida à 37 °C, 

continuamente borbulhada com 95 % de O2 e 5 % de CO2) (Calixto e Medeiros,



1992a). As preparações foram submetidas à tensão basal de Ig e permaneceram em 

equilíbrio por, no mínimo, 60 min antes da adição de qualquer droga. Durante o 

período de equilíbrio, a solução nutritiva foi renovada a cada 20 min. As mudanças 

na tensão isométrica foram registradas por transdutores de força F-60 (Narco 

Biosystem ou Letica 6006). Todos os experimentos foram sempre realizados na 

presença de captopril (3 |iM) a fim de evitar degradação das cininas pela cininase

II. As respostas contráteis ou relaxantes induzidas pelo agonista foram expressas 

como a média de tensão ± erro padrão da média (E.P.M.), relativa ao tônus 

induzido previamente pelo BaCl2 (300 }xM).

3.1.3 - Curvas concentração-resposta induzidas pelas cininas

Na tentativa de estabelecer a ordem de potência para BK e análogos, foram 

construídas curvas concentração-resposta (CCR) simples para BK, Met-Lis-BK, 

Tir8-BK, Hip3-BK e DABK (100 pM a 1 )iM), em preparações pré-contraídas com 

BaCl2 (300 jiM). Apenas uma única curva completa para cada agonista foi obtida 

em cada órgão, e a exposição a cada concentração do agonista restringia-se de 3 a

5  min, com renovação do líquido nutritivo e com 2 0 min de intervalo entre cada 

dose.



3.1.4 - Influência dos antagonistas de receptores Bi e Bo sobre a resposta bifásica 

induzida pelas cíninas

Em outra série de experimentos, após o período de equilíbrio, foram 

obtidas CCR completas à BK ou à DABK (100 pM a 3 p.M) na ausência ou na 

presença de HOE 140 (3 a 30 nM), antagonista B2, ou des-Arg^-NPC 17761 (10 

nM a 1 |J.M), antagonista Bj, em preparações pre'-contraídas com BaCl2 (300 fiM). 

Os antagonistas foram adicionados à preparação 10 min antes do agonista. Apenas 

uma única CCR completa ao agonista foi realizada em cada preparação. Com a 

intenção de corrigir eventuais alterações nas preparações no decorrer do 

experimento, em outras preparações foram realizadas CCR aos agonistas na 

presença do veículo no qual foi diluído o antagonista (solução salina tamponada, 

PBS).

Quando possível, foram calculados os valores aparentes de pA2 (isto é, o 

co-logarítmo da constante de dissociação de equilíbrio do antagonista, ou seja, do 

seu “Kb”) para cada antagonista de acordo com o método proposto por Schild e 

para isto foram utilizados diferentes concentrações dos antagonistas. O log (DR - 

1) foi projetado contra o log [B], onde os DR representam as razões entre os 

valores das CE^^s na presença do antagonista e da CE5 0 controle (na ausência do 

antagonista) menos 1, enquanto [B] representa a concentração molar do 

antagonista (Arunlakshana e Schild, 1959). O antagonismo foi considerado de



natureza competitiva simples quando o coeficiente angular da reta de regressão 

linear obtida pelo método de Schild não diferiu significativamente da unidade 

(Kenakin, 1993).

3.1.5 - Efeito de diferentes classes de drogas na resposta bifásica à BK e à DABK 

Para avaliar alguns dos mecanismos envolvidos na resposta bifásica à BK e 

à DABK no FER, em outra série de experimentos, após a obtenção de respostas 

estáveis para uma única concentração de BK ou DABK (100 nM), nos tecidos pré- 

contraídos com BaCl2  (300 |J.M), as preparações foram pré-incubadas com uma das 

seguintes drogas, adicionadas ao banho de 10 a 30 min antes, e novas respostas

foram obtidas em suas presenças: apamina (bloqueador de canais de K^ ativados

0-i-

por Ca , 1 p,M); forbol éster (ativador da PKC, 1 |j,M); estaurosporina (inibidor da

2+
PKC, 10 nM); nicardipina (antagonista de canais de Ca sensíveis à voltagem do 

tipo L, 1 |iM); cloreto de níquel (NÍCI2, antagonista de canais de Ca^"^ do tipo T, 

300 jj.M), N“-monometil-L-arginina (L-NMMA) e N“-nitro-L-arginina (L- 

NOARG) (inibidores da óxido nítrico sintetase, 100 jiiM), azul de metileno 

(inibidor da guanilato ciclase solúvel, 10 |j,M), pirilamina (antagonista de 

receptores histaminérgicos Hi, 1 )iM), cimetidina (antagonista de receptores 

histaminérgicos H2, 100 nM), metisergida (antagonista não-seletivo de receptores 

serotonérgicos, 100 nM), hexametônio (antagonista nicotínico, 100 p,M), WEB 

2086 (antagonista do receptor do fator de agregação plaquetária, 100 nM), FK 8 8 8



(antagonista de receptor NK^, 1 |iM), SR 48968 (antagonista de receptor 1 

|iM), MK 571 (antagonista de receptores para leucotrieno D4 e E4 (LTD^ e LTE^), 

100 nM), BW 755c (inibidor da ciclo- e lipoxigenase, 10 jiM), tetraetilamônio 

(bloqueador ganglionar, 10 jiM), fragmento 8 -37 do peptídeo relacionado ao gene 

da calcitonina (antagonista do receptor de CGRP, 1 jj,M) e [D-P-Cl-Phe^, Leu^^]- 

peptídeo intestinal vasoativo (antagonista do receptor VIP, 1 ^iM), e novas 

respostas foram obtidas em suas presenças.

Com o objetivo de estudar a contribuição do Ca^^ extracelular na resposta 

bifásica induzida pela BK ou pela DABK no FER pré-contraido com carbacol (10

a 30 nM), que foi utilizado no lugar do BaCl2 porque a sua contração é mais

2"^ 2*t“ resistente em meio sem Ca , por utilizar principalmente Ca dos estoques

intracelulares. Após a obtenção de duas respostas bifásicas controle reproduzíveis

para ambos os peptídeos nas preparações mantidas em solução de Krebs normal,

usado para induzir tônus, foram transferidas para solução sem Ca^^ mais EGTA (1

mM) e diversas respostas aos peptídeos foram obtidas em meio sem Ca^^.

3.1.7 - Influência do tratamento dos animais com endotoxina de Escherichia coli

Para analisar se as respostas mediadas pelos receptores B| no FER podem

ser influenciadas pelo tratamento com LPS, em um outro grupo experimental, os

animais foram tratados com endotoxina de E. coli (LPS, 10 |ig/animal, i.v.) 24 h



antes dos experimentos. As preparações foram montadas como descrito 

anteriormente e, após a pré-contração com BaCÍ2 (300 |iM), CCR simples foram 

obtidas para a BK ou para a DABK (100 pM a 1 )iiM) e foram comparadas com as 

obtidas em preparações oriundas de animais controle (tratados com salina).

3.2 - Vesícula biliar isolada de cobaia

3.2.1 - Animais

Foram utilizadas cobaias de ambos os sexos (300 - 400 g) criadas no 

Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais 

foram mantidos em gaiolas plásticas, em temperatura ambiente com ciclo 

claro/escuro de 1 2 h, com livre acesso à ração, vegetais frescos e água.

3.2.2 - Montagem da preparação

Após anestesia com éter, os animais foram sacrificados com golpe na 

cabeça seguido de deslocamento cervical, e tiveram a cavidade abdominal exposta 

e a vesícula biliar foi removida. Após lavar em solução de Krebs-Henseleit, a 

vesícula biliar foi dividida, normalmente, em 4 tiras (3 a 4 mm de largura por 10 a 

15 mm de comprimento). Cada preparação foi colocada em uma cuba para órgão 

isolado contendo 5 ml da solução de Krebs-Henseleit (composição (mM): NaCl 

113; KCl 4,7; CaCl2 2,5; NaHC0 3 25; MgSO^ 1,1; KH^PO^ 0,9 e glicose 11), 

mantida em pH = 7,2 à 37 °C, continuamente oxigenada com 95 % de O2 e 5 % de 

CO2. As mudanças na tensão isométrica foram registradas por meio de



transdutores de força F-60 (Narco Biosystem ou Letica 6006), sob tensão basal 

contínua de 0,5 g. As preparações permaneceram em equilíbrio por, no mínimo, 2 

h antes da adição de qualquer droga, durante a qual a solução nutritiva foi 

renovada a cada 20 min. Todos os experimentos foram realizados na presença de 

captopril (3 |iM) para evitar a ação da cininase II. As respostas contrateis induzidas 

pelos agonistas foram expressas em gramas de tensão ± E.P.M..

3.2.3 - Curvas concentração-resposta às cininas

Após o período de equilíbrio de duas horas, e com a intenção de confirmar 

a viabilidade dos tecidos, as preparações foram expostas ao cloreto de potássio 

(KCl 80 mM, preparado por substituição equimolar do NaCl 74,4 mM por KCl) 

como estímulo padrão. Após a lavagem, as preparações foram novamente 

colocadas em solução normal e após o retomo à linha de base (cerca de 30 min), 

foram construídas CCRs à BK e análogos. As CCRs completas para todos os 

agonistas foram realizadas com base no método cumulativo (Van Rossum, 1963). 

Cada nova concentração do agonista era adicionada somente quando o efeito da 

última concentração havia se estabilizado. Para verificar a ocorrência de 

dessensibilização na contração induzida por BK na vesícula biliar de cobaia, em 

experimentos iniciais (n = 5) foram realizadas várias CCRs consecutivas à BK (1 

pM à 10 |iM) na mesma preparação a intervalos de 60 min de intervalo entre cada 

curva. Assim, foram construídas curvas CCRs aos 30, 60 e 120 min após o período



de equilíbrio das preparações. Como não foi observada dessensibilização 

significativa em duas curvas consecutivas para a BK, não foram realizadas mais do 

que duas CCRs completas à BK ou peptídeos relacionados, na mesma preparação. 

Cada preparação foi exposta a um único agonista.

3.2.4 - Influência do cálcio na resposta contrátil à BK

2"^"Para confirmar o possível envolvimento do Ca extracelular na contração induzida 

pela BK na vesícula biliar de cobaia, decorridas duas horas de equilíbrio, as 

preparações foram transferidas para solução de Krebs sem Ca contendo 1 mM de 

EGTA, onde permaneceram por cerca de 20 min. Durante esse período, a solução 

foi renovada a cada 5 min. Após este período, as preparações foram mantidas em 

solução sem Ca^^ por 10 min e foram então obtidas CCRs à BK (0,1 pM a 10 |iM). 

Em outra série de experimentos as preparações foram incubadas durante 20 min 

com rianodina (alcalóide que interfere com os canais de Ca do retículo 

endoplasmático, 10 jiM) e uma nova CCR completa para à BK foi obtida em 

solução sem Ca e na presença de rianodina (10 |^M). Em outro grupo 

experimental, as preparações de vesícula biliar de cobaia permaneceram em 

equilíbrio por 2 h em Krebs normal. Logo após foram obtidas CCRs à BK na 

ausência ou na presença de nicardipina (inibidor de canal de Ca^^ do tipo L, 1 jJ.M), 

incubada 2 0 min antes.



3.2.5 - Efeito dos prostanóides e da PKC na resposta contrátil à BK

Com o objetivo de investigar o possível envolvimento de prostanóides na 

resposta contrátil induzida pela BK em vesícula biliar de cobaia, seguindo o 

período de equilíbrio de 2 h, foram obtidas CCRs à BK (0,1 pM a 10 |iM) na 

ausência ou na presença das seguintes drogas adicionadas ao banho 2 0 min antes 

da adição da BK: indometacina (3 ^iM), ibuprofeno (30 jaM) (ambos inibidores da 

cicloxigenase), fenidona (inibidor da lipoxigenase, 30 |iM), dazoxiben (inibidor do 

tromboxano (TXA2)-sintase, 30 nM) ou MK 571 (antagonista seletivo do 

receptor de LTD^ e LTE4, 100 nM). Em um outro grupo de experimentos, foram 

realizadas CCRs para a prostaglandina E2 (PGE,, 0,1 nM a 100 )iM), 

prostaglandina p2a (PGF2^^, 0,1 nM a 100 ^iM) ou para o tromboxanomimético, 

U46619 (100 pM a 1 p.M), utilizando o método cumulativo. Para evitar 

dessensibilização, foi realizada apenas uma única CCR para cada agonista por 

preparação.

