UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

CARACTERIZACAO DO RECEPTOR E DOS MECANISMOS
RELACIONADOS A RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA
PELA des-Arg9-bradicinina NO MODELO MURINO DE PLEURISIA.

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pds-Graduagdo em
Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial para a obtencdo do
Titulo de Mestre em Farmacologia.

Prof. Orientador: Dr.Jodo B. Calixto.

ROSE MARI JACOBESEN VIANNA
Florianépolis
1998



VIANNA, Rose Mari. Caracterizagdo do recéptor e dos mecanismos relacionados a
resposta inflamatdria induzida pela des-Arg9—bradicinina no modelo murino de
pleurisia. Florianépolis, 1998, 142f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)- Curso de

P6s-Graduag@o em Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista Calixto

Defesa: 09/06/98

Caracterizagdo do receptor B, e dos mecanismos relacionados a resposta inflamatéria
induzida pela des-Arg’-bradicinina na cavidade pleural de camundongos. Os resultados
mostram que a des-Arg’-bradicinina causa resposta inflamatéria caracterizada por um
pico de 1h para o extravasamento e um pico de 4 h para a migragdo de neutréfilos para a
cavidade pleural dos animais. Nesta resposta inflamatéria estdo envolvidos varios
mediadores inflamatdrios, entre eles, as taquicininas, o CGRP, o 6xido nitrico, e produtos
das ciclooxigenases. O tratamento prévio dos animais com LPS ndo aumentou a
expressdo dos receptores B, na cavidade pleural de camundongos, sugerindo que estes

receptores estdo presentes na sua forma constitutiva.

[inflamag#o],(des-Arg’-bradicinina],[6xido nitrico],[ CGRP], [taquicininas],[prostandides]



“CARACTERIZACAO DO RECEPTOR E DOS MECANISMOS
RELACIONADOS A RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA
PELA DES-ARG’-BRADICININA NO MODELO MURINO DE
PLEURISIA”

POR

ROSE MARI JACOBSEN VIANNA

Dissertacdo julgada e aprovada em sua
forma final pela Banca Examinadora em
sessiio de defesa publica em 09 de Junho
de 1998.

Banca Examinadora:
oo (ale!

Yoo Batista Calixto
(FMC/UFSC-Membro-Titular)

al\

Jodo Bosco Pegquero
(EPM/UNIFESP-Membro Titular)

AN N

mil Assreuy Filho
(FMC/UFSC-Membro Tltular)

Prof. Dr. Gile Alkxander Rae
Coordenador d§ Programa de

Pos-Graduacio em Farmacologia da UFSC

Floriandpolis, 09 de Junho de 1998.



Dedico esse trabalho para o meu
filho, Pedro, pelo seu amor e
carinho, por tornar tudo mdgico e
que, apesar de sua tenra idade, ja
soube desenvolver a arte da

paciéncia.



Agradecimento
Ao Walter, pela compreensdo e

companheirismo durante todos esses

anos.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Jodo B. Calixto, pela orientagdo, pelo exemplo de

profissionalismo, e pelo estimulo na realizagéo deste trabalho.

A todos os professores do Mestrado em Farmacologia e da
Coordenadoria Especial de Farmacologia, em especial a Prof. Dra. Rosa
Maria Ribeiro-do-Valle Nicolau e ao Prof. Anicleto Poli, por terem me
recebido no seu laboratdrio, proporcionando-me a primeira oportunidade de

trabalhar na area de Farmacologia Experimental.

Ao Prof. Giles Alexander Rae, pelo apoio, pelo estimulo e por ter

selecionado criterioso e carinhosamente a Turma/96.

A todos os funcionarios da Coordenadoria Especial de Farmacologia,
pelo carinho e atencdo dispensados em todo esse periodo, em especial ao
Roberto, Sr. Zeri, Sr. Jodozinho, Sandra, Adenir, Elza, Juarez, Regina, Rita

e Gorette.



vi

A Rosana Ostroski, e a Patricia Vianna pela assessoria.

Aos meus colegas de turma, por ordem cronoldgica, Prof. Gilboé,
Prof. Rubens, Dr. Marcos, Profa. Josélia, Profa. Irinéia, Profa. Tania,
Martha e Sandro, quer sejam pelas suas experiéncias profissionais ou pela
amizade e carinho dispensados, tornaram esse Curso ainda mais

enriquecedor.

A todos os colegas do Curso de Mestrado em Farmacologia, em

especial a Profa. Téania F. Saleh, pela amizade, carinho e apoio.

Aos colegas da iniciagdo cientifica. -

A Prof. Dra. Mareni R. Farias, pela amizade, carinho e apoio durante

toda a minha formag&o profissional.

Aos meus familiares, em especial a querida tia Lidia, que com seu

carinho e estimulo, ajudou a tornar esse trabalho uma realidade.



SUMARIO

LN A TIE FRGITRRARL ..o o s s sasson e o s A S viii
LISTA DE TABELAS ...ttt eees Xi
1- INTRODUGCAO. ... en v ene e 02
2= TIBIETIVEIL. ..o enrerimesomsnamspbavssivprs mmimsmsssmmmomibm i Lo a8t 22
3- MATERIAL E METODOS..........coviririeraieniaesesnseisesessessseesasesesees 23
3 = AR, oo sy s e ek S AR S B 23
3.2- INdUGAO da PlEUTISIA. . .eeerirueieeeieeieeiie ettt 23
3.3- Quantifica¢do do exsudato.......cccceeevuereeuerenen. S . 24
4= Cortaptti db Leutloilon. ... cumomsarmmmmmommssss s s sosmeees 25
3.5- Dosagem de nitrito (NO;) n0 eXSudato.......ccccerrueriiieierrieinieeiienenns 26
3.5 1-DiesprofeiniZacho s aOOBIIER. oot ymra sevmspers 26
3.5.2- Conversao de nitrato (NO,") para nitrito (NO5’) nas amostras......... 27
3.5.3- REACHAO A€ GIIeSS...uueereuererrueeraieneteneeeeeeseercreeestesneesaeeeaeeseseesaeeane 27
35 = Prafocolo experimenal... ..oy 28

3.6.1-Cinética celular induzida pela des-Argg-BK ou pela Lys—des-Argg-

BK nacavidade pletiral de camUnAdonBos. s ssssssmsssummmmsrassssanssnsonss 28

3.6.2-Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo de E. coli na

9

pleurisia induzida pela des-Arg”-BK em camundongos...........cccccceuevnenunns 29



vi

3.6.3-Efeito dos antagonistas seletivos do receptor B, a des-Argg—[Leug]-

BK e a des—Arg9NPC 17731, e do receptor B, ,o HOE 140, na pleurisia

9-BK em camuNAONZOS.......uueeeeerirerreereeeeriiarneeennn. 30

induzida pela des-Arg
3.6.4- Envolvimento de neuropeptideos sensoriais na pleurisia induzida

9

pela des-Arg”-BEK. e camundongos. . cwsmsssssmsnmas s sssmssns 31

3.6.5- Possivel envolvimento do 6xido nitrico na pleurisia induzida pela

des-Argg-BK e et syt L6 621 - SO 32

3.6.6-Envolvimento dos produtos da ciclo-oxigenase na pleurisia induzida

pela des—Arg9-BK ......................................................................................... 33
3.6.7-Envolvimento da histamina na pleurisia induzida pela des—Argg-
2 S S U NOPS PP ORpS 34
4 o DITOZBES. . sensessavarvissasesssssssssasssosnsessussssemsivassssssmassane ssasmassssessssussysrsessssspesvanass 35
8§ o ANEITOR FLSOBBIBEIOR, covsnnrssinsvsmmosinsnssnmnssssinmsssss s i ora s RS OB DAL AR ES 37
4 - RESULTADOS.......ccoiiereeeriteesneeessresnessaesessesessesssssssesossssssssessssasasessen 38