O possível papel da PKC sobre a resposta contrátil da vesícula biliar de 

cobaia à BK foi também investigado, analisando-se os efeitos da estaurosporina 

(0,1 fiM) e H-7 (3 |iM) (dois antagonistas da PKC) ou do forbol éster (ativador da 

PKC, 1 )iM). As drogas foram adicionadas às preparações 30 min antes da 

construção das CCR à BK, exceto o forbol éster, adicionado 60 min antes da BK.



3.2.6 - Efeito dos antagonistas dos receptores e B, sobre a resposta contrátil 

causada pela BK na vesícula biliar de cobaia

Seguindo-se as 2 h de equilíbrio das preparações, foram obtidas CCR à BK 

(0,1 pM a 10 jiM) na ausência ou na presença do HOE 140, NPC 17761 ou NPC 

17731 (10 nM a 1 )liM, três antagonistas seletivos de receptor B2), ou do

9 8antagonista seletivo de receptores B^, a des-Arg -[Leu ]-BK (1 |j,M). Todos os 

antagonistas foram adicionados às preparações 10 min antes do agonista. Com o 

objetivo de escolher o melhor período de equilíbrio do antagonista com o receptor, 

foi avaliado o efeito de diferentes períodos de incubação (de 5 a 30 min). Longos 

períodos de incubação (acima de 30 min) não proporcionaram inibição 

significativa comparada àquela observada aos 1 0 min (resultados não mostrados). 

Assim, foi escolhido o tempo de 10 min como o período de incubação nos 

experimentos subseqüentes. Os experimentos controles para BK foram realizados 

sempre em paralelo na presença de PBS, visando corrigir eventuais alterações na 

resposta da BK.

3.2.7 - Influência de diferentes classes de drogas sobre a resposta contrátil da BK 

na vesícula biliar de cobaia

Para avaliar alguns dos mecanismos envolvidos na ação da BK na vesícula 

biliar de cobaia, após 2 h de equilíbrio, foram obtidas CCR simples ou cumulativas 

à BK na ausência ou na presença de cada uma das drogas, adicionadas ao banho 10



a 30 min antes da BK: mepiramina (antagonista de receptor histaminérgico 1 

|iM), atropina (antagonista de receptores muscarínicos, 1 )iM), prazosin 

(bloqueador do adrenoceptor 100 nM), tetrodotoxina (bloqueador de canal 

rápido de Na^ dependente da voltagem, 300 nM), glibenclamida (bloqueador de 

canal de sensível ao ATP, 1 |j.M), CP 96,345 (antagonista de receptor 

taquicinérgico NKj, 300 nM), ou WEB 2086 (antagonista seletivo do receptor do 

fator de ativação plaquetária, 100 nM,).

3.2.8 - Curvas concentração-resposta cumulativas à DABK na vesícula biliar de 

cobaia

Para avaliar a influência do tempo de equilíbrio sobre a ação do agonista de 

receptores Bj, a DABK (0,1 pM a 1 |iM), foram construídas CCRs cumulativas 3, 

4, 5, 6 ou 7 horas após a montagem das preparações. Apenas duas CCR completas 

foram construídas à DABK em cada preparação. Com o objetivo de observar o 

envolvimento da síntese protéica na alteração tempo-dependente da resposta 

contrátil à DABK, as preparações foram incubadas com cicloheximida (inibidor de 

síntese protéica, 70 jiM), incubada ao banho durante todo o tempo que a 

preparação permaneceu em equilíbrio.



3.2.9 - Influência do cálcio e da PKC na resposta contrátil da vesícula biliar de 

cobaia à DABK

Para analisar a influência do cálcio extracelular sobre as ações da DABK,

foram realizadas CCRs cumulativas em líquido de Krebs normal ou em líquido

2“^sem Ca contendo EGTA (0,1 mM). Em outra série de experimentos, as 

preparações foram pré-incubadas com nicardipina (inibidor de canais de Ca^^ do 

tipo L, 100 nM) durante 20 min e novas curvas à DABK foram obtidas na sua 

presença. Visando analisar a influência da PKC sobre a resposta contrátil à DABK 

na VBC, as preparações foram incubadas durante 20 min com o inibidor desta 

enzima, a estaurosporina (100 nM), e novas curvas foram obtidas à DABK na sua 

presença.

3.2.10 - Efeito dos prostanóides na resposta contrátil da DABK na vesícula biliar 

de cobaia

Para investigar se a resposta à DABK na vesícula biliar de cobaia envolve a 

participação de prostanóides, foram construídas CCR completa à DABK, na 

presença ou na ausência de inibidores da cicloxigenase, indometacina (3 |iM) e 

ibuprofeno (30 }iM), ou do inibidor da lipoxigenase, fenidona (30 |o,M), bem como 

na presença do inibidor específico da síntese de TXA2, dazoxiben (30 nM), do 

antagonista seletivo do receptor do TXA2, L 655,240 (10 nM), ou do antagonista 

seletivo do receptor de LTD4 e LTE4, o MK 571 (100 nM).



3.2.11 - Efeito dos antagonistas seletivos de receptores e Bo sobre a resposta à 

DABK na vesícula biliar de cobaia

Em outra série de experimentos, foi testada a influência de antagonistas 

seletivos de receptores Bi e B2 sobre a resposta contrátil à DABK na VBC. O HOE 

140, NPC 17761 (antagonistas B2), a des-Arg^-[Leu^]-BK e a des-Arg^-NPC 17761 

(antagonistas Bi) (1 |nM) foram incubados nas preparações durante 10 min, e a 

seguir foram obtidas novas CCRs completas à DABK nas suas respectivas 

presenças.

3.2.12 - Efeito do tratamento prévio dos animais com endotoxina de E. coli

Com o objetivo de analisar a possível síntese de novo dos receptores B^ na 

resposta contrátil à DABK na VBC, em outro grupo experimental os animais 

foram tratados com LPS de E. coli (30 |ig/animal, i.v.), ou somente salina, 24 h 

antes dos experimentos. As preparações foram isoladas e montadas como descrito 

anteriormente e foram construídas CCRs completas à DABK.

3.3 - Análise estatística

Os resultados referentes às ações das cininas estão representados como 

média ± erro padrão da média (E.P.M.), exceto as CE^^ (i.e., as concentrações dos 

agonistas que produzem 50 % da resposta máxima), que estão apresentados como 

as médias geométricas acompanhadas de seus limites de confiança ao nível de 95 

% (Fleming et ai, 1972). Os valores da CE^^ foram determinados em experimentos



individuais a partir de curvas concentração-resposta completas ao agonista na 

ausência ou presença de um antagonista usando o método dos quadrados mínimos. 

Os valores aparentes do pA^ estão apresentados como média ± E.P.M. e os 

coeficientes angulares das regressões lineares do cotejamento gráfico de Schild 

estão apresentados como média acompanhada dos limites de confiança para o nível 

de 95% (Kenakin, 1993). Os resultados foram analisados estatisticamente 

aplicando-se o teste de Student ou através de análise de variância (seguido pelo 

teste de Dunnett), quando apropriado. Os valores de P < 0,05 foram considerados 

indicativos de significância. As respostas máximas (Rmax) induzidas pelas cininas 

também foram comparadas.

Os valores das CE^^, para a segunda fase da contração induzida pela BK e 

demais cininas na vesícula biliar de cobaia, isto é, a concentração necessária do 

agonista para causar 50 % da resposta relativa àquela causada pelo KCl (80 mM), 

foram determinados a partir de CCRs individuais do agonista usando o método do 

quadrado mínimo (Guimarães et al, 1992). Para a primeira fase das respostas às 

cininas as CE5 0 foram calculadas em função do respectivo efeito máximo de cada 

agonista.

3.4 - Drogas

As drogas usadas foram: bradicinina, Lisil-bradicinina, tirosina -bradicinina, 

metionil-lisil-bradicinina, Hip^-BK, captopril, EGTA (etilenoglicol-bis (-aminoetil



éter)-N, N’-tetra-ácido acético), PBS (solução tampão fosfato, concentração; NaCl 

137 mM, KCl 2,7 mM e fosfato tamponado 10 mM), BaCl2, carbacol, apamina, 

cloreto de nicardipina, cicloheximida, forbol éster (forbol 1 2-miristato 13-acetato), 

tetraetilamônio, azul de metileno, L-NMMA (N“-monometil-L-arginina), L- 

NOARG (N“-nitro-L-arginina), hexametônio, pirilamina, cimetidina, metisergida, 

antagonista do receptor do VIP ([D-P-Cl-Phe^, Leu*^]-peptídeo intestinal 

vasoativo), antagonista do receptor do CGRP (peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina fragmento 8-37), LPS (sorotipo 0111, L = 2630), H-7 (5 isoquinolinil 

sulfonil- 2  metil piperazina), estaurosporina, indometacina, ibuprofeno, fenidona, 

tetrodotoxina, hidrocloreto de mepiramina, sulfato de atropina, prostaglandina e 

prostaglandina foram adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA). O cloreto de níquel (NÍCI2) Riedel-de-Haen Sellze (Alemanha); HOE 140 

(D-Arg°-[Hip^,Thi^ D-Tic^, Oic^]-BK) e glibenclamida da Hoechst (Frankfurt, 

Alemanha); des-Arg^-NPC 17761 (des-Arg°-D-Arg [Hip^, D-HipE (trastiofenil)^, 

Oic^]-des-Arg^-bradicinina), NPC 17761 (D-Arg° [Hip^, D-HipE (transtiofenil)^, 

Oic^]-BK) e NPC 17731 (D-Arg° [Hip^, D-HipE (transpropil)^, Oic^]-BK) da 

Scios/NOVA (Baltimore, EUA); o FK 8 8 8 ((4R)-4hidroxi-1-([1-metil-lH-indol-3- 

il] carbonil)-L-N-benzil-Nmetil-3-2 (2-naftil)-L-alaninamida) da Fujisawa 

Pharmaceutical Co. (Osaka, Japão); SR 48968 ((s)-N-metil-N-[4-acetilamino- 

4fenilpiperidino-2-(3,4-diclorofenil) butil] benzamida) da Sanofi Reserche Centre



(Monpellier, França); WEB 2086 (3-[4-(2-clorofenil-9-metil-6H-tieno[3, 2-f]

4] triazolo-4, 3 -a) (!,’ 4] -diazepin-2-il) -1- (4 -morfolinil) -1- propanon) da 

Boehringer-Ingelheim (Alemanha); U46619 (9, 1 l-dideoxi-92, 11-etanoepoxi 

prostaglandina p2^) da Upjohn Co (Kalamazoo, MI, EUA); rianodina e CP 96,345 

((2,35)-cis-2-(difenilmetil)-N-[(2-metoxifenil)-metil]-l-azabiciclo [2, 2, 2] octan- 

3-amino) da Research Biochemicals Incorporated RBI (Natick, MA, EUA); MK 

571 (3-(3-(2-(7-cloro-2-quinolinil) etenil) fenil) ((3-dimetil amino-3-oxo-propil) 

tio) metil) ácido propiônico) Merck Frost (Quebec, Canadá); BW 755C (3-amino- 

l-[3-trifluorometilfenil]-2-pirazolina HCl) da Wellcome Research Laboratories 

(Beckenham, RU); prazosin (Pfizer, New York, EUA); dazoxiben (Pffizer, Kent,
9 8

RU); des-Arg -[Leu ]-BK e L-655,240 (3- [1- (4 -clorobenzil) -5 -fluoro -3 - 

metilindol -2il] 2, 2 -ácido dimetilpropanóico) foram gentilmente doadas pelo 

Dr.P. D’Orleans-Juste e Dr Pierre Sirois (Departamento de Farmacologia, 

Universidade de Sherbrooke, Canadá).

Muitas drogas foram preparadas em PBS. O SR 48968, FK 8 8 8, prazosin, 

indometacina, glibenclamida, forbol éster, L-655,240, U46619 e nicardipina foram 

dissolvidas em etanol absoluto, e a estaurosporina foi dissolvida em 

dimetilsulfóxido 50%. O EGTA foi adicionado diretamente na solução de Krebs- 

Henseleit. As soluções estoque (1 a 100 mM) foram mantidas à -18 °C em tubos de 

plástico siliconizados e diluídas nas concentrações desejadas em PBS, minutos



antes de serem utilizadas. A concentração final de etanol e dimetilsulfóxido no 

banho não excedeu 0,03 %, não alterando o tônus da preparação ou as respostas 

dos agonistas. As soluções, bem como os experimentos com nicardipina e MK 

571, foram realizados na ausência da luz para evitar a sua fotodegradação. Os 

demais reagentes e sais utilizados foram de alto grau de pureza analítica e de 

procedência Merck. A solução de Krebs-Henseleit foi preparada em água destilada 

e deionizada.