4.1-Resposta inflamatdria induzida pela des—Arg9-BK ou pela Lys-des-

Arg9-BK na cavidade pleural de camundongos..........cceceevuveeeceeineennceneenn. 38



vii
4.2-Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo de E. coli na

pleurisia induzida pela des—Argg—BK em

ORI OIS < .o 005immicemtiiisvastesitestasms st YA RS A E g T e it 42

4.3-Efeito dos antagonistas seletivos do receptor B, 4 des—Argg-[LeuS]-BK

e a des-Arg9NPC 17731, e do receptor B. , o HOE 140, na pleurisia

2 2

5

induzida pela des-Arg”-BK em camundongos..........ccceeeevvverrcereiieneeenennes 43

4.4-Envolvimento de neuropeptideos sensoriais na pleurisia induzida pela
des—Argg-BK em CAMUNAONZOS. ...ceoueeeerueerereeieieeeieereesireesae e s et eeeesaeesereens 55

4.5-Envolvimento do 6xido nitrico na pleurisia induzida pela des—Argg-BK
€11 CAMUNAONZOS. ..veeeeuerieeireeitereeteareeessteeseeeesaseeesseeeeaeeesssneesasneesnnessaneanas 63
4.5.a-Efeito de inibidores da 6xido nitrico SINtase.........ccooveeeerrveereeennnennnne 63
4.5.b-Determinacdo dos niveis de nitrato (NO;) no extravasamento
plasméatico induzido pela des-Arg-BK na cavidade pleural de
CAMUIIAONZOS  ..veevreeeeeeaueereeessereseesteensesseaesseesesesessesestesssesensessnnesnneenseesasesans 69

4.6-Envolvimento dos produtos da ciclo-oxigenase na pleurisia induzida

pela des-Argg-BK .......................................................................................... 68

4.7-Envolvimento da histamina na pleurisia induzida pela des-Argg-



viil

S DISCUSSAOD. ..o e 74
RESUMO ..o ee e ee e s e e s ese e s e e s e et e e s e eeeees s 96
SUMMIARY ..o e e e e e e s e e eee e s s e e e es e s e eeseses e e es e 102

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oooooieeeeeeeeeeeeeeeeerneeees 107



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Perfil temporal da pleurisia induzida pela des—Arg9-BK (30

nmol /cav.) em CamMUNAONZOS....ccccuerrueerrieeerreeraneeeeireeeerieeeeeenressreesnneeas 40

FIGURA 2 - Efeito de diferentes doses da des—Argg—BK (10-100 nmol/

cav.) na cavidade pleural de camUDAONBOS. csiersmmemsvesssassmnssssssnssonss sinssomsnad 41

FIGURA 3 - Efeito da Lys-des—Argg-BK (30 nmol/cav.) na cavidade
pleural de
CAIDAIND OTITOR. ..o scnssuannsimonnsusess siiins soxss anesrmiass sranss sssassn sEs SRR SRS BA SN RS 3 090 44

FIGURA 4a - Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo de E.

coli na pleurisia induzida pela des-Arg9—BK (30 nmol/cav) em
YR EC N TEEION, i s S gy § SR s 65 S8 5 S S SN R 45

FIGURA 4b - Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo de E.

coli no edema de pata induzido pela des-Argg—BK (50 nmol/pata) em

CAMUNAONBOS. . rvosssseorsrsrssenssasrarsassnssnesssmussbsumssspssmsssesssssunsesessmmesem s psensasnsy 46
FIGURA 5 - Efeito da des-Argg-[LeuS]-BK (60 nmol/cav.) no exsudato e

na migracdo de células inflamatérias induzidos pela des—Argg-BK na

cavidade plenral de camundONDOS.. ... amimmsrrswsssssisimsmsmmmssasmmsssmsssmssmsmiss 49



FIGURA 6 - Efeito da des—Arg9-[Leu8]-BK (60 e 100 nmol/cav.), no

exsudato e na migracdo de células inflamatdrias induzidos pela des-Argg—

BK na cavidade pleural de camundongos.........cceceereurereieeeieneeeriiieeenieeee 50
FIGURA 7 - Efeito da des-Arg9NPC 17731 (5 nmol/cav.), no exsudato e

na migragdo de células inflamatdrias induzidos pela des—Argg-BK na
cavidade pleural de camundongos...........cccecuiriiiiiiiiiiiiiiiiine e ¥

FIGURA 8 - Efeito do HOE 140 (30 nmol/cavidade), no exsudato e na

migracdo de células inflamatdrias induzidos pela des-Argg-BK na cavidade
pleural de camUNAONGOS......cocveruiirirriirieririreceree et 53
FIGURA 9 - Efeito do FK888 (1 nmol/cav.) no exsudato e na migragdo de

9

células inflamatorias induzidos pela des-Arg”-BK na cavidade pleural de

CAMUNAONZOS. ..aucssassssasasernmsssmssamsssssnsssssressseasessassssssssesssasesssassansnesssasaisaaninsas a7

FIGURA 10 - Efeito do SR 48968 (20 nmol/cav.) no exsudato e na

migragdo de células inflamatérias induzidos pela des—Argg—BK na
cavidade pleural de camundongos.........cccecueimiiiiiiiiiiiriie e 58

FIGURA 11 - Efeito do SR 142801 (10 nmol/cav.) no exsudato e na

migracdo de células inflamatérias induzidos pela des-Arg9-BK na

cavidade pleural de cCamUNAONGOE. .....comssressonmsmssssssnsismsssssssssssvasmssmmssssnose 39



xi

FIGURA 12 - Efeito do CGRPg ;, (1 nmol/cav.) no exsudato e na migragéo

de células inflamatorias induzidos pela des-Arg9

-BK na cavidade pleural
B CHINLIDOOTII0G. morsspruninssnssmmsserm cersmbemmbetfinspspsnssismmssboammmrns sk o5a5 555 5 00 ks 60

FIGURA 13 - Efeito da L-NOARG (1 pmol/cav.) no exsudato e na

migracdo de células inflamatdrias induzidos pela des-Argg-BK na
caviziade pleural de CATOBAONBOE. .o imemmimmrmmmenmaem s 64
FIGURA 14 - Efeito da L-NAME (1 pmol/cav.) no exsudato e na migragéo

de células inflamatorias induzidos pela des-Arg9

-BK na cavidade pleural
de CaAMUNAONZOS...ciiueieerieeeieieeeeere et e e e st e e et e e enr e e asse e s e mneesnaneenseee 65

FIGURA 15 - Efeito da D-NAME (1 pmol/cav.) no exsudato e na migrag@o

de células inflamatdrias induzidos pela des—Arg9

-BK na cavidade pleural
K16 COLPITNAEIOTIBIDR v wsiion w9005 3a 55 BN A AN 66

FIGURA 16 - Perfil temporal da dosagem de nitrato (NO_) presente no

exsudato da cavidade pleural apds a injecdo i.t. de des—Arg9-BK (30
nmol/cay.) e CAOMUNADNPOR. ...ccmmnmmassmsieresssmosnseramsisiastissisarissinsssesissrasises 70
FIGURA 17 - Efeito da tratamento prévio com indometacina ( 1 mg.kg™ ,

i.p., 1 h antes) no exsudato e na migragdo de células inflamatérias



xii

induzidos  pela des—Arg9-BK na cavidade pleural de

RTINS oo o 0 st it it S SR B BB P MR TG VAR PR 72
FIGURA 18 - Efeito da tratamento prévio com terfenadina ( 50 mg.kg™ ,