4 - RESULTADOS

4.1 - Fundo de estômago isolado de rato

4.1.1 - Resposta bifásica induzida pela BK e demais cininas no FKR

O registro típico representado na figura 1 (A e B) e os resultados da figura

2 (A e B) mostram que todas as cininas estudadas (100 pM a 1 jiM) causaram 

resposta bifásica concentração dependente no FER pré-contraído com BaCl2, 

consistindo de relaxamento seguido de contração. A ordem de potência relativa 

para a resposta relaxante e para a resposta contrátil foi: Hip^-BK > Met-Lis-BK > 

BK > Tir^-BK > DABK e Hip^-BK > BK > DABK > Met-Lis-BK > Tir^-BK, 

respectivamente (Tabela 1). A BK e os peptídeos relacionados foram cerca de 3 a 

15 vezes mais potentes em induzir relaxamento do que a contração (Tabela 1). 

Pode, ainda, ser observado na tabela 1, que as respostas máximas obtidas para a 

contração induzida pelas cininas no FER não diferiram significativamente entre si, 

com exceção da resposta contrátil induzida pela DABK (agonista seletivo para 

receptores B^), que foi significativamente inferior quando comparada aos demais 

agonistas, correspondendo a aproximadamente 47 % da resposta causada pela BK 

e peptídeos relacionados. O valor médio da contração no FER induzida pelo BaCU 

(300 |iM) foi de (média ± E.P.M.) 2,53 ± 0,21 g (n = 30).



TABELA 1 - Valores médios das CEjqS e das respostas máximas obtidas para a BK e 

peptídeos relacionados no fundo de estômago isolado de rato.

RELAXAMENTO 

AGONISTA CE50 (nM) Rmax.(gr

CONTRAÇÃO 

CE50 (nM) Rmax.(g/

Hip^-BK 1,25 (0,22-6,87)’’ 2,88 ± 0,65 3,90(1,88-5,92)’’ 3,36 ±0,63

BK 2,33 (0,39-4,28) 3,01 ±0,58 6,74 (2,32-11,17) 2,22 ± 0,49

DABK 4,99 (3,23-6 ,76) 2,50 ± 0,36 15,95 (11,11-20,79) - 1,23 ±0,06*

Met-Lis-BK 2,02(1,61-2,43) 2,09 ± 0,47 28,38(27,64-29,12) 3,38 ±0,85

Tir^-BK 4,55 (4,35-4,74) 2,70 ± 0,50 67,49 (67,04-67,94) 2,63 ± 0,59

^Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 8 experimentos.

^ Média geométrica acompanhada por limites de confiança ao nível de 95 %. 

* Significativamente diferente da contração causada por outros agonistas.
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FIGURA 1 - Registro típico representativo mostrando a curva concentração- 

resposta bifásica completa induzida pela BK (A) e DABK (B) (1 pM a 1 |uM) no 

fundo de estômago isolado de rato pré-contraído pelo BaCl2 (300 }J,M). Traçados

similares foram obtidos em 5 a 7 experimentos adicionais.





4.1.2 - Análise do antagonismo entre o HOE 140 ou des-Arg--NPC 17761 e as 

cininas

Os resultados da figura 3 B mostram que a incubação prévia das 

preparações com o HOE 140 (3 a 30 nM) por 10 min causou deslocamento 

concentração-dependente da CCR no efeito contrátil à BK, sem causar 

modificação significante na sua resposta máxima. A aplicação do cotejamento 

gráfico de Schild a estes resultados forneceu uma reta de regressão cujo coeficiente 

angular não diferiu significativamente da unidade (média e limites de confiança ao 

nível de 95 %) de 0,99 (0,88 - 1,40), permitindo, assim, a determinação do valor 

aparente de pA2 da ordem de 9,07 ± 0,27 (figura 3 C). Entretanto, o HOE 140, 

independente da concentração utilizada (3 a 30 nM), causou apenas discreto 

deslocamento de cerca de 4 vezes à direita da CCR de relaxamento à BK (figura

3 A).

A incubação prévia das preparações com o antagonista seletivo de 

receptores Bj, a des-Arg^-NPC 17761 (10 nM a 1 p,M) produziu deslocamento 

concentração dependente para a direita da CCR de relaxamento à DABK, sem 

alterar significativamente a resposta máxima (figura 4 A). O valor aparente de pA2 

originado após cotejamento gráfico pelo método de Schild (média ± E.P.M.) foi de 

8,35 ± 0,05. Entretanto, o coeficiente angular (figura 4 C), foi significativamente 

diferente da unidade (média e limites de confiança ao nível de 95%) de 0,59 (0,43 -



0,74). Por outro lado, apenas uma alta concentração da des-Arg^-NPC 17761 (1 

|iM) causou deslocamento significativo à direita (cerca de 4,5 vezes) da CCR 

contrátil induzida pela DABK no FER (figura 4 B). Além disso, nenhum dos 

antagonistas apresentou atividade agonística parcial, mesmo na concentração 

máxima utilizada (1 )iM para a des-Arg^-NPC 17761 e 100 nM para o HOE 140) 

(resultados não mostrados). O HOE 140, mesmo em altas concentrações (100 nM), 

não foi capaz de antagonizar a resposta bifásica induzida pela DABK no FER. As 

CE50S médias calculadas (e limites de confiança ao nível de 95 %) foram: 

relaxamento, curva controle 7,83 (4,67 - 10,99) nM e na presença de HOE 140, 

9,85 (7,17 - 12,50) nM e para a contração, resposta controle 24,20 ( 21,38 - 27,01) 

nM e na presença do HOE 140, 15,50 (13,30 - 17,70) nM. O mesmo ocorreu com a 

des-Arg^-NPC 17761 na concentração máxima utilizada de 1 )iM, que também não 

interferiu significativamente com a resposta bifásica induzida pela BK no FER. As 

CE50 médias foram: relaxamento, resposta controle 5,27 (3,50 - 8,78) nM versus 

8,10 (4,56 - 10,64) nM na presença de des-Arg^-NPC 17761, e para a contração, 

resposta controle 11,26 (2,41 - 20,12) nM e na presença da des-Arg^-NPC 17761 

17,37(12,36-29,39) nM.







4.1.3 - Efeito de diversas classes de drogas sobre a resposta bifásica ii

Os registros típicos apresentados na figura 5 (A, B e C) e os resultados da 

tabela 2 mostram que os efeitos relaxantes causados pela BK e DABK (100 nM) 

foram completamente antagonizados tanto pela apamina (1 jiM) como pela 

nicardipina (1 ^iM). Além disso, a apamina, mas não a nicardipina, potencializou 

significativamente a resposta contrátil induzida pela DABK, mas não pela BK no 

FER. A incubação das preparações com estaurosporina (10 nM) reduziu de modo 

significativo a resposta relaxante induzida pela BK, sem afetar a resposta causada 

pela DABK (Tabela 2). Porém, o forbol éster (1 |j,M), NÍCI2 (300 |iM), azul de 

metileno (10 jiM), L-NMMA (100 p,M), L-NOARG (100 jiM), metisergida (100 

nM), pirilamina (1 jiM), cimetidina (100 nM), hexametônio (100 |iM), WEB 2086 

(100 nM), FK 888 (1 |iM), SR 48968 (1 ^iM), tetraetilamônio (10 ^M), BW 755c 

(10 \iM), o antagonista do receptor de CGRP (1 jiM) bem como o antagonista do 

receptor de VIP (1 |liM) não interferiram significativamente com as respostas 

bifásicas induzidas pela BK ou pela DABK no FER (resultados não apresentados). 

Por outro lado, experimentos controles positivos realizados com estas drogas 

mostraram que elas foram efetivas em antagonizar as respostas mediadas pelos 

seus respectivos agonistas ou sistemas enzimáticos (resultados não apresentados).



TABELA 2 - Efeito de diversas drogas sobre a resposta bifásica induzida pela BK ou 

DABK no fundo de estômago isolado de rato.

AGONISTA ANTAG [^M]

RELAXAMENTO (g) 

Ausência Presença

CONTRAÇÃO (g) 

Ausência Presença

BK Apamina 1 2,72 ± 0,32 0,56 ± 0,24* 2,40 ± 0,40 2,66 ± 0,40

Nic 1 2,43 ±0,21 0* 2,12 ±0,40 2,23 ± 0,22

Estau 0,01 2,60 ±0,51 0,71 ±0,50* 2,70 ± 0,42 2,01 ±0,50

DABK Apamina 1 2,56 ± 0,52 0* 0,60 ± 0,22 2,15 ±0,30*

Nic 1 2,41 ±0,30 0* 0,82 ± 0,26 1,40 ±0,33

Estau 0,01 2,10±0,11 1,93 ±0,20 1,22 ±0,50 1,56 ±0,52

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 5 a 8 experimentos. 

Significativamente diferente do respectivo grupo controle (* P < 0,05). 

Abreviações: antagonista (antag), nicardipina (nic) e estaurosporina (estau).





4.1.4 - Influência do cálcio na resposta bifásica induzida pelas cininas no FER

O —J—

Quando o FER foi transferido para solução sem Ca contendo EGTA (1 

mM), o relaxameto causado tanto pela BK quanto pela DABK (100 nM) foi 

rapidamente reduzido (TV2 <15 min), desaparecendo completamente ao fmal de 60 

ou 90 min. Entretanto, a resposta contrátil induzida pela BK (100 nM) foi mais 

resistente à retirada de Ca^"^ da solução e diminuiu mais lentamente (VA -70 min),

n I

sendo completamente abolida 120 min após a remoção do Ca (figura 6). Devido

O
à firaca contração causada pela DABK no FER, sua dependência ao Ca 

extracelular não pode ser analisada.





4.1.5 - Efeito do pré-tratamento com LPS sobre a resposta bifásica induzida pelas 

cininas no FER

Os resultados mostrados na figura 7 A indicam que o pré-tratamento dos 

animais com LPS, 24 h antes, resultou em aumento significativo na resposta 

relaxante máxima induzida pela DABK (de 2,50 ± 0,36 g para 3,37 ± 0,52 g), mas 

reduziu significativamente sua CEjq [de 4,99 (3,23 - 6,76) nM para 1,62 (0,14 - 

3,40) nM]. Por outro lado, o mesmo tratamento com LPS não modificou 

significativamente a resposta contrátil induzida pela DABK no FER. As CE50 

médias e respostas máximas obtidas para a DABK foram: controle 15,95 (11,11 - 

20,79) nM e 1,18 ± 0,27 g, contra 26,10 (23,70 - 28,50) nM e 0,78 ± 0,18 g nos de 

animais tratados com LPS, respectivamente (figura 7 B). Porém, o relaxamento 

induzido pela BK no FER foi significativamente reduzido em preparações obtidas 

de animais pré-tratados com LPS sem modificar contudo sua CE50: controle 3,01 ± 

0,58 g e 2,33 (0,39 - 4,28) nM contra 1,99 ± 0,28 g e 1,98 (0,21 - 3,75) nM de 

animais tratados com LPS, respectivamente (figura 7 C). Entretanto, o mesmo 

tratamento dos animais com LPS não interferiu com a contração induzida pela BK 

(CE50S e contração máxima foram: controle 6,74 (2,32 - 11,17) nM e 2,62 ± 0,49 g 

contra 5,55 (0,49 - 10,62) nM e 2,30 ± 0,45 g, de animais tratados com LPS, 

respectivamente) (figura 7 D).





4.2 - Vesícula bilíar isolada de cobaia

4.2.1 - Curvas concentração-resposta à BK e peptídeos relacionados 

Os resultados da figura 8 mostram que a BK (0,1 pM - 10 jj,M) causou resposta 

contrátil concentração-dependente na VBC, caracterizada por duas fases distintas: 

a primeira fase atinge um platô com 1 nM, e segunda fase em concentração acima 

de 10 ^M. Os resultados da figura 8 (A) também mostram que as CCRs à BK (0,1 

pM a 10 fiM), quando realizadas 2, 3, 4 e 5 h após o equilíbrio. Como pode ser 

observado, houve aumento significativo na primeira fase da contração induzida 

pela BK na VBC quando as preparações permaneceram em equilíbrio por cerca de

4 h. A figura 8 (B) mostra que todas as cininas estudadas, quando adicionadas à 

VBC (0,1 pM a 10 |iM) após 2 h de equilíbrio causam respostas contráteis 

concentração-dependentes. A ordem de potência observada para a primeira fase 

foi: BK = Hyp^-BK = Lys-BK > Tyr^-BK > Met-Lys-BK, enquanto que para a 

segunda fase foi: Hyp^-BK > Met-Lys-BK > Tyr*-BK > Lys-BK > BK. As 

contrações (em g de tensão) causadas por 10 jiM destes peptídeos (concentração 

máxima utilizada) na VBC foram também semelhantes (Tabela 3). A contração 

induzida pela BK na VBC parece envolver a ativação do receptor B2, considerando 

que a DABK, agonista seletivo dos receptores B^, em concentração superior a 1 

[iM, causou apenas pequena resposta contrátil nesta preparação (0,21 ± 0,05 g), 

correspondendo aproximadamente a 10% daquela causada pela BK (figura 8 B).



TABELA 3 - Valores médios das CE50S (primeira fase e segunda fase) e das 

respostas máximas (Rmax) obtidas para a BK e outras cininas na vesícula biliar 

isolada de cobaia.

AGONISTAS PRIMEIRA FASE" 
(pM)

SEGUNDA FASE" 
(nM)

Rmax

(g)

n

KCl (80 mM) - - 1,50 ±0,17 20

BK 1,35 (0,63-2,89) 77,35 (26,23-228,07) 1,65 ±0,12 10

Hyp^-BK 1,44 (0,41-5,08) 8,95 (4,04- 19,86) 1,76 ±0,09 5

Lys-BK 1,54 (0,25-9,26) 60,92 (21,69-171,07) 1,45 ±0,13 9

Tyr^-BK 2,72 (0,45-16,33) 33,75 (5,85-194,82) 1,36 ±0,15 8

Met-Lys-BK 4,30(0,52-35,25) 12,78(2,51-64,89) 1,36 ±0,15 5

^ Limites de confiança ao nível de 95%, respostas calculadas em relação à contração 

causada pelo KCl (80 mM) ou em relação à contração induzida pela concentração de 

10 fiM dos agonistas (a maior concentração utilizada).

Média ±E.P.M.

Os resultados foram analisados pelo método da análise de variância seguido pelo 

teste de múltiplas comparações de Dunnett.





4.2.2 - Influência do cálcio extra- e intracelular na contração induzida pela BK na 

YBQ

A incubação prévia das preparações com nicardipina (100 nM) durante 20 

min, reduziu parcial, porém significativamente, a primeira, mas não a segunda fase 

da resposta contrátil induzida pela BK (P < 0,05, teste t não pareado) (figura 9 A). 

No entanto, a resposta contrátil causada pela BK na VBC não foi 

significativamente afetada quando os experimentos foram realizados em líquido

sem Ca^^ contendo EGTA (1 mM) (figura 9 B). Entretanto, a incubação prévia das

2+preparações mantidas em meio sem Ca , com rianodina (10 ]iM), inibiu 

significativamente ambas as fases da contração induzida pela BK (figura 9 C).

4.2.3 - Influência dos inibidores e ativadores da proteína quinase C na resposta à 

BK na VBC

A incubação prévia das preparações com inibidores da PKC, estaurosporina 

(100 nM) ou H-7 (3 jiM) ou com o ativador seletivo desta enzima, o forbol éster (1 

]iM), não modificou significativamente o tônus das preparações e também não 

afetou a contração induzida pela BK (figura 10 A, B e C).







4.2.4 - Influência dos prostanóides na VBC

Os dados da figura 11 (A e B) mostram que ambas as fases da contração 

induzida pela BK na VBC foram antagonizadas significativamente pela 

indometacina (3 }J.M) ou pelo ibuprofeno (30 |^M). Entretanto, a contração 

induzida pela BK na VBC foi apenas parcialmente inibida pela fenidona (30 fiM) 

(figura 12 A), mas não foi afetada pelo dazoxiben (30 nM), L-655,240 (10 nM) 

(figura 11 C e D), WEB 2086 (100 nM) ou pelo MK571 (100 nM) (figura 12 

B e C ) .

Os resultados da figura 13 (A, B e C )  mostram que a PGF2a, PGE2 e o 

U46619 (100 pM a 100 |J,M), causam contração concentração-dependente na VBC. 

Os valores médios das CE50S (limites de confiança ao nível de 95%) foram: PGF2a 

1,7 (0,4 - 7,4) |iM; PGE2 3,1 (0,9 - 10,7) ^iM e U46619 0,48 (0,1 - 1,5) nM. As 

respostas máximas obtidas, em g de tensão, foram: 1,32 ± 0,20 para PGp2a; 1,36 ± 

0,15 para PGE2 e 0,96 ± 0,09 para o U46619.

4.2.5 - Efeito de antagonistas de receptores B^ e Bo na contração induzida pela BK 

na_YBC

Os antagonistas seletivos para os receptores B2, HOE 140, NPC 17761 e 

NPC 17731 (10 nM a 1 |liM), adicionados às preparações 10 min antes, não 

afetaram o tônus basal das preparações, mas causaram deslocamento concentração-



dependente à direita da CCR induzida pela BK na VBC (figura 14 A, B e C). 

Como não foram testadas concentrações de BK acima de 3 j,iM, não foi possível 

atingir a resposta máxima à BK na presença dos antagonistas e conseqüentemente 

não permitindo a estimativa dos valores de pA2- A incubação prévia das

9 8preparações com o antagonista seletivo de receptores B^, a des-Arg -[Leu ]-BK (1 

|iM), não afetou a CCR à BK (figura 15).

4.2.6 - Efeito de diversas classes de drogas sobre a resposta contrátil induzida pela

A incubação prévia das preparações com tetrodotoxina (300 nM), 

glibenclamida (1 p,M), mepiramina (1 jiM), atropina (1 piM), prazosin (100 nM) ou 

com CP 96,345 (300 nM) (Tabela 4) não afetou significativamente a resposta 

contrátil induzida pela BK. Os experimentos positivos realizados para estas drogas 

mostraram que elas foram efetivas em antagonizar as respostas mediadas pelos 

seus respectivos agonistas ou sistemas enzimáticos (resultados não apresentados).













TABELA 4 - Efeito de diversas classes de drogas sobre a resposta contrátil induzida 

pela BK (100 nM) na vesícula biliar isolada de cobaia.

CONTRAÇÃO (g)

AGENTES CONCENTRAÇÃO
ivM)

AUSÊNCIA PRESENÇA

Tetrodotoxina 0,3 0,69 ±0,09 0,80 ±0,01

Glibenclamida 1,0 0,55 ±0,15 0,55 ±0,12

Mepiramina 1,0 0,69 ±0,10 0,71 ±0,11

Atropina 1,0 0,65 ± 0,08 0,51 ±0,03

CP 96,345 0,3 1,01 ±0,06 1,03 ±0,07

Prazosin 0,1 1,08 ±0,08 1,08 ±0,11

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 4 a 6 experimentos.

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student não pareado.



4.2.7 - Efeito contrátil da DABK na VBC

Os resultados da figura 16 (A) mostram que a adição de DABK na VBC 

causa contração concentração-dependente, sendo esse efeito modificado em fiinção 

do tempo de equilíbrio do tecido (3 a 7 h). As respostas contráteis à DABK foram 

significativamente maiores 6 h após a montagem das preparações. Após 3 h de 

equilíbrio, a CE50 foi de 2,4 (0,8 - 6,0) pM e a resposta máxima de 0,3 ± 0,02 g, 

enquanto que, após 6 h a CE50 foi de 16,4 (1,6 - 160,0) pM e a resposta máxima foi 

de 0,6 ± 0,08 g (P<0,05). Esse aumento da resposta à DABK, após 6 h de 

equilíbrio, foi bloqueado pelo inibidor da síntese protéica, cicloheximida (70 |j,M), 

incubado nas preparações durante as 6 h (figura 16 B).

4.2.8 - Influência do cálcio extracelular e da proteína quinase C sobre a resposta 

contrátil à DABK na VBC

A adição de nicardipina diminuiu significativamente a resposta contrátil à 

DABK na VBC (figura 17 A). A remoção do Ca^^ da solução nutritiva em líquido 

contendo EGTA (100 |o,M) aboliu a resposta contrátil à DABK (figura 17 B). Os 

resultados da figura 17 C indicam que a estaurosporina (100 nM) não afetou a 

contração à DABK da VBC.
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4.2.9 - Influência dos prostanóides sobre a resposta contrátil à DABK na VBC

A resposta contrátil da DABK na VBC foi quase que completamente 

antagonizada pela presença de indometacina (3 |j,M) ou de ibuprofeno (3 p-M) 

(figura 18 A e C). O dazoxiben (30 )nM) não afetou a resposta contrátil à DABK 

(figura 18 B). Resultados semelhantes foram obtidos na presença de L 655, 240 (1 

|j.M) (figura 18 D). Entretanto, a incubação das preparações com fenidona (30 pM) 

inibiu marcadamente a resposta contrátil à DABK na VBC, enquanto que o MK 

571 (100 nM) causou apenas inibição parcial da CCR à DABK (figura 19 A e B).

4.2.10 - Influência dos antagonistas seletivos de receptores B^ e Bo sobre a 

resposta à DABK

A incubação prévia das preparações com antagonistas seletivos de 

receptores Bj, des-Arg^-[Leu^]-BK ou des-Arg^-NPC 17761 (1 jíM) não afetou a 

CCR à DABK na VBC (figura 20). Ao contrário, a incubação das preparações com 

o HOE 140 ou o NPC 17731 (1 jo,M, antagonistas seletivos de receptores B2), 

causou inibição significativa da CCR à DABK, com característica de antagonismo 

não competitivo (figura 21 A e B).



4.2.11 - Influência do tratamento dos animais com LPS sobre a resposta contrátil à 

DABK na VBC

O tratamento prévio dos animais com LPS (30 jig/animal, i.v.), 24 h antes 

da montagem das preparações, não causou qualquer alteração da resposta contrátil 

à DABK, avaliada 6 h após a montagem (figura 22).













5 - DISCUSSÃO

5.1 - Fundo de estômago de rato

Os presentes resultados confirmam e também estendem os dados iniciais 

descritos por Calixto e Medeiros (1992a), mostrando que a BK e o agonista seletivo 

de receptores Bj, a DABK, causaram resposta bifásica concentração-dependente no 

FER pré-contraído com BaCl2, consistindo de relaxamento lento seguido de 

contração. A ordem de potência observada para esses efeitos é compatível com a 

presença de uma população heterogênea e constitutiva de receptores para as cininas, 

confirmando também os achados anteriores, indicando que o FER expressa ambos 

os receptores, Bj e B2 (Calixto e Medeiros, 1992a). Além disso, Calixto e Medeiros 

(1992a) demonstraram que, tanto o relaxamento quanto a contração induzidos pela 

DABK no FER, bem como o relaxamento induzido pela BK nesta preparação foram 

suprimidos após a retirada da mucosa das preparações. Entretanto, o efeito relaxante, 

tanto à BK quanto à DABK, reaparece de forma tempo-dependente, sugerindo, dessa 

forma, a síntese de novo dos receptores, provavelmente do tipo Bj.