i.p., 30 antes) no exsudato e na migragdo de células inflamatorias induzidos

pela des—Argg-BK na cavidade pleural de camundongos........cccceeeverunenen. 73



i
LISTA DE TABELAS
’i’abela 1 - Efeitos da inje¢do i.t. de antagonistas seletivos para os subtipos
de receptores B, e B, para as cininas analizados na cavidade pleural de
camundongos, 1h e 4h apds @ INJECAO.....ceeerueriiiiiiiiiieieereee e 54
Tabela 2 - Efeitos da injecdo i.t. de antagonistas taquicinérgicos seletivos
para os subtipos de receptores NK,, NK, e NK;, e para o CGRP na cavidade
pleural de camundongos analizados 1h e 4h apdés a
111 ¢ [ A U P P S ST O—. 62
Tabela 3 - Efeitos da inje¢ao i.t. dos inibidores da éxido nitrico sintase,

analisados 1 h e 4 h apds, na cavidade pleural de camundongos................ 68



1.INTRODUCAO

A bradicinina (BK) é um potente peptideo vasoativo formado
endogenamente, e possue a seguinte sequéncia de aminoacidos (Arg'-Pro*-
Pro’-Gly*-Phe’-Ser®-Pro’-Phe®-Arg’) em sua estrutura. A BK ¢ um
nonapeptideo que atua principalmente como horménio local através de
mecanismos autdcrinos ou paracrinos. A capacidade da BK em induzir dor,
inflamac¢do e contragdo da musculatura lisa foi descrita pela primeira vez
por Rocha e Silva et al. (1949), quando demonstraram o aparecimento da
resposta contratil no ileo isolado de cobaia. Esta resposta foi causada por
uma substancia liberada do sangue, quando tiras de ileo eram incubadas
com tripsina ou com o veneno de algumas serpentes. A resposta contratil
desenvolvia-se lentamente quando comparada com aquela produzida pela
histamina, ndo sendo antagonizada pela atropina. Na ocasido os autores
concluiram que tratava-se de uma nova substincia, e pelo fato de ser
liberada lentamente eles a denominaram de bradicinina, (derivado do grego
bradys= lento, e kinein=movimento).

A BK e demais cininas sfo formadas nos fluidos e tecidos

biologicos a partir de proteinas precursoras, os cininogénios, que sdo o-



globulinas de alto peso molecular (88 a 120 kD), ou de baixo peso
molecular (50 a 68 kD), (Hall, 1992). Estas proteinas precursoras sao
sintetizadas pelo figado, circulam na corrente sanguinea e s@o encontradas
em secrecdes como a urina ou fluido nasal (Steranka et al., 1989). A
quebra do cininogénio € feita por um grupo de enzimas proteoliticas,
denominadas calicreinas, que estdo presentes em muitos tecidos e fluidos
corporais (Burch et al., 1990; Bhoola et al., 1992).

As calicreinas s@o enzimas serina-proteases, e sdo divididas em
dois grupos: calicreina plasmaética, que ¢ sintetizada e secretada pelos
hepatdcitos para a circulagdo como molécula inativa, denominada de pré-
calicréina; e a calicreina tecidual ou glandular, que ¢ sintetizada pelas
glandulas exdcrinas (Bathon e Proud, 1991; Bhoola et al., 1992). Estas duas
enzimas sdo codificadas por genes distintos, e diferem entre si com relacao
ao peso molecular, a composi¢cdo de aa, ao tipo de cinina liberada, e a
funcdo desenvolvida (Carretero et al., 1993). A calicreina plasmatica €
codificada por um unico gene (Seidah et al., 1989), enquanto que a
calicreina tecidual é codificada por mais de um gene (Beaubien et al., 1991;
Murray et al., 1990). A formagdo da BK no plasma humano ¢ dependente

da intera¢do de trés proteinas plasmédticas que possuem carga elétrica



negativa. Essas proteinas sdo o Fator XII (Fator de Hageman), a pré-
calicreina e o cininogénio de alto peso molecular (Proud e Kaplan, 1988).
Na corrente sanguinea, a pré-calicreina e o cininogénio de alto peso
molecular circulam como um complexo estequiométrico de 1:1 molar o
qual é inativo. Apds a interagdo dessas proteinas inicia-se uma cascata de
eventos bioquimicos: o fator de Hageman ativa a pré-calicreina
(zimogénio), que € convertida em calicreina. Esta por sua vez hidrolisa o
cininogénio de alto peso molecular formando o peptideo vasoativo, a BK
(Bhoola et al., 1992; Proud e Kaplan, 1988). A calicreina tecidual ou
glandular foi originalmente isolada do péncreas, sendo posteriormente
isolada de outros oOrgdos exécrinos como as glandulas salivares e
sudoriparas. Os genes para estas enzimas sdo expressos em diversas células
epiteliais ou secretorias, incluindo a glandula salivar, o péncreas, o
intestino e o néfron distal, além de estar presente também em neutréfilos
(Bhoola et al., 1992; Regoli e Barabé, 1980; Proud e Kaplan, 1988). Na
maioria das espécies a calicreina tecidual cliva o cininogénio de baixo peso
molecular formando a lisil-bradicinina, também denominada de calidina
(Lys-BK). O peptideo formado pode ser posteriormente clivado por

aminopeptidases do plasma, que retiram o aminoacido Lys da por¢do



amino-terminal da molécula levando a forma¢do de BK (Steranka et al.,
1988). Entretanto, no rato e no camundongo, a calicreina tecidual converte
o cininogénio de baixo peso molecular diretamente em BK (Bhoola et al.,
1992).

A meia-vida plasmatica das cininas € bastante pequena (15 a 30
segundos), sendo sua concentragdo nos fluidos biolégicos também baixa
(cerca de 10" mol/l) (Sharma e Buchanan, 1994). Além disso, uma Unica
passagem através da circulagdo pulmonar resulta em 80-90% de destruicao
desses peptideos (Regoli e Barabé, 1980; ).

Quando produzidas, as cininas s3o rapidamente degradadas por
peptidases denominadas genericamente de cininases. As cininases sao
encontradas no sangue, nas células endoteliais, € em outros tecidos
(Campbell et al., 1993). Estas enzimas sdo denominadas de cininase I e
cininase II. A cininase I é representada pelas carboxipeptidases M e N, as
quais removem o aa Arg da porgdo C-terminal da molécula da BK,
formando a des-Arg’-BK (no sangue) e a des-Arg'’-calidina (nos tecidos).
A cininase II, uma dipeptidil carboxipeptidase, ¢ também denominada de
enzima conversora de angiotensina (ECA), e também remove os

aminoacidos Phe-Arg da por¢do C-terminal (Bhoola et al., 1992). A ECA é



uma enzima que estd localizada predominantemente na superficie luminal
das células endoteliais, um fato que pode explicar a extensiva inativacéo
pulmonar das cininas (Marceau et al., 1995). Embora ndo seja um
fendmeno frequente, a cininase II eventualmente pode promover a clivagem
da por¢do C-terminal da des-Arg’-BK, mas possui baixa afinidade pelos
metabolitos da des-Arg’ (Oshima et al., 1985). Outra enzima que também
estd presente no plasma, e que apresenta a mesma atividade da ECA sobre
as cininas, é a endopeptidase neutra 24.11, conhecida também como
encefalinase (Linz et al., 1995). A carboxipeptidade N, ou cininase I esta
presente no plasma em grandes quantidades, o que sugere uma atividade
enzimatica fisiologicamente importante para esta enzima (Erdds , 1979).

Uma vez formadas, as cininas BK e calidina sdo capazes de exercer
vérios efeitos bioldgicos participando da regulac@o do tonus da musculatura
lisa vascular e ndo vascular, da pressdo arterial, do transporte de glicose e
de eletrélitos, bem como da estimulagdo da reabsorgdo oOssea e da
proliferagéo celular (Bhoola et al., 1992).