Regoli e Barabé (1980) propuseram que os receptores das cininas podem ser 

classificados de acordo com a relação de potência de seus agonistas preparações de

o

músculos lisos isolados. Assim, a ordem de potência, Lys-BK > [Tyr(Me) ]-BK ^ 

BK > Lys-DABK > DABK, observada, por exemplo, nas preparações de veia



jugular de coelho e na artéria carótida, é compatível com a presença de receptores 

B2. Ao contrário, as preparações que expressam receptores Bj, como a aorta e a veia 

mesentérica de coelho, apresentam a seguinte relação de potência para as cininas: 

Lys-DABK > DABK > Lys-BK > BK > [Tyr(Me)^]-BK. Assim, a ordem de 

potência encontrada para as cininas no FER não é compatível com as preparações 

contendo exclusivamente receptores Bj ou B2, indicando a provável existência de 

uma população heterogênea de receptores para as cininas. Resultados semelhantes 

indicam a presença de receptores Bj e B2 constitutivos para as cininas demonstrados 

em várias preparações de músculo liso, como por exemplo o duodeno isolado de rato 

(Boschov et al, 1984), células endoteliais de aorta bovina (D'Orleans-Juste et al, 

1989; Wiemer and Wirth, 1992), veia porta isolada de rato (Campos and Calixto,

1994), cólon proximal canino (Rangachari et al., 1993), tecido ósseo de 

camundongos, fibroblastos de pulmão fetal humano (Goldstein e Wall, 1984) e 

também no dueto deferente isolado de camundongo onde modulam as contrações 

neurogênicas (Maas et al., 1995).

A segunda ferramenta farmacológica utilizada para a caracterização dos 

receptores para as cininas no FER foi o emprego de antagonistas seletivos. Assim, 

utilizando antagonistas seletivos para os receptores Bj e B2, como a des-Arg^-NPC 

17761 e o HOE 140, respectivamente, foi possível caracterizar farmacologicamente 

os subtipos de receptores responsáveis pelas respostas bifásicas mediadas pela BK e



DABK no FER. O HOE 140 é considerado um dos antagonistas seletivos mais 

potentes dos receptores B2, tanto em experimentos in vitro (Hock et al., 1991; 

Perkins et al, 1991; Wiemer e Wirth, 1992) quanto in vivo (Lembeck et al, 1991; 

Wirth et al., 1991). Nossos resultados mostram, através do emprego da análise de 

Schild, que o HOE 140 comportou-se como antagonista competitivo de natureza 

simples em relação às respostas mediadas pela estimulação dos receptores B2 contra 

a resposta contrátil induzida pela BK no FER, apresentando valor de pA2 de 9,05 ± 

0,24 e coeficiente angular que não foi estatisticamente diferente da unidade (1,09) 

(Kenakin, 1993). O valor de pA2 determinado para o HOE 140 contra a contração 

induzida pela BK rio FER foi bastante semelhante àqueles descritos para este 

composto em preparações que também expressam receptores B2, como, por 

exemplo, o íleo isolado de cobaia (8,4) (Hock et al, 1991), taenia caeci (8,4) e 

traquéia isolada de cobaia (8,9) (Field et al., 1992), duodeno isolado de rato (10,1) 

(Hall et al, 1992), bexiga urinária isolada de cobaia (8,8) e de coelho (9,2) (Regoli 

et al., 1992) e dueto deferente isolado de camundongo (9,6) (Maas et al, 1995). Por 

outro lado, nas mesmas concentrações, o HOE 140 causou apenas discreto 

deslocamento à direita sobre a curva concentração-resposta relaxante à BK no FER, 

sugerindo que o mecanismo de ação envolvido no relaxamento à BK no FER, ao 

contrário do observado para a resposta contrátil, não parece ser mediado por ativação 

de receptores B2.



Com o emprego do antagonista seletivo e potente para os receptores Bj, 

desenvolvido recentemente, a des-Arg^-NPC 17761, foi possível observar um 

deslocamento à direita, sem interferência com a resposta máxima, da CCR de 

relaxamento induzido pelo agonista seletivo de receptores Bj, a DABK. Contudo, a 

análise da regressão linear através do método proposto por Schild revelou que a des- 

Arg^-NPC 17761 não parece interagir com o receptor Bj no FER através de um 

mecanismo competitivo de natureza simples, considerando que o coeficiente angular 

calculado pelo método de Schild (0,56) foi significativamente diferente da unidade 

(Kenakin, 1993). Também é interessante ressaltar que, apenas quando empregado 

em altas concentrações (1 pM) a des-Arg^-NPC 17761 deslocou à direita a CCR 

contrátil induzida pela DABK no FER. Tais resultados indicam que existem também 

diferenças marcantes com relação aos mecanismos de ação envolvidos nas respostas 

contráteis e relaxantes mediadas pela DABK no FER. O antagonismo exercido tanto 

pelo HOE 140 como aquele produzido pela des-Arg^-NPC 17761 em relação à 

contração e o relaxamento induzidos pela BK e DABK, respectivamente, foram 

bastante seletivos. Assim, tanto as respostas induzidas pelo agonista seletivo dos 

receptores Bj, a DABK, quanto aquelas causadas pela BK, não foram afetadas pelo 

HOE 140 ou pelo des-Arg^-NPC 17761, respectivamente.

Após a caracterização farmacológica dos subtipos de receptores para as 

cininas envolvidos na resposta bifásica no FER procurou-se estudar, com o emprego



de inibidores seletivos, alguns dos mecanismos de transdução envolvidos nas 

respostas contráteis e relaxantes causadas pela BK e a DABK nesse tecido. A 

incubação das preparações com apamina, uma neurotoxina polipeptídica isolada do 

veneno da abelha, conhecida por bloquear seletivamente os canais de ativados

•y j

por Ca (Romey e Lazdunski, 1984), aboliu completamente as respostas relaxantes 

induzidas tanto pela BK quanto pela DABK. Resultados semelhantes foram 

observados para a BK na presença de apamina no duodeno isolado de rato, taenia 

caeci e bexiga urinária isoladas de cobaia, íleo isolado de cobaia, esfíncter esofageal 

isolado e na traquéia isolada de cobaia (Maggi et al, 1989; Den Hertog et ah, 1988; 

Hall e Morton, 1991; Saha et al, 1991; Field et al., 1994; Schlemper e Calixto,

1995). Em conjunto, tais resultados sugerem que tanto o relaxamento induzido pela 

BK quanto aquele causado pela DABK, apesar de serem mediados por receptores

• 4" • 2"l" r • ydistintos, envolvem a participação de canais de K ativados por Ca sensíveis à 

apamina. Além disso, foi também observado no presente trabalho, que a nicardipina,

2^" r • ^uma diidropiridina bloqueadora seletiva de canais de Ca do tipo L sensíveis à

voltagem (Bertolino, 1992), também inibiu o relaxamento causado pela BK e DABK

2_j_

sugerindo, dessa forma, a participação do influxo de Ca extracelular através desses 

canais nos efeitos relaxantes induzidos tanto pela BK como pela DABK, no FER.

Resultados recentes descritos na literatura demonstraram que o óxido nítrico 

está intimamente envolvido no efeito relaxante do sistema não-adrenérgico não-



colinérgico em vários tecidos, incluindo o FER (Rand, 1992; Cullen e Kelly, 1993). 

Considerando que as respostas relaxantes causadas pelas cininas são também 

mediadas, direta ou indiretamente, por liberação de prostanóides, pela liberação de 

óxido nítrico (Cowan e Cohen, 1991; Berguer et al., 1993; Schlemper e Calixto, 

1994), foi também avaliado no presente trabalho se o relaxamento induzido pelas 

cininas no FER envolve a participação do óxido nítrico. A incubação das 

preparações com inibidores da síntese de óxido nítrico, como a L-NOARG e o L- 

NMMA, não alterou o relaxamento induzido tanto pela BK bem como pela DABK. 

Além disso, o azul de metileno, inibidor da guanilato ciclase solúvel (Gruetter et al., 

1981; Ignarro et al, 1986), não afetou significativamente a resposta relaxante à BK 

ou à DABK no FER. Resultados semelhantes foram relatados no duodeno de rato, 

onde a resposta contrátil e a relaxante induzidas pela BK não foram afetadas 

significativamente por drogas que inibem ou estimulam a síntese de óxido nítrico 

(Rhaleb e Carretero, 1994; Ozturk, 1994). Esses resultados mostram, portanto, que o 

relaxamento causado pelas cininas no FER não parece envolver a participação do 

óxido nítrico.

Existem também diversas evidências experimentais sugerindo o 

envolvimento dos produtos tanto da cicloxogenase quanto da lipoxigenase, nas 

ações causadas pelas cininas no trato gastrointestinal, no cólon de coelho, de cobaia 

(Musch et al, 1982) e de rato (Diener et al, 1988), íleo de rato, de coelho e de



cobaia in vitro (Smith et ai, 1988; Calixto e Medeiros, 1991). Entretanto, nossos 

resultados mostram que tais produtos não parecem estar envolvidos na resposta 

bifásica induzida pelas cininas no FER. O fato de as respostas bifásicas causadas

pela BK e a DABK no FER não terem sido afetadas pela glibenclamida, sugere que

2*^elas também não estão associadas com a ativação dos canais de Ca sensíveis a 

ATP e bloqueados por essa sufoniluréia. Por outro lado, nossos resultados também 

indicam que as ações das cininas no FER não parecem estar acopladas a processos 

relacionados com a ativação da PKC. Essas observações estão baseadas no fato de 

que tanto a estaurosporina como o H-7 não influenciaram nas respostas induzidas 

por esses peptídeos. Além disso, altas concentrações de forbol éster, um ativador 

seletivo dessa enzima (Nishizuka, 1984, 1986; Castagna et al., 1992), que quando 

incubadas com os tecidos por longos períodos, desacoplam essa enzima, também 

não interferiram com as ações da BK e da DABK no FER. De forma interessante, as 

ações da BK em vários músculos lisos como a veia jugular isolada de coelho 

(Calixto e Medeiros, 1991), músculo circular do íleo isolado de cobaia (Calixto e 

Medeiros, 1992b) e cólon isolado de cobaia (Hasler et al, 1995) foram inibidos 

pelos antagonistas da PKC, indicando uma possível diferença no mecanismo de 

transdução da resposta às cininas em função do tecido analisado. Trabalhos recentes 

de biologia molecular mostram que tanto os receptores Bi quanto os B2 apresentam 

em sua estrutura protéica sítios de fosforilação para a PKC e para a PKA



(McEachem et ah, 1991; Hess et al., 1992; Powell et al., 1993; Eggerikx et al, 

1992; Mcintyre et al., 1993; Hess et al, 1994; Menke et al., 1994; Macneil et 

a/., 1995). Por outro lado, as respostas bifásicas para a BK e a DABK no FER 

parecem envolver uma ação direta a nível de musculatura lisa, não sendo afetadas 

por concentrações efetivas de drogas que bloqueiam receptores para vários 

neurotransmissores, como a histamina (tanto receptores Hj como H2), serotonina, 

fator de agregação plaquetária (PAF), neurocininas (NKj e NK2), peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) ou peptídeo intestinal vasoativo (VIP).

^ j

Com relação à fonte de Ca envolvida na resposta bifásica induzida pelas 

cininas no FER, nossos resultados mostram que as respostas relaxantes induzidas

o I

pela DABK e BK foram completamente inibidas em meio sem Ca ou na presença

• 2“í" de nicardipina, mas não foram afetadas pelo NÍCI2, um bloqueador de canais de Ca

do tipo T sensíveis à voltagem (Bertolino, 1992; Miljanich e Ramachandran, 1995).

Esses resultados indicam que o relaxamento induzido pelas cininas nesta preparação,

2_j_ ^ 2+ f , ■y

depende do influxo de Ca extracelular através de canais de Ca sensíveis à 

voltagem do tipo L, mas não do tipo T. Ao contrário do relaxamento, parte da

resposta contrátil induzida pelas cininas no FER depende do influxo de Ca^^

• • 2'^" extracelular, mas esse efeito foi resistente a ambos os antagonistas de canais de Ca

do tipo L ou do tipo T testados. Entretanto, boa parte da resposta contrátil induzida

21 ^

pela BK no FER parece depender da liberação de Ca dos estoques intracelulares,



tendo em vista que a contração induzida pela BK não foi alterada, mesmo quando as

04-
preparações permaneceram por um longo período em meio sem Ca contendo

2_j_

EGTA. A mesma independência do fluxo de Ca extracelular foi demonstrada na 

contração induzida pela BK mediada por receptores B2 no músculo circular de íleo 

isolado de cobaia (Calixto e Medeiros, 1991), na veia jugular isolada de coelho 

(Calixto e Medeiros, 1992b), íleo e bexiga urinária isolados de cobaia, dueto 

deferente e útero isolados de rato (Calixto, 1995), enquanto que para a contração

mediada pela BK na traquéia de cobaia, foi demonstrado depender quase que

2_j_

exclusivamente da liberação de Ca dos estoques intracelulares (Calixto, 1995). Ao 

contrário dos resultados do presente estudo, o relaxamento induzido pela BK na 

traquéia isolada de cobaia não foi afetado quando as preparações foram mantidas em

2 I
solução sem Ca , com ou sem rianodina, nem foi afetado pela nicardipina, embora 

tenha sido também sensível à apamina (Schlemper e Calixto, 1995). Nossos

resultados, mostram que as ações relaxantes das cininas, dependendo do tecido

2~i“analisado, podem envolver tanto Ca de origem extracelular como intracelular.

Como descrito na parte introdutória, os receptores Bj para as cininas são 

raramente constitutivos, mas sua síntese pode ser estimulada por trauma tecidual ou 

durante processos inflamatórios (para revisão ver Marceau e Regoli, 1991; Hall, 

1992; Marceau, 1995). Contudo, em alguns músculos lisos, os receptores Bj 

parecem ocorrer constitutivamente, como por exemplo, no duodeno isolado de rato



(Boschov et al, 1984), na veia porta isolada de rato (Campos e Calixto, 1994) e no 

dueto deferente isolado de camimdongo (Maas et al., 1995^. Os presentes resultados 

mostram que o FER também contém receptores Bi constitutivos para as cininas, uma 

vez que o relaxamento induzido pela DABK, agonista seletivo de receptor Bj, e sua 

pequena resposta contrátil no FER foram evidenciadas logo após o término do 

período de equilíbrio das preparações, e permeneceram reproduzíveis por mais de 

seis horas após a montagem da preparação.

Uma característica muito importante a respeito das respostas mediadas pela 

ativação dos receptores B^ é que elas podem ser induzidas após longo período de 

incubação in vitro ou através de vários procedimentos farmacológicos, como a 

aplicação de alguns agentes nocivos, como LPS e MDP, forbol acetato miristato, 

bem como por alguns fatores de crescimento, tais como fator de crescimento 

epidermal e fator de crescimento de célula endotelial (para revisão ver Hall, 1992; 

Marceau, 1995). Tais tratamentos induzem ou aumentam a resposta mediada pelos 

receptores Bi, já no primeiro momento após a montagem da preparação. A resposta 

contrátil à DABK em tecidos retirados de coelhos, é um exemplo de onde ocorre 

intensa síntese de novo desses receptores, seguindo o tratamento sistêmico com LPS, 

Nossos resultados mostram que o tratamento prévio dos animais com LPS de E. coli, 

24 h antes, causou aumento significativo da resposta relaxante induzida pela DABK,



sem afetar, contudo, a resposta contrátil, associada com redução significativa do 

relaxamento causado pela BK.

Tais resultados sugerem, portanto, que o tratamento sistêmico dos animais 

com LPS aumenta a resposta mediada pelos receptores Bj, associado com redução 

do efeito relaxante, provavelmente mediado pelos receptores B2. Resultados 

semelhantes envolvendo a síntese de novo dos receptores Bj envolvidos nas 

respostas à DABK foram também demonstrados após o tratamento com LPS ou 

MDP, in vivo ou in vitro, ou com o emprego de algumas citocinas como a IL-1, IL-2, 

IL-8 ou com fatores de crescimento (Regoli et ai, 1981; Bouthillier et al., 1987; 

deBlois e Marceau, 1987, deBlois et al., 1989; Nwator e Whalley, 1989; Campos et 

al, 1995; 1996). Além disso, a síntese de novo dos receptores Bj para a DABK, 

quando induzida por agentes como LPS, MDP, IL-1 e EL-2, pode ser bloqueada por 

glicocorticóides, como é o caso da inibição da indução de receptores Bj por 

sensibilização (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980; Whalley et al., 1983; 

Bouthillier a/., 1987; deBlois et al., 1988; Campos e Calixto, 1995; Campos et al, 

1995; 1996).

Em conclusão, esses resultados confirmam e estendem as observações 

iniciais descritas por Calixto e Medeiros (1992a), indicando que os mecanismos 

envolvidos na resposta bifásica para a BK e a DABK no FER diferem 

significativamente. A contração à BK parece ser mediada por ativação de receptores



B2, sendo esse efeito antagonizado de maneira seletiva e puramente competitiva pelo 

HOE 140. Ao contrário, o relaxamento induzido pela BK no FER foi apenas parcial, 

embora significativamente, antagonizado pelo antagonista de receptores B2, o HOE 

140, não sendo, contudo, afetado pelo antagonista de receptores Bi, a des-Arg^-NPC 

17761. Tais resultados sugerem que o efeito relaxante produzido pelas cininas no 

FER, parece envolver mecanismos distintos de ação. Por outro lado, a resposta 

relaxante induzida pela DABK no FER parece ser mediada através da ativação de 

receptores Bj, uma vez que o relaxamento causado pela DABK foi antagonizado de 

maneira seletiva pelo novo antagonista de receptores B^, a des-Arg^-NPC 17761. 

Assim, nossos resultados mostram que o FER expressa ambos os receptores para as 

cininas, Bj e B2, mas o tratamento sistêmico dos animais com LPS aumentou 

significativamente o relaxamento à DABK e reduziu o relaxamento à BK. Apesar da 

BK e a DABK causarem relaxamento no FER por ativação de receptores distintos, 

suas ações estão associadas com à ativação de canais de K ativados por Ca , cujo

I

fluxo de Ca se dá via canais dependentes de voltagem do tipo L e sensíveis à 

nicardipina, como demonstrado no desenho esquemático proposto na figura 23. Ao 

contrário, a contração causada pela BK no FER depende tanto da mobilização dos

I

estoques de Ca extra quanto intracelulares.





5.1 - Vesícula biliar de cobaia

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a BK e 

análogos causaram contração tônica concentração-dependente da VBC 

caracterizada por dois componentes distintos; de alta (0,1 pM a 1 nM) e de baixa 

afinidade (3 nM a 10 pM). A resposta contrátil à BK na VBC não foi afetada pela 

tetrodotoxina, glibenclamida, mepiramina, atropina, CP 96,345, WEB 2086 ou 

prazosin, indicando que a BK causa efeito miogênico direto na VBC, independente 

da liberação neuronal de histamina, acetilcolina, noradrenalina, taquicininas 

(receptores NKi), do fator de agregação plaquetária ou pela ativação de canais de 

K^ sensíveis à ATP. Os resultados indicam também que as ações das cininas nesta 

preparação, são mediadas por ativação de receptores do subtipo B2 no músculo 

liso. Essa conclusão está baseada em várias evidências farmacológicas oriundas do 

emprego de agonistas e antagonistas seletivos de receptores Bj e B2. Assim, com 0 

uso de agonistas, foi possível estabelecer a ordem de potência para a BK e 

análogos, tanto para a primeira, quanto para a segunda fase da resposta. A ordem 

de potência obtida é compatível com a presença de receptores B2 (Regoli e Barabé, 

1980). Além disso, com o emprego de antagonistas seletivos para os receptores Bi 

e B2, foi possível demonstrar que tanto 0 HOE 140 como o NPC 17761 e o NPC

Q 817731, mas não a des-Arg-[Leu ]-BK, antagonista do receptor Bj, causaram 

deslocamento concentração-dependente à direita sobre a resposta contrátil à BK.



Entretanto, nossos resultados não nos permitem afirmar, através do gráfico de 

Schild, se a interação da BK com os receptores B2 na VBC envolve mecanismo 

competitivo de natureza simples, uma vez que não foi possível atingir a resposta 

máxima à BK na presença dos antagonistas, devido à limitada concentração de BK 

disponível.

Recentemente, Falcone et al. (1993) demostraram que a BK e análogos 

ligam com alta afinidade (Kj 0,45 nM) nos receptores B2 obtidos de membranas de 

tecidos musculares na VBC. Além disso, os autores demonstraram também que a 

resposta contrátil à BK na VBC foi antagonizada competitivamente pelo NPC 

17731, antagonista seletivo de receptores B2. Ao contrário dos nossos resultados, o 

HOE 140 antagonizou de maneira não-competitiva a ligação da BK com os 

receptores B2 nesta preparação (Falcone et al., 1993). Além lisso, os antagonistas 

do receptor B2 como o NPC 567, NPC 17731, NPC 17761 e HOE 140 

comportaram-se como antagonistas competitivos puros (coeficiente angular não 

diferente da unidade) em relação à contração induzida pela BK na VBC, 

apresentando valores de pKb de 5,0; 7,2; 7,7 e 8,5, respectivamente. Os autores 

encontraram também valores semelhantes de pKb para os mesmos antagonistas 

quando os experimentos foram conduzidos na presença de indometacina, que como 

demonstrado no presente estudo, diminuiu significativamente tanto a potência 

quanto a eficácia da resposta à BK na VBC. Tais resultados mostram que, as



respostas das cininas na VBC dependem de ações indiretas liberando prostanóides 

e de ações diretas na musculatura lisa. Curiosamente, Falcone et al. (1993) não 

encontraram nos seus estudos, a resposta de alta afinidade para a BK detectada no 

nosso trabalho. Entretanto, existem várias diferenças metodológicas entre os dois 

estudos, como por exemplo, a duração do período de equilíbrio das preparações, a 

tensão basal à que foram submetidas às preparações, a presença de diferentes 

drogas no banho, e o uso de capsaicina utilizada por Falcone et al. (1993) para 

reduzir a liberação do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina.

Está atualmente bem documentado, que muitas ações das cininas, mediadas 

pelos receptores B2, ocorrem indiretamente através da liberação de metabólitos 

derivados do ácido araquidônico (Gaginella e Kachur, 1989; Hall, 1992). Ao nível 

da VBC foi demonstrado que as ações das cininas são também mediadas, pelo 

menos em parte, por liberação de prostaglandinas, sendo seus efeitos 

antagonizados por inibidores da síntese de prostaglandinas, como a indometacina e 

o ibuprofeno (Baird e Margolius, 1989; Woods e Baird, 1991). Nossos resultados 

confirmam essas observações e demonstram que tanto a indometacina como o 

ibuprofeno foram capazes de antagonizar as respostas contráteis à BK. O fato de a 

contração induzida pela BK não ter sido antagonizada pelo dazoxiben, inibidor 

seletivo da síntese de TXA2 (Randall et al, 1981), ou pelo L-655,240, antagonista 

competitivo e seletivo dos receptores do TXA2 (Hall et al., 1987; Girard et al..



1989), sugere que os metabólitos da cicloxigenase liberados pela BK na VBC 

provavelmente não estão relacionados com o TXA2. Baseado na ordem de potência 

obtida para os prostanóides testados, pode-se sugerir que 0 principal prostanóide 

liberado após a metabolização do ácido araquidônico pela BK na VBC parece ser a 

PGE2. Conclusão similar foi sugerida para explicar o aumento da secreção de 

bicarbonato pela BK na VBC (Baird e Margolius, 1989). Além disso, a contração 

induzida pela BK na VBC foi parcialmente inibida pela fenidona, sugerindo algum 

envolvimento dos metabólitos derivados da lipoxigenase na sua resposta contrátil. 

Entretanto, o MK 571, antagonista seletivo para os receptores do LTD4 e LTE4 

(Jones et al., 1989), que demonstrou ser ativo em inibir de maneira competitiva as 

contrações induzidas pelo LTD4 na VBC (Freedman et al., 1993), falhou em 

antagonizar a contração causada pela BK na VBC sugerindo, assim, que o LTD4 

não parece estar envolvido na contração induzida pela BK na VBC. A estimulação 

da fosfolipase A2 com degradação do ácido araquidônico e liberação 

principalmente de produtos derivados da cicloxigenase pelas cininas foi também 

observada em outros músculos lisos como a traquéia isolada de cobaia (Schlemper 

e Calixto, 1994), duodeno isolado de rato (Griesbacher, 1992), fibroblastos 

gengivais humanos (Modéer et al., 1990), células renais de cão (Slivka e Insel, 

1988).



Com relação à fonte de Ca utilizada pela BK para induzir contração na 

VBC, nossos resultados indicam que tal efeito, depende basicamente da liberação 

de Ca^^ de depósitos intracelulares . Assim, a remoção de Ca^^ da solução 

nutriente, bem como na presença de EGTA, ou, em Krebs normal, após incubação 

das preparações com nicardipina, não foram capazes de inibir a contração induzida 

pela BK na VBC. Contudo, a adição de rianodina, alcalóide que interfere com a

^ I

liberação de Ca intracelular (McPherson e Campbell, 1993) nas preparações

2_j_

mantidas em meio sem Ca , inibiu de maneira concentração-dependente e 

significativa a resposta contrátil à BK na VBC.