Com o desenvolvimento de agonistas e antagonistas seletivos para
as cininas, e com base em estudos envolvendo a relacdo entre a estrutura e a

atividade bioldgica, bem como na relacdo de poténcia para varios andlogos



das cininas, Regoli e Barabé (1980), classificaram os receptores para as
cininas em dois grupos denominados de B, e B, O receptor B, é
seletivamente sensivel aos metabdlitos da BK e da lisil-BK produzidos pela
acdo das carboxipeptidades M e N, a des-Arg’-BK e a lisil-des-Arg®-BK,
respectivamente. Esses metabolitos tém seus efeitos antagonizados de
forma competitiva e seletiva pelos antagonistas dos receptores B, a des-
Arg’-[Leu®]-BK ou a lisil-des-Arg’-[Leu®]-BK. (Regoli & Barabé, 1980;
Marceau, 1995; Bhoola et al., 1992; Farmer & Burch, 1992; Hall et al.,
1992; Dray & Perkins, 1993). A des-Arg’-BK ', formada por agdo da
cininase I, € um metabdlito biologicamente ativo da BK e foi reconhecida
como um produto enddégeno formado na corrente sanguinea a partir dos
estudos de Erdos e Sloane (1962), pois sua atividade bioldgica até esta
época nao tinha sido investigada. A partir dai, foi levantada a hipotese de
que a des-Arg’-BK poderia participar de alguns processos fisiologicos ou
patoldgicos (Hall, 1992) atuando como um ligante endégeno do receptor
B,, uma vez que a BK liga-se preferencialmente ao receptor B, Esta
proposta foi sustentada por inimeros experimentos, como por exemplo, na
aorta isolada de coelho, onde a poténcia da bradicinina € considerada

reduzida quando determinada na presen¢a de um inibidor da cininase I, o



acido DL-2-mercaptometil-3-guanidinoetiltiopropandico (mergetpa), ao ser
comparada com os tecidos ndo tratados, e sendo que a poténcia da des-
Arg’-BK ndo foi alterada. Este fato sugeriu que a a¢do da BK sobre os
receptores B, nesta preparagdo seria devido quase que inteiramente a
conversio da BK em des-Arg’-BK como resultado da acfio da

carboxipeptidase durante a incubagao do tecido (Hall, 1992).

Os receptores do subtipo B, foram inicialmente demonstrados em
experimentos realizados com a musculatura lisa vascular de coelhos, apos
varias horas de incubacdo da preparacdo (Regoli et al., 1978). A resposta
contratil, mediada pelo receptor B, na aorta de coelho e em outros tecidos,
foi abolida pelo tratamento prévio in vitro com o inibidor de sintese
protéica, ciclohexemida, ou com o inibidor de sintese de RNA, a
actnomicina D , bem como pelo brefeldin, um inibidor da translocagdo
protéica (Bouthillier et al., 1987; deBlois et al.,, 1988, 1991). Essas
observacdes indicam que na mediacdo da resposta ocorre a inducdo da
expressdo desses receptores (Audet et al., 1994). Uma densidade muito
baixa desses receptores é encontrada em tecidos normais, sendo postulado

que esse subtipo de receptor para as cininas estd raramente presente em

tecidos ndo lesados. A indugdo da expressio do receptor B, ocorre em



preparagdes como a musculatura lisa de coelhos, rato e porco (Marceau,
1995), e também em cdlon humano (Couture et al., 1981) apds algumas
horas de incubagdo do tecido “in vitro”. Alguns experimentos “in vitro”
com artéria mesentérica ou cardtida de coelho também demonstram que a

resposta relaxante a des-Arg’-BK se desenvolve de maneira tempo e
sintese-protéica dependente (Marceau, 1995). Existem varias evidéncias de

que o receptor B, pode ter uma participagéo relevante em certas condigdes

patologicas como processos inflamatorios, onde participa do seu controle e
modulag@o. Por outro lado, os receptores B, estdo amplamente distribuidos
no organismo, podendo ser localizados em tecidos de varias espécies
animais tanto em nivel central quanto periférico. Esses receptores sdo
estimulados tanto pela BK como pela lisil-BK e estdo presentes nos tecidos
de forma constitutiva (Burch et al., 1990, 1993; Hall, 1992).

A expressédo do receptor B, pode ser estimulada ap6s uma infecgé@o
ou lesdo tecidual, ou por uma variedade de tratamentos “in vivo”, incluindo
tratamento com endotoxina, ou com citocinas como a IL-1 e IL-2 (deBlois
et al., 1991), apds a dessensibilizagdo de receptores B, ou ainda através de

tratamento longo com Mycobacterium bovis Calmette-Guérin (BCGQG)

(Davis & Perkins, 1994 a,b; Perkins & Kelly, 1993; Campos et al., 1995;



1996; 1997). A resposta a des-Arg’-BK também pode ser moderadamente
aumentada pelo muramil dipeptideo (Bouthillier et al., 1987; deBlois et al.,

1989). O papel autdcrino das citocinas, especialmente a IL-1, na indugdo

da expressdo dos receptores B, ¢ sustentado pela producgdo esponténea
desta citocina em preparacdes como a musculatura lisa da aorta de coelhos
apds incubacdo em condigdes assépticas (Clinton et al.,, 1991). Nestas
condigdes, a IL-1 é postulada como a principal responsavel enddgena pela
indugdo destes receptores, além de ser o mediador que potencializaria os
efeitos da des-Arg’-BK apds a ativacdo do receptor no processo
inflamatoério (DeBlois e Marceau, 1987; Perkins e Kelly, 1993).

Ambos os subtipos de receptores para as cininas ja foram clonados
em uma variedade de espécies animais, sendo identificados como membros
da familia dos receptores ligados & proteina G, possuindo uma pequena
homologia, aproximadamente 36 %, entre suas sequéncias de aminoacidos
(McEachern et al., 1991; Hess et al., 1992; 1994; Menke et al., 1994; Ma et
al., 1994; Pesquero et al., 1996).

Entretanto, comparado com os receptores B, , o subtipo de receptor

B, para a BK néo € tdo conhecido. Sua relevéncia fisiologica ou patologica
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e o seu papel no controle de processos inflamatoérios ainda ndo estdo
.completamente estabelecidos (Marceau e Regoli, 1991; Marceau, 1995).

Varios estudos demonstraram que a ativagdo de receptor B, resulta
na mobilizagio de Ca™ intracelular como consequéncia da ativagdo da
fosfolipase C pela proteina G (Issandou e Darbon, 1991; Tropea et al.,
1993; Schneck et al., 1994).

A primeira demonstragdo de transcricdo do mRNA para a
codificagdo do receptor B, foi obtida em sistema odcito de Xenopus laevis ,
onde a injecdo do mRNA isolado de fibroblasto humano resultou na
expressdo de uma proteina com propriedades farmacologicas semelhantes
ao receptor B, (Phillips et al., 1992; Webb et al., 1994). O namero de
receptores foi bastante reduzido em comparag@o ao subtipo B, , obtido na
mesma célula e nas mesmas condi¢des experimentais. Através de estudos
funcionais farmacoldgicos tem sido sugerida a existéncia de duas formas de
receptores B, , uma constitutiva e outra induzida (Paiva et al., 1989;
Wiemer E Wirth, 1992; Calixto e Medeiros 1992a).

As cininas atuam indiretamente através da liberacdo de outros

mediadores enddgenos, como o 6xido nitrico (Moncada, 1989; Shelemper

& Calixto, 1994; Hess, 1997), o fator agregador de plaquetas (PAF), as
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prostaglandinas (Burch et al., 1990; Lerner et al., 1992), fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1) (Tiffany e Burch, 1989), histamina
(Bueb et al., 1993), e outros mediadores derivados de neutréfilos,
mastocitos, e macrofagos (Bathon e Proud, 1991; Cruwys et al., 1994).
Além destes mediadores inflamatorios, as cininas também liberam
neuropeptideos como a susbtancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP) das fibras nervosas sensoriais (Geppetti., 1993).