Está amplamente demonstrado que a estimulação da fosfolipase C, que atua 

sobre o fosfatidil inositol 4,5-bifosfato, resultando no aumento de inositol 1,4,5- 

trifosfato (IP3) e liberação de Ca^^ dos estoques intracelulares ou de diacilglicerol 

que estimula a PKC constituem mecanismos comuns nas ações das cininas. Em 

muitos tecidos as cininas são capazes de gerar tanto aumento de inositol fosfato 

como gerar diacilglicerol (Farmer e Burch, 1992; Hall, 1992). Além disso, no 

músculo longitudinal (Ranson et al., 1992) e circular do íleo isolados de cobaia 

(Calixto e Medeiros, 1991) e na aorta e veia jugular isoladas de coelho (Calixto e 

Medeiros, 1992b), na veia porta isolada de rato (Campos e Calixto, 1994) as ações 

da BK dependem da ativação da PKC. O mesmo foi observado por Falcone et al. 

(1993) na VBC onde a BK produziu hidrólise de fosfoinositidios nas células com



conseqüente aumento de IP3 e DAG. Contudo, a resposta contrátil causada pela BK 

na VBC, em nosso estudo, não foi afetada nem pela estaurosporina nem pelo H-7, 

dois antagonistas da PKC (veja para revisão Hidaka e Kobayashi, 1992). No 

entanto, nas mesmas concentrações, esses antagonistas da PKC inibiram as ações 

das cininas em outros músculos lisos como, por exemplo, no íleo de cobaia, no 

dueto deferente de rato, na traquéia de cobaia e no útero de rato (Calixto, 1995) e 

no FER (presente estudo). Assim, experimentos adicionais são necessários para a 

confirmação do papel da PKC na resposta contrátil à BK na VBC.

Com o objetivo de investigar a possível presença de receptores Bj na VBC, 

foram também realizados experimentos adicionais para a DABK, agonista seletivo 

dos receptores Bj na presença de vários antagonistas. Os resultados obtidos 

indicam que a DABK induziu contração tempo-dependente e com grande 

afinidade, mas com baixa eficácia na VBC. A potência obtida para a DABK foi 

compatível àquela observada para a primeira fase da resposta à BK, mas 

apresentou eficácia de cerca de 10%, quando comparada à BK. O aumento tempo- 

dependente da resposta à DABK foi completamente inibido pela cicloheximida, 

inibidor da síntese protéica, quando esta foi mantida durante as seis horas em 

contato com as preparações. Efeito semelhante foi observado na aorta e na artéria 

mesentérica isoladas de coelho, bexiga urinária, veia porta e duodeno isolados de 

rato, bem como no edema de pata de rato, nos quais a cicloheximida demonstrou



ser capaz de inibir o aparecimento espontâneo de receptores Bj (Regoli et al., 

1978; Boutillier et al, 1987; Altinkurt e Ozturk, 1990; Campos e Calixto, 1995; 

Campos et al., 1996). Resultados semelhantes foram descritos na aorta de coelho 

com o emprego de outras drogas que atuam ao nível da síntese protéica, como a 

actinomicina (inibidor da síntese de RNA), brefeldin A (inibidor da translocação 

protéica) e tunicamicina (inibidor da glicosilação) (Audet et ah, 1994). Entretanto,

o tratamento prévio dos animais com LPS não alterou a resposta contrátil à DABK 

na VBC, sugerindo a ausência dos receptores B^ nas ações das cininas nesse 

tecido.

Um dado interesssante do presente estudo foi a observação de que o HOE 

140 e o NPC 17731, ambos antagonistas de receptores B2, mas não a des-Arg^-

8 9[Leu ]-BK e a des-Arg -NPC 17761, antagonistas seletivos de receptores Bj, 

foram efetivos em antagonizar a resposta contrátil à DABK na VBC. Tais 

resultados sugerem fortemente, que a contração causada pela DABK na VBC 

parece decorrer da ativação de receptores B2 e não Bj. Resultados semelhantes 

foram descritos para a DABK em células endoteliais bovinas, onde o HOE 140 

antagonizou a DABK (Weimer e Wirth, 1992). Também semelhante ao observado 

para a BK, a contração causada pela DABK na VBC foi quase que totalmente 

abolida pela indometacina ou pelo ibuprofeno, sugerindo a mediação indireta por 

liberação de produtos derivados da cicloxigenase. Contudo, tanto a fenidona como



O MK 531, que não afetaram a contração à BK na VBC, inibiram 

significativamente a contração causada pelo DABK nesta preparação. Esses 

resultados sugerem, que a contração induzida pela DABK na VBC depende em 

grande parte, da liberação de metabólitos derivados da lipoxigenase, através da 

ativação de receptores B2 sensíveis ao HOE 140, NPC 17731 e ao NPC 17761. 

Esses resultados confirmam, portanto, as evidências descritas na literatura 

indicando a completa ausência de receptores Bj em cobaia (Hall, 1992; Marceau, 

1995).

Quanto ao mecanismo de transdução, a contração induzida pela DABK na 

VBC é totalmente dependente de Ca^^ extracelular, em parte através de canais de

^ j

Ca do tipo L sensíveis à voltagem. Contudo, como descrito para a BK, as ações 

da DABK não parecem envolver a ativação da PKC. Portanto, as ações da DABK 

na VBC são diferentes do que se observa normalmente em respostas mediadas por 

receptores Bj como, por exemplo, na aorta de coelho, onde a DABK induz 

contração dependente da ativação da PKC, bem como, de estoques extra e 

intracelulares (Calixto e Medeiros, 1992b; Levesque et al, 1993). Entretanto, ao 

contrário do que foi observado para a BK, a resposta contrátil à DABK na VBC 

envolve também a participação dos derivados da lipoxigenase, além da liberação 

de prostanóides da via da cicloxigenase. Esse efeito da DABK de liberando 

prostanóides também foi observado na aorta e na artéria mesentérica isoladas de



coelho (Beny et al., 1987; Tropea et al., 1993) e fibroblastos gengivais humanos 

(Lemer e Modéer, 1991).

Resumindo, apresentamos evidências funcionais no presente estudo 

demonstrando que as contrações de alta e de baixa afinidades induzidas pelas 

cininas na VBC, são mediadas por ativação dos receptores B2 ao nível da 

musculatura lisa. Além disso essa resposta depende da liberação de Ca^^ dos 

estoques intracelulares sensíveis à rianodina. Já para 0 agonista de receptores Bj, a 

DABK causa contração com grande afinidade mas com baixa eficácia na VBC

através da ativação de receptores B2, um efeito totalmente dependente da

2*^mobilização de Ca extracelular. Por outro lado, parte das contrações induzidas 

pela BK ou pela DABK é provavelmente mediada indiretamente pela liberação 

produtos derivados do ácido araquidônico, não relacionados ao TXA2. As 

contrações induzidas tanto pela BK quanto pela DABK não parecem depender do 

envolvimento da PKC. Considerando-se que os metabólitos do ácido araquidônico 

desempenham papel relevante no processo inflamatório na vesícula biliar 

(Kaminski e Deshpande, 1980; Thomell et al, 1981; Kaminski et al., 1985; 

Kaminski, 1989; Myers e Bartula, 1992), e também o fato de que a BK apresenta 

importante ação pró-inflamatória (Marceau et al, 1983; Proud e Kaplan, 1988), 

além de estimular a secreção eletrogênica de bicarbonato na VBC (Baird e



Margolius, 1989), parece provável que as cininas desempenhem papel 

fisiopatológico importante ao nível do sistema biliar.



RESUMO

1 - No presente estudo foram analisados, através do emprego de agonistas e 

antagonistas seletivos, alguns dos mecanismos envolvidos nas respostas contráteis 

e relaxantes para as cininas no fundo de estômago de rato e na vesícula biliar de 

cobaia vitro

2 - A bradicinina (BK), a des-Arg^-bradicinina (DABK) e cininas relacionadas 

causaram resposta bifásica no fundo de estômago de rato (FER), consistindo de 

relaxamento seguido de contração, nas preparações pré-contraídas com cloreto de 

bário (BaCl2). As respostas máximas para o relaxamento e para a contração 

induzidas pelas cininas no FER não diferiram significativamente, com exceção da 

contração induzida pela DABK, a qual correspondeu a apenas cerca de 47 % 

daquela causada pela BK e demais peptídeos. O antagonista seletivo de receptor 

B2, HOE 140 (3 a 30 nM) produziu deslocamento paralelo à direita da curva 

concentração-resposta (CCR) contrátil à BK fornecendo valor de pA2 de 9,07 ±

0,27, com coeficiente angular não diferente da unidade (0,99). Contudo, o HOE 

140 causou apenas discreto deslocamento à direita da CCR relaxante à BK, sem 

afetar, contudo, a reposta bifásica à DABK. O antagonista seletivo de receptor Bi, 

a des-Arg^-NPC 17761 (10 nM ^ 1 |_iM) causou deslocamento significativo à



direita da CCR relaxante apresentando valor de pA2 de 8,35 ± 0,05, com 

coeficiente angular significativamente diferente da unidade (0,59), mas não afetou 

a CCR contrátil à DABK, ou a resposta bifásica induzida pela BK.

3 - As respostas relaxantes induzidas pela BK e DABK (100 nM) foram quase que

completamente inibidas pela apamina (1 fiM) ou pela nicardipina (1 nM), mas não

foram afetadas por inibidores da síntese de óxido nítrico, pelo azul de metileno,

inibidores da cicloxigenase ou lipoxigenase, por antagonistas seletivos para

receptores de histamina (Hj e H2), nicotina, fator ativador de plaquetas (PAF),

taquicininas (NKj e NK2), peptídeo relacionado ao gen da calcitonina (CGRP),

peptídeo vasoativo intestinal (VIP), ou pelo bloqueador nicotínico ganglionar

(tetraetilamônio). Já os relaxamentos induzidos pela BK e DABK foram reduzidos 

2‘t"em meio sem Ca contendo EGTA, sendo que a contração induzida pela BK foi 

mais resistente. O tratamento prévio dos animais com endotoxina de Escherichia 

coli (LPS, 10 |Lig/animal, i.v.), 24 horas antes, potencializou o relaxamento 

induzido pela DABK, sem interferir, contudo, com a contração a esse peptídeo, 

além de ter causado redução do relaxamento à BK.

4 - A adição de BK e demais cininas (0,1 pM a 3 |iM) na vesícula biliar de cobaia 

(VBC) após duas horas de equilíbrio, causou contração caracterizada por dois



componentes distintos: de alta (0,1 pM a 1 nM) e de baixa afinidade (3 nM a 3 

|iiM). A ordem de potência observada para a primeira fase (CE50, pM) foi: BK 

(1,36) = Hyp'-BK (1,44) = Lys-BK (1,54) > Tyr*-BK (2,12) > Met-Lys-BK (4,30). 

A ordem de potência para a segunda fase (CE50, nM, a concentração necessária 

para causar 50 % da resposta relativa ao KCl 80 mM) foi: Hyp^-BK (8,95) > Met- 

Lys-BK (12,78) > Tyr^-BK (33,75) > Lys-BK (60, 92) > BK (77,35). A resposta 

contrátil (g de tensão) obtida para 3 |iM (a maior concentração utilizada) foi: 

Hyp^-BK 1,76 ± 0,09; BK 1,65 ± 0,12; Lys-BK 1,45 ± 0,13; Tyr*-BK 1,36 ± 0,15 e 

Met-Lys-BK 1,36 ± 0,15. Já o agonista seletivo para receptores Bj, a DABK, 

causou apenas pequena contração (0,21 ± 0,05 g), que correspondeu à cerca de 10 

% da resposta induzida pela BK. A adição de prostaglandina (PG) E2, PGp2a ou do 

tromboxanomimético U46619 (100 pM a 100 |iM), causou contração 

concentração-dependente na VBC com as seguintes CE50: 3,1 |o,M; 1,7 )liM e 0,47 

nM e respostas máximas de 1,36 ± 0,15; 1,32 ± 0,20 e 0,96 ± 0,09 g, 

respectivamente.

5 - A contração induzida pela BK na VBC foi inibida pela indometacina (3 fiM) e 

pelo ibuprofeno (30 fiM), e foi parcialmente reduzida pela fenidona (30 |^M), mas 

não foi afetada pela atropina (1 |iM), nicardipina (1 |liM), em meio sem Ca mais 

EGTA, na presença de dazoxiben (30 |iM), L 655,240 (10 nM, antagonista seletivo



de receptores de tromboxano A2), MK 571 (100 nM, antagonista seletivo para 

receptores de leucotrieno D4 e E4), tetrodotoxina (300 nM), CP 96,345 (300 nM, 

antagonista de receptor NK2), mepiramina (1 fiM), glibenclamida (1 |uM), H-7 (3 

|liM), estaurosporina (100 nM) ou forbol éster (1 luM). Contudo, em meio sem Ca^^ 

mais rianodina (10 |J,M), a resposta à BK foi significativamente reduzida.

6 - Os antagonistas seletivos para o receptor B2, o HOE 140, o NPC 17761 e o 

NPC 17731 (10 nM a 1 |liM), causaram deslocamento à direita da CCR à BK de 

modo concentração dependente, enquanto que o antagonista seletivo para o 

receptor Bj, a des-Arg^-[Leu^]-BK (1 |liM), não afetou a resposta contrátil à BK.

7 - A contração induzida pela DABK (1 pM a 1 |iiM) na VBC aumentou 

significativamente em função do tempo em que as preparações permaneceram em 

equilíbrio antes da adição das drogas, atingindo valores máximos ao final de 6 

horas (CE50 de 16, 4 pM e resposta máxima de 0,6 ± 0,08 g). O aumento tempo- 

dependente da resposta contrátil à DABK foi bloqueado pela cicloheximida (70 

|j,M, inibidor da síntese protéica). As respostas à DABK foram inibidos ainda pela 

indometacina (3 |>i.M), ibuprofeno (30 |liM), fenidona (30 |iM), ou em solução sem

o i

Ca contendo EGTA, mas foi somente parcialmente afetado pelo MK 571 (100



nM) ou pela nicardipina (1 |liM). No entanto, a resposta à DABK não foi afetada 

pelo dazoxiben (30 |j.M), estaurosporina (100 nM) ou L 655,240 (1 |j,M).

8 - A resposta contrátil à DABK na VBC não foi afetada pelos antagonistas 

seletivos de receptor Bj, des-Arg^-[Leu^]-BK (1 |liM) ou des-Arg^-NPC 17761 

(100 nM), porém, foi quase que completamente inibida pelo HOE 140 ou NPC 

17731 (100 nM). O tratamento prévio dos animais com LPS (30 p.g/animal, i.v., 24 

antes) não alterou significativamente a contração à DABK na VBC.

9 - Em conclusão, os resultados do presente estudo sugerem que o FER expressa 

ambos os receptores, Bj e B2, para as cininas. A contração induzida pela BK 

decorre da ativação de receptores B2, enquanto que o relaxamento induzido pela 

DABK parece ser mediado apenas por receptores Bj. Tanto os receptores Bi 

quanto os B2 são constitutivos, mas o tratamento prévio dos animais com LPS 

causou aumento da resposta mediada por receptores Bj, e redução daquela

mediada por receptores B2. Além disso, o relaxamento causado pelas cininas no

2"^ •FER depende da ativação de canais de potássio modulados por Ca e de canais de

I

Ca do tipo L sensíveis à voltagem. Os resultados sugerem também que as 

respostas da VBC à BK, mediadas tanto por sítios de alta quanto de baixa 

afinidade, envolvem a ativação direta dos receptores B2, e dependem da liberação



de Ca^"^ dos estoques intracelulares sensíveis à rianodina. Tanto a contração 

induzida pela BK quanto à da DABK na VBC, dependem da liberação de 

eicosanóides pro-inflamatórios derivados do ácido araquidônico via cicloxigenase, 

mas não dependem do tromboxano A2, ou da ativação de mecanismos dependentes 

da proteína quinase C. Finalmente, a contração induzida pela DABK na VBC 

aumenta em função do tempo de equilíbrio das preparações, através de um 

mecanismo que envolve a síntese protéica, sendo esse efeito mediado por ativação 

de receptores B2, mas não B]. Ao contrário do que foi observado para a BK, a

contração induzida pela DABK na VBC é essencialmente dependente do fluxo de

2_j_

Ca extracelular, parcialmente através de canais do tipo L.

A maioria destes resultados foi publicado no British Journal of Pharmacology 

114; 1549-1556,1995 ou estão contidos em trabalho aceito para publicação no 

Journalof Pharmacology and Experimental Therapeutiçs, 1996.



ABSTRACT

1 - This study investigated, by the use of selective agonists and antagonists, the 

receptor subtypes involved in, and also some of the mechanisms underlying, kinin- 

mediated relaxant or contractile responses in the rat stomach ílindus (RSF) and 

guinea pig gallbladder in vitro.

2 - Bradykinin (BK), des-Arg^-BK (DABK) and related kinins caused biphasic 

responses (BR), i.e. relaxation followed by contraction, in RSF precontracted with 

BaCl2. The maximal developed biphasic responses for kinins in RSF did not differ 

significantly, with the exception of the contraction caused by DABK which was 

significantly lower when compared with other agonists, corresponding to c. a. 47 % 

of that caused by BK and related peptides. The selective B2 receptor antagonist 

HOE 140 (3 to 30 nM) produced parallel rightward shifts of the contractile 

concentration-response curve (CRC) for BK, yielding a pA2 value of 9.07 ± 0.27 and 

slope of 0.99, but caused only a slight rightward shift of the relaxant CRC for BK, 

leaving the CRCs to the Brs of DABK unaffected. The selective Bi receptor 

antagonist, des-Arg^-NPC 17761 (10 nM to 1 ^iM), caused graded rightward shifts 

of the relaxant CRCs, but did not affect the contractile CRCs for DABK, yielding a



pA2 value of 8.35 ± 0.05 and slope significantly lower than unity (0.59), having no 

effect on BK-induced BR.

3 - BK and DABK (100 nM)-induced relaxations were almost suppressed by apamin 

(1 p,M) or by nicardipine (1 nM), but were unaffected by nitric oxide synthase 

inhibitors, methylene blue, both lipo- and cyclo-oxygenase inhibitors, selective 

receptor antagonists for histamine (Hj and H2), nicotine, platelet activating factor, 

tachykinins (both NKj and NK2), calcitonin gene-related peptide, vasoactive

intestinal peptide or a nicotinic ganglion blocking agent. However, both BK and

2_|_

DABK-mediated relaxations were reduced in Ca -free medium plus EGTA, while 

BK-mediated contraction was more resistant. E. coli endotoxin treatment (LPS, 10 

ILig/animal), 24 h prior, potentiated DABK-induced relaxation, but not contraction, 

and reduced BK-mediated relaxation (P<0.05).

4 - Addition of BK and related kinins (0.1 pM - 3 |iM) after 2 h of equilibration of 

the guinea pig gallbladder (GPG) caused graded contractions characterized by two 

distinct phases: high affinity (0.1 pM to 1 nM) and low affinity (3 nM to 3 |aM). The 

rank order of potency for the first phase (mean EC50, pM) was: BK (1.36) = Hyp^- 

BK (1.44) = Lys-BK (1.54) > Tyr^-BK (2.72) > Met-Lys-BK (4.30)i The rank order 

of potency for the second phase (mean EC50, nM, at a concentration producing 50%



of the contraction caused by 80 mM KCl) was: Hyp^-BK (8.95) > Met-Lys-BK 

(12.78) > Tyr^-BK (33.75) > Lys-BK (60.92) > BK (77.35). The contractile 

responses (gram of tension) to 3 |iM of BK (the highest concentration tested) were: 

Hyp^-BK, 1.76 ± 0.09; BK, 1.65 ± 0.12; Lys-BK, 1.45 ± 0.13; Tyr*-BK, 1.36 ± 0.15 

and Met-Lys-BK, 1.36 ±0.15. The selective Bi agonist DABK caused only a weak 

contraction with maximal response (0.21 ± 0.05 g), which corresponds to 

approximately 10 % of that induced by BK, suggesting the presence of Bj receptors. 

Prostaglandin E2, prostaglandin p2a or U46619 (0.1 nM to 100 |nM), caused 

concentration-dependent contractions in GPG with mean EC50S of 3.1 |j,M; 1.7 |j.M 

and 0.47 nM and maximal responses of 1.36 ± 0.15; 1.32 ± 0.20 and 0.96 ± 0.09 g, 

respectively.

5 - BK-induced contraction in GPG was inhibited by indomethacin (3 fxM) or 

ibuprofen (30 |o,M), and was partially reduced by phenidone (30 |j,M) and nicardipine 

(1 |liM), but was not affected by atropine (1 |J,M), Ca^’^-firee medium plus EGTA, 

dazoxiben (30 nM), L 655,240 (10 nM, a selective receptor antagonist of TXA2), 

MK-571 (0.1 |iM, a selective leukotriene D4 and E4 receptor antagonist), 

tetrodotoxin (0.3 |iM), CP 96,346 (0.3 |iM, a NKi receptor antagonist), mepyramine 

(1 fiM), glibenclamide (1 fiM), H-7 (3 p-M), staurosporine (100 nM), or phorbol



ester (1 jiM). However, BK-induced contractions in GPG maintained in Ca -free 

medium were markedly attenuated by ryanodine (10 |iM).

6 - The selective B2 receptor antagonists, HOE 140, NPC 17731 and NPC 17761 (10 

nM to 1 |J.M), caused concentration-dependent displacements to the right of the 

contractile concentration-response curve for BK. The selective Bi receptor

9 8antagonist, des-Arg -[Leu ]-BK (1 (M), did not affect BK-induced GPG contraction.

7 - Contractions induced by DABK in GPG (1 pM to 1 jj,M) increased significantly 

as a function of time elapsed after setting up the preparation, reaching the maximum 

after 6 h of equilibration (EC50 16.4 pM and Emax 0,6 ± 0,08 g). DABK-induced 

contraction in GPG was completely inhibited in the presence of cycloheximide (70 

|iM, an inhibitor of protein synthesis), indomethacin (3 |iM), ibuprofen (30 |iM), 

phenidone (30 |j,M) or Ca^^-free medium plus EGTA, and was partiaily reduced by 

MK 571 (0.1 jiM) or by nicardipine (1 |iM), but was not affected by dazoxiben (30 

jiM), staurosporine (100 nM) or L 655,240 (1 jiM).

8 - In addition, DABK-induced contraction in GPG was unaffected by the selective 

Bi receptor antagonists des-Arg^-[Leu^]-BK and des-Arg^-NPC 17761. However, 

the selective B2 receptor antagonists HOE 140 and NPC 17731 completely blocked



DABK-mediated contraction. The pretreatment of animais with LPS (30 jig/animal,

i.v., 24 h) did not significantly change the DABK-induced contraction in GPG.

9 - It is concluded that RSF expresses both and B2 receptors. BK-induced 

contraction involves activation of B2 receptors, while DABK-induced relaxation is 

mediated by B} receptors. Both Bj and Bj receptors in RSF are constitutive, but LPS 

treatment caused upregulation of Bj and downregulation of B2 receptors. Kinin-

mediated relaxation in RSF are coupled to activation of Ca^^-activated channels

2“i"and rely on Ca influx via L-type voltage-sensitive channels. In GPG, responses to

BK seems to be mediated via B2 receptors with both high and low affmity for the

peptide, and the BK-mediated contraction in GPG depends on the release of

• 2“í“ • •intracellular Ca sources sensitive to ryanodine. In addition, both BK and DABK- 

induced contractions in GPG are mediated by release of proinflammatory 

eicosanoid(s) derived from the cyclo-oxygenase pathway from arachidonic 

metabolism unrelated to TXA2, and do not seems to be coupled to activation of a 

protein kinase C-dependent mechanism. It is also concluded that DABK-induced 

contraction in GPG increases as a ílinction of the equilibrium period of the 

preparation by a mechanism dependent on protein synthesis, and seems to be 

mediated by activation of B2, but not Bj receptors. In contrast to that observed for



BK, the contraction induced by DABK is dependent on the influx of extracellular

2+Ca , partially through L-type calcium charmels.

Most of these results have been publíshed in British Journal of Pharmacology 

114: 1549-1556, 1995 or have been included in manuscrípt accepted for 

publicatíon in the Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 

1996 (in press).
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