A BK quando adicionada aos tecidos mimetiza varios eventos
caracteristicos da inflama¢do como a vasodilatagdo e a dor (Elliot et al.,
1960), bem como migrag@o de células inflamatérias (Saleh et a.l., 1997).
Existem dados na literatura que demonstram a participag¢do das cininas no
processo de inflamag@o neurogénica que ocorre em diversas doengas do
trato respiratério como a asma , a bronquite e a rinite (Geppeti et al., 1995;
Shelhamer et al., 1995). As fibras nervosas sensoriais sdo estimuladas por
varios agentes especificos e ndo especificos, incluindo as cininas. Essas por
sua vez liberam entre outros mediadores as taquicininas, o peptideo
vasoativo intestinal (VIP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP). Esses peptideos, por sua vez, contribuem para a amplificacdo do

processo inflamatério (Geppetti et al., 1993; Geppetti et al., 1995). Existem
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muitas evidéncias demonstrando que os neuropeptideos uma vez liberados
na periferia podem modular a resposta inflamatéria em uma variedade de
situa¢des, estando também presentes na patogé€nese da asma (Geppetti et
al., 1995; Advenier et al., 1997).

De forma semelhante as aminas biologicamente ativas, as
taquicininas sdo sintetizadas a partir de proteinas precursoras por simples
descarboxilacdo. Os neuropeptideos sdo codificados de seus genes
respectivos e s@o obtidos através de uma complexa via de biossintese
(Regoli et al., 1994). De forma semelhante a outros peptideos, as
taquicininas exercem numerosas agdes “in vivo”, sendo a maioria delas
distintamente mediadas por trés subtipos de receptores: NK,, NK, e NK,.
Os receptores taquicinérgicos sio componentes essenciais da membrana das
células-alvo, que vao mediar os efeitos bioldgicos das taquicininas. Estudos
com receptores taquicinérgicos de rato e humano revelaram que estes
possuem estrutura semelhante a rodopsina, sendo compostos também por
sete dominios transmembrana conectados por al¢as intra e extra celulares.
Estes receptores mostram grande similaridade com véarios outros receptores
ligados a proteina G (Probst et al., 1992; Gerard et al, 1993). A

estimulagdo elétrica ou com irritantes quimicos das fibras nervosas



sensoriais, causam extravasamento plasmatico e vasodilatagdo com
consequente formagdo de edema (Jancsé et al., 1977), sendo esses efeitos
mediados pela liberacdo de neuropeptideos como a SP e o CGRP. Esses
dois agentes podem atuar sinergisticamente na produg¢do do edema,
exacerbando desta forma a resposta com relacdo ao efeito causado por um
neuropeptideo isoladamente (Brain e Williams, 1985). E descrito na
literatura que a SP e o CGRP estdo co-localizados nas fibras nervosas
sensoriais (Lundberg et al., 1985; Maggi, 1995).

A SP € um potente ativador de mastocitos e € capaz de aumentar a
permeabilidade microvascular diretamente pela ativacdo dos receptores
NK, (Regoli et al., 1994). Além disso, este neuropeptideo também € capaz
de ativar a expressdo do gene para o fator de necrose tumoral (TNF-a), e de
promover a degranulagdo de mastocitos e a liberagdo de TNF-a (Lowman
et al., 1988). Por outro lado, o neuropeptideo CGRP ¢ um potente
vasodilatador que através da ativacdo de receptores CGRP, ¢ capaz de
causar prolongada vasodilatacdo (Brain e Williams, 1985; Escott e Brain,
1993).

A SP e as taquicininas relacionadas sdo potentes estimulantes da

musculatura lisa intestinal, das vias aéreas, do sistema urinario, do utero,



14

como também de outros érgéos. Pela indug@o da contracdo da musculatura
lisa destes orgdos, estes peptideos exercem uma variedade de efeitos
periféricos, tais como a ativacdo da motilidade intestinal, broncocohstric;ﬁo,
contragdo da bexiga urindria, do ureter, da uretra, do utero, e de outros
orgdos (Maggi et al., 1993; Maggi, 1995 ). Esta contracdo da musculatura
lisa é mediada através da ativacdo dos trés receptores para as taquicininas,
sendo um processo semelhante ao de outros peptideos, mostrando depender
da produgio de IP; e Ca®>* (Regoli et al., 1994; Guard e Watson, 1991).

Os antagonistas taquicinérgicos do receptor NK, t€m sido descritos
na literatura como inibidores da inflamac¢do neurogénica (Lembeck et al.,
1992; Moussaoui et al., 1994; Shirasaki et al.,1997). Além disso, estes
agentes também s@o descritos como inibidores da adesdo de neutroéfilos e de
eosinodfilos, bem como do extravasamento plasmaético induzido pela SP em
traquéia de rato (Baluk et al., 1995). A SP ¢ também capaz de induzir o
influxo de células polimorfonucleares na pele de camundongo e do homem
(Matsuda et al., 1989; Smith et al., 1993). J4 foi demonstrado, que a
migracdo de leucocitos em resposta a SP parece ser dependente da ativagao
de mastécitos (Kowalski et al., 1990), uma vez que este efeito ndo €

observado em camundongos deficientes destas células (Yano et al., 1989).
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E descrito, que o TNF-o. liberado pela SP media a expressdo de moléculas
de adesdo nas células endoteliais das vénulas, e em neutréfilos (Ansel et al.,
1993).

O o6xido nitrico (NO-), atualmente conhecido como um
mediador liberado de neurdnio ndo adrenérgico-ndo colinérgico (NANC),
foi identificado com o fator de relaxamento dependente do endotélio. Este
radical livre é um estimulador enddégeno da guanilato ciclase soluvel
(Furchgott, 1988). O NO- ¢ sintetizado a partir do aa L-arginina por agdo de
uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases (NOS), e participa de
varias func¢des fisioldgicas. A formacdo do NO- nas células endoteliais
vasculares se d4 a partir de um estimulo, e € capaz de manter o tonus
vasodilatador que € essencial para a regulagdo do fluxo e da pressdo
sanguinea (Moncada et al., 1989; Furchgott, 1990; Ignarro, 1990). O NO-
uma vez produzido pelo endotélio ou pelas plaquetas é capaz de inibir a
agregacdo plaquetéria e a ades@o destas e de leucocitos ao endotélio, bem
como modular a proliferac@o celular da musculatura lisa (Moncada e Higgs,
1993). Os neur6nios ndo-adrenégicos, ndo-colinérgicos participam de
algumas formas de vasodilatagdo neurogénica, e regulam certas fungdes

como gastrointestinal, respiratéria e geniturinaria (Rand, 1992; Toda,
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1995). Estas acdes fisioldgicas exercidas pelo NO- sdo mediadas por
ativagdo da guanilato ciclase e consequente aumento da concentracdo de
guanosina monofostato ciclico (GMPc) nas células alvo (Murad et al.,
1990; Ignarro, 1991). A 6xido nitrico sintase (NOS) € uma enzima que
possui um grupamento heme na sua sequéncia, a semelhanc¢a da citocromo
P450-redutase. Trés isoformas da NOS sdo conhecidas, duas das quais sdo
formas constitutivas expressas no endotélio, a Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), e no tecido neural, a 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS). Estas isoformas estdo presentes no citosol, e sua resposta é
regulada pelas concentragdes do Ca ** e da calmodulina (Forstermann et
al., 1991). Este tipo de NOS libera o0 NO- em pequenas quantidades, na
ordem de picomol em resposta a ativag@o, seja de receptores das cininas ou
das taquicininas, ou também por estimulagdo fisica. O NO- liberado por
esta enzima atua no mecanismo de transdu¢do de vérias respostas
fisioldgicas.

A terceira isoforma da enzima tem sua expressdo induzida (iNOS)
por estimulos imunoldgicos ou inflamatérios, ou por citocinas pro-
inflamatoérias apds ativagdo de macrofagos, de células endoteliais e

também por outras células. Estas citocinas sdo o interferon-y (IFN-y), o
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fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 1B (IL-1P) , ou este
estimulo pode ser exercido pelo lipopolissacarideo (LPS) de E.coli,
(Deng et al., 1993; Palmer et al., 1993; Damoulis et al., 1994).

Uma vez expressa, esta enzima libera quantidades de NO- na ordem
de nanomol. A NOS induzida ¢ citosoélica, e sua atividade € independente
de Ca™, porém requer a presenca de tetrahidrobiopterina e de outros
cofatores para ser ativada. A distribuicdo destas trés isoformas nos tecidos é
variavel, uma vez que a isoforma eNOS ndo estd somente presente nas
células endoteliais vasculares, mas também nas plaquetas (Radomski et al.,
1990), e em determinadas populacdes de neurdnios no cérebro (Dinerman
et al., 1994). Por outro lado, a nNOS esté presente também no epitélio dos
brénquios e da traquéia (Kobzik et al., 1993), e na musculatura esquelética
(Kobzik et al., 1994). Ja foram também identiﬁcadas algumas diferencas
entre a iNOS obtida de diferentes tecidos dentro de uma mesma espécie
(Mohaupt et al., 1994). De forma surpreendente, foi detectado que a eNOS,
que normalmente se encontra na isoforma constitutiva, pode ser induzida
em determinadas situagdes, como por exemplo no exercicio crénico (Sessa
et al., 1994) ou mesmo durante a gestagc@o, ocasido na qual ambas as

enzimas eNOS e iNOS sdo induzidas (Weiner et al., 1994). Da mesma
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maneira, a iNOS parece estar presente constitutivamente em alguns tecidos,
incluindo o epitélio bronquico (Kobzik et al., 1993), rim de rato (Mohaupt
et al., 1994), e alguns tecidos no feto (Baylis et al., 1994).

Este radical livre pode ser liberado por macréfagos murinos, como
também por outras células apos ativagao do sistema imunologico (Moncada
et al., 1991; Lyons et al., 1995). A IL-18 estimula a indu¢@o da sintese de
NOS nas células da musculatura lisa vascular, onde esta enzima ndo esta
usualmente presente (Beasley et al.,1991; Takizawa et al., 1997). Quando
os niveis de NO- aumentam na célula da musculatura lisa vascular, a
guanilato ciclase ¢ ativada e sintetiza o GMP ciclico,' e este por sua vez vai
estimular o relaxamento da musculatura. Deste modo, a liberagdo de NO-
através da iNOS exerce, além de outros efeitos bioldgicos, a vasodilatacéo
patologica e lesdo tecidual (ver: Moncada et al., 1991). Ja foi demonstrado,
que o NO- atua também como uma molécula citotoxica para uma variedade
de patdégenos incluindo bactérias, parasitas, fungos e helmintos (Hibbs et
al., 1990; Nathan, 1992; Fernandes et al., 1997), como também para células
tumorais (Marangos et al., 1993). O NO- € uma molécula bastante reativa e
interage com varios alvos dentro da célula, incluindo guanilato ciclase,

ciclooxigenases, ribonucleotideo redutase, fosfolipideos de membrana, e
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DNA (Nathan, 1992). O NO- pode também reagir com radicais derivados
do oxigénio como o superoxido, e produzir substancias toxicas como o
peroxinitrito (Beckman et al.,1990; Hibbs, 1992). O peroxinitrito € um
potente agente oxidante, porém parece que mecanismos efetivos sdo
capazes de remover e inativar sua agéo toxica (Moro et al., 1994).

Muitas evidéncias mostram a participacdo do NO- na regula¢do das
fungdes das vias aéreas em mamiferos. Assim, o NO- participa na defesa
imunolodgica e esta envolvido na patogénese do choque séptico, na inibi¢éo
de plaquetas, na neurotransmiss@o e no processo inflamatério (Moncada e
Higgs, 1993). Os efeitos do NO- na musculatura lisa, nos neutréfilos,
linfécitos, e quando sintetizado no epitélio das vias aéreas, podem ter uma
participa¢do importante na regulag@o da reatividade do trato respiratdrio,
particularmente em associagdo com doencas inflamatorias das vias aéreas,
como por exemplo a asma (Watkins et al., 1997).

Muitas populagdes de receptores podem ter suas expressdes
reguladas, sendo o receptor B, um exemplo de receptor pertencente a
familia de receptores ligados a proteina G e que pode ser induzido. Vérias
situa¢des como a incubacdo do tecido in vitro por longo periodo, a inje¢do

de LPS in vivo, entre outras ja comentados anteriormente, s@o capazes de
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aumentar a expressdo desses receptores nos tecidos de varias espécies.
Entretanto, a importancia dos efeitos mediados pelo receptor B, em
condi¢bes fisioldgicas € pouco conhecida. A expressdo desses receptores
também foi detectada em fibroblastos, macrofagos e células da musculatura
lisa, entre outros, e em estados patoldgicos, notadamente em processo
inflamatério (Chabine et al., 1993, Perkins e Kelly, 1993; Marceau, 1995).
No entanto, a presenga de receptores B, constitutivos em alguns tecidos
como no ducto deferente de camundongo (Maas et al, 1995), ou nas fibras
nervosas sensorias (Mantione et al., 1995) em camundongos, ja foi
caracterizado. O aparecimento tardio deste receptor nos tecidos em
processos inflamatérios pode ser também explicado pelo fato de que o
receptor B, pode sofrer menor dessensibilizagio do que o receptor B,. E
possivel a coexisténcia de receptores do subtipo B, (constitutivo) e B, para
as cininas na mesma preparagdo como por exemplo no duodeno (Boschov
et al., 1984), colon (Rangachari et al., 1993) e rins (Lortie et al., 1992) de
cées e tipos celulares como células endoteliais bovinas (D’Orléans-Juste et
al., 1989, Wiemer e Wirth, 1992) e fibroblastos de pulmfo humano

(Goldstein e Wall, 1984). Deste modo, estudos em modelos experimentais

com a presen¢a de uma Unica populagdo constitutiva do receptor B, como
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por exemplo na cavidade pleural de camundongo, se faz interressante, e
pode contribuir para esclarecer o real papel do receptor B, nos processos

fisiopatoldgicos.
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2.0BJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido visando atingir os seguintes
objetivos:

1. Procurar caracterizar, com o auxilio de agonistas e antagonistas
seletivos, o subtipo de receptor, bem como o perfil temporal da resposta
inflamatéria causada pela des-Arg’-BK na cavidade pleural de
camundongos.

2. Investigar a participagdo de outros mediadores quimicos na
resposta inflamatéria causada pela des-Arg’-BK no modelo murino de

pleurisia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1._Animais

Foram utilizados camundongos machos suicos albinos (pesando
entre 20-25 g) fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da UFSC em
ambiente com temperatura controlada (21 = 2 °C) e com ciclo claro-escuro

de 12 horas, com acesso a alimentagdo e agua ad libitum.

3.2.Inducio da pleurisia

Para indug@o da pleurisia os animais receberam inje¢do intratoracica

(i.t.) de 100 pl de salina estéril contendo des-Arg9-BK (10-100 nmol por
cavidade) através da introduc@o de uma agulha 13x5 no espago intercostal,
no lado direito da cavidade toracica dos animais de acordo com a técnica
previamente descrita por Spector et. al, (1956), e adaptada para
camundongos por Henriques et al., (1991). Os animais do grupo controle

receberam uma injecdo i.t. de 100 pl de salina estéril.
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3.3. Quantificacdo do exsudato

Para determinar a quantidade do extravasamento plasmatico

induzido pela inje¢do intratoracica de des—Argg—BK, 0s animais receberam
inje¢do intravenosa com solugdo de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.)

24 h antes da inje¢do intratoracica do agonista. Apos a injecdo intratoracica

de des-Argg-BK, os animais foram sacrificados em varios intervalos de
tempo (5 min a 72 h) por inalagdo de éter etilico. Em seguida, os animais
tiveram a cavidade tordcica aberta através de uma incis@o ventral
longitudinal mediana. A seguir, o apéndice xiféide foi pingado e feita a
abertura da cavidade pleural por uma incisdo no diafragma. Posteriormente,
a cavidade pleural dos animais foi lavada com 1 ml de solucdo tampdo de
fosfato (PBS - pH 7.4) contendo: NaCl 137 mM, KCl 2 mM e fosfato 10
mM éssociado com heparina (20 Ul por ml). O volume foi coletado com
uma pipeta automatica e as células foram removidas por centrifugagdo a
1500 g , por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram estocados 500 pl do
sobrenadante de cada amostra em freezer (-20°C) para a posterior
determinacdo da concentragdo de azul de Evans. No dia da realizagdo da
analise, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e o azul

de Evans foi quantificado através de espectrofotometro (Hitachi U-2001) a
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600 nm. Para quantificar o azul de Evans contido nas amostras, suas
densidades Opticas foram comparadas as de uma curva-padréo de azul de
Evans com concentragdes conhecidas e crescentes variando entre 0,5 a 10
ug/ml. Através de regressdo linear foi obtida uma equacéo da reta definida
pelas densidades Opticas da curva-padrdo, e todos os valores de absorbancia

medidos das amostras foram submetidos a esta equagéo.

3.4. Contagem de leucdcitos

A contagem do numero total de células presente no exsudato foi
realizada em camara de Neubauer em microscopio 6ptico (aumento de 400
vezes) com 10 pl da amostra do exsudato diluidos em 200 pl de liquido de
Turk (1:20). A contagem diferencial das células foi feita através da
confeccdo de laminas com amostras do exsudato em citocentrifuga
(Cytospin 3). Apo0s, as laminas foram coradas com corante (Panético), e
posteriormente analisadas em microscopio dptico sob objetiva de imerséao.
Foi realizada a contagem de trezentas células aproximadamente por lamina,
e os resultados foram expressos pelo nimero de cada populacdo de células

por ml de exsudato.
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3.5.Dosagem de nitrito (NO3_' ) no exsudato pleural

3.5.1. Desproteinizacdo da amostra

A lavagem da cavidade pleural de diferentes grupos de animais foi

realizada nos 5, 15, 30, 60 ou 240 min apds a inje¢do intratoracica de des-

Argg—BK (30 nmol por cavidade), e a partir do exsudato coletado foi feita a
dosagem de nitrito (NOy).

A determina¢do da formagdo do NO- foi feita de forma indireta
através da quantificacdo dos niveis de nitrito (NO;) no exsudato . Desta
fo@a, foram utilizados 500 pl de exsudato pleural e colocados em tubos
Eppendorffs de 1 ml. A cada amostra foram adicionados 50 pl de ZnSO, ,
10% (p/v) em agua, homogeneizados e deixados em repouso durante 10
minutos a 4 °C. Decorrido este periodo, foram adicionados 10 ul de NaOH
(2.5 N), e deixados em repouso por mais 10 minutos a 4 °C. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 10 minutos a 4 °C e o
sobrenadamente foi recuperado e transferido para novos tubos para a

realizacdo da reagdo de conversdo de nitrato (NO,") para nitrito (NOy) .
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3.5.2. Conversio de nitrato (N 02_' ) para nitrito (NO3_' ) nas amostras

Para realizar a conversdo de nitrato (NO,) para nitrito (NO;)
foram colocados em tubos Eppendorff: 300 pl da amostra, juntamente com
30 ul de fosfato de sodio ( 0,5 M, pH: 7.2), 30 pl de formato de amonio (2,4
M, pH: 7,2) , e 30 ul de Escherichia coli diluida em agua miliQ (1:10).

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e incubadas em
banho-Maria a 37°C durante 2 horas, e em seguida foram centrifugadas a
10.000 g durante 5 minutos a 20°C. Foram recuperados 100 pl do

sobrenadante para a realizagdo da Reagdo de Griess.

3.5.3. Reacdo de Griess

Para realizar a Reacfo de Griess (Bartholomew, 1984), foram
utilizados 100 pl do sobrenadante das amostras apds centrifugagdo, e
misturados com igual volume do reagente de Griess . O reagente de Griess
consiste na mistura de partes iguais de sulfanilamida 1% (p/v) em 5%
H;PO, (v/v), e a-[naftil] etileno diamina clorodihidro a 0,1% em H,O. Em
seguida foram feitas as medidas de absorbidncia a 540 nm em
espectrofotometro (Hitachi-U-2001). Utilizando concentra¢des conhecidas

de NaNO, (1-50 uM), foi construida a curva-padrdo. Através de regressao
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linear, foi definida uma equacdo da reta com os valores das densidades
Opticas da curva-padrdo, a partir da qual todas as densidades Opticas
medidas das amostras foram submetidas para quantificar o nitrato presente

no exsudato.

3.6. Protocolo experimental

3.6.1._Cinética celular induzida pela des-Ar,qg-BK ou pela Lys-des-Arg&

BK na cavidade pleural de camundongos

Para analisar o possivel efeito inflamatério do metabdlito ativo da

bradicinina, a des—Arg9

-BK, nas vias aéreas de camundongos, foi realizada
a administracdo de inje¢do intratoracica do peptideo (30 nmol por

9_BK, varios

cavidade). Apds a administracdo intratoracica de des-Arg
grupos de animais foram sacrificados em periodos diferentes de tempo (5
min a 72 h) para anélise do exsudato e da migragdo de células inflamatdrias
para a cavidade pleural destes animais. Deste modo, foi feita uma andlise

temporal do exsudato e do influxo de células para a cavidade pleural dos

animais, sendo identificado um pico do extravasamento plasmatico (1 h)

ap6s a injecdo intratoracica de des-Argg-BK (30 nmol por cavidade). A
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cinética celular induzida pela des—Arg9

-BK na cavidade pleural dos animais
apresentou um pico (4 h) seguido da injecdo intratoracica com influxo de

neutréfilos, e outro pico de células mononucleares ap6s 12 horas da injegdo

intratoracica do agonista. Apds analise temporal da resposta biologica da

des—Argg-BK na cavidade pleural dos animais, foi realizada uma curva
dose-resposta para este agonista (10 a 100 nmol por cavidade).
Com o objetivo de comparar a poténcia dos agonistas seletivos de

receptores B, na cavidade toracica de camundongos foi utilizado outro

9

agonista, a Lys-des-Arg”-BK (30 nmol por cavidade), sendo os mesmos

pardmetros analisados nos picosde 1 h e de 4 h.

3.6.2. Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo de Escherichia

coli na pleurisia induzida pela des-Argz-BK em camundongos

Para verificar uma possivel indugdo dos receptores B, para as
cininas na cavidade pleural de camundongos outro grupo de animais
recebeu tratamento prévio de 10 ug por animal de LPS (lipopolissacarideo
de Escherichia coli, sorotipo 026:B6), administrado intravenosamente (i.v.)
24 horas antes da indug@o do processo inflamatério conforme descrito por

Regoli et al., (1980), Cabrini et al., (1996) e Campos et al., (1996). 24 h



ap6s os animais receberam uma inje¢do intratoracica de des—Argg-BK (30
nmol por cavidade) e os pardmetros analisados foram o pico de
extravasamento plasmatico em 1 h, e a migracdo de células inflamatorias

com pico em 4 h, na cavidade pleural dos animais.

3.6.3.Efeito dos antagonistas seletivos dos receptores B _e B para as

9

cininas na pleurisia induzida pela des-Arg”-BK em camundongos

Visando caracterizar a participag@o dos receptores B e B, para as

cininas na resposta inflamatoria induzida pela injegéo i.t. de des-Arg9-BK

(30 nmol por cavidade), foram realizados outros experimentos utilizando-se

os antagonistas seletivos para o receptor B , des-Argg-[Leus]-BK (60 e 100

nmol por cavidade) e des-Argg-NPC 17731 (5 nmol por cavidade) ou B,

Hoe 140. Os antagonistas foram administrados em associacdo com a des-

Arg9-BK para avaliar a participagdo destes receptores no extravasamento
plasmatico. Para avaliar o envolvimento destes receptores na migracdo de
neutréfilos, os antagonistas foram administrados através de injegdo
intratoracica, 30 e 60 minutos antes do pico da migracdo de neutréfilos (4

h).



3.6.4. Envolvimento de neuropeptideos sensoriais na pleurisia induzida

9

pela des-Arg”-BK em camundongos

Com o objetivo de analisar o possivel envolvimento das fibras

nervosas sensoriais do tipo C na resposta inflamatéria induzida pela des-

Arg9—BK, outros grupos de animais receberam injecdo intratoracica dos

antagonistas taquicinérgicos NK1, FK 888 (1 nmol por cavidade), NK2, SR
48968 (20 nmol por cavidade) ou NK3, SR 142801 (10 nmol por cavidade),

5 minutos antes da inducdo da pleurisia (Saleh, 1997). A seguir, os animais

receberam injecdo i.t. de des—Arg9

-BK (30 nmol por cavidade), e foram
analisados o pico de extravasamento plasmatico em 1 h, e o pico da
migragdo de neutréfilos em 4 h.

Para avaliar a participagdo de outro neuropeptideo, o CGRP

(peptideo relacionado ao gene da calcitonina) na resposta induzida pela

des—Argg-BK (30 nmol por cavidade) em camundongos, os animais

receberam injecdo 1i.t. do antagonista deste receptor o CGRPjg.,

administrado 5 minutos antes da indu¢@o do pleurisia pela des-Argg-BK.
Os parametros analisados foram o pico do extravasamento plasmatico em 1

h e o pico da migracdo de neutréfilos em 4 h.
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3.6.5. Possivel envolvimento do 6xido nitrico na pleurisia induzida pela

des—Arg9-BK em camundongos.

Com o objetivo de analisar o envolvimento do 6xido nitrico na

resposta inflamatéria induzida pela des—Arg9

-BK na cavidade pleural de
camundongos, foram utilizados dois protocolos distintos de manipulagao:
em um grupo de animais foi feito tratamento prévio com inibidores das
oxido nitrico sintases, e em outro grupo de animais foi feita a dosagem dos
niveis de nitrito (NO’;) no exsudato coletado da cavidade pleural dos

animais ap6s a injec#o i.t. de des-Arg’-BK (30 nmol por cav.).

Primeiramente, foram utilizados dois inibidores da enzima éxido

nitrico sintase, a NG-nitro-L-arginina; (L-NOARG), e a (N (w)-nitro-L-
arginina metil éster; (L-NAME). Essas drogas foram administradas através
da injecdo intratoracica (1 pmol por cavidade), 30 minutos antes da indugéo

da pleurisia (Saleh, 1996). Os parametros foram avaliados 1 he 4 h apos a

injecdo intratoracica de des—Arg9

-BK seguindo os mesmos procedimentos
discritos anteriormente.
Outro grupo de animais recebeu inje¢do intratoracica do D-

enantiomero, D-NAME (N-(w)-nitro-D-arginina metil ester), um isémero

inativo da L-NAME, na dose de (1 pmol por cavidade) administrado 30
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minutos antes da inducdo da pleurisia com a des-Argg-BK. A dosagem de
nitrito (NO’;) no exsudato pleural coletado nos 5, 15, 30, 60 ou 240 min

9

apds a injecdo i.t. de des-Arg”-BK em camundongos foi realizada através

de Reagdo de Griess, conforme ensaio bioquimico anteriormente descrito.

3.6.6. Envolvimento dos produtos da ciclo-oxigenase na pleurisia induzida

pela des-Argg—BK

Para analisar a participagdo dos produtos da ciclo-oxigenase no

extravasamento plasmatico e na migra¢do de células inflamatérias para a

cavidade pleural dos animais apos a injecédo i.t. de des-Arg9-BK (30 nmol
por cavidade), os animais foram tratados por via intraperitonial com

indometacina, um inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases, na dose de 1

mg kg'l. A injecdo de indometacina foi feita uma hora antes da injegéo

9

intratoracica da des-Arg”-BK para analisar o seu efeito sobre os dois

parametros estudados.
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3.6.7.Envolvimento da histamina na pleurisia induzida pela des-Argg-BK

O possivel envolvimento da histamina na resposta inflamatéria

9

induzida pela des-Arg”-BK foi avaliado através da administracio de

terfenadina (50 mg kg'l), um antagonista do receptor H, da histamina, por
via intraperitonial, 30 minutos antes da indug@o da pleurisia. Os pardmetros
estudados foram: o extravasamento plasmatico e a migracdo de neutréfilos

para a cavidade pleural dos animais, 1 h e 4 h apés a injecédo intratoracica

de des—Arg9-BK, respectivamente.
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4. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas no desenvolvimento deste
trabalho: (NG -nitro-L-arginina) L-NOARG, (N (w)-nitro-L-arginina metil
ester) L-NAME, (N-(w)-nitro-D-arginina metil ester)), D-NAME,
indometacina, CGRPg8-37, azul de Evans, terfenadina e lipopolissacaridio

(Escherichia coli sorotipe 026:B6), todas provenientes da Sigma Chemical

Company, St. Louis, U.S.A., heparina (Liquemine®, Roche, Brazil),
pandtico (Labormed, Brazil), des—Argg—BK, Lys-des-Arg9-BK - des—Argg-
[Leu8]-BK (Peninsula Belmont, CA, U.S.A.); HOE 140 (D-Arg-[Hyp3

“Thi° D-Tic/,0ic® ]-BK) e des-Arg’-NPC 17731 (D-Arg-Arg-Pro-Hyp-
Gly-Phe-Ser-D-Hyp-(transpropil)-Oic), foram fornecidos pelo
Departamento de Sintese Farmacéutica da Hoechst (Frankfurt, Alemanha) e
pela SCIOS/NOVA, (Baltimore, U.S.A.), respectivamente; = FK 888
({94R)-4-hidroxi-1-([1-metil-1h-indol-3-il]carbonil-)-L-N-benzil-N-metil-

3-2-(2-naftil)-L-alaninamida} foi fornececido pela Fujisawa Pharmaceutical
CO, Osaka, Japan; SR 48968 ({(s)-N-metil-N-[4-acetilamino-4-
fenilpiperidino-2-(3,4 diclorofenil)butil]benzamida}) e SR 142801 [(s) -
(N)-(1-(3-(1-benzoil-3-(3,4-dicloro-fenil) piperidin-3-il) propil)-4-

fenilpiperidin-4-il)-N-metilacetamida] foram fornecidos pela Sanofi



Recherche, Montpellier, Franga. As solucdes-estoque de todos os peptideos
foram preparadas com PBS (1-10 mM), com exceg¢do dos antagonistas
taquicinérgicos FK 888, SR 48968 e SR 142801 que foram previamente
dissolvidos em etanol absoluto e estocados em tubos de Eppendorffes de
polietileno siliconisados. A indometacina foi dissolvida em solug@o de 5%
de NaHCO3. Todas as drogas foram mantidas a -18 °C e diluidas poucos
minutos antes do uso de acordo com a concentracdo definida para o
experimento a ser realizado. As outras drogas utilizadas neste trabalho
foram preparadas diariamente com solucdo salina estéril (NaCl 0.9%). A
concentracdo final da solucdo de etanol para dissolver os antagonistas

taquicinérgicos foi menor do que 5 %, com o objetivo de evitar um efeito

“per se” do etanol, ou para ndo afetar a acdo da des-Arg9-BK na cavidade
pleural dos animais. Os reagentes utilizados no ensaio bioquimico foram os
seguintes: ZnSO, 10% (p/v), NaOH (2.5 N), fosfato de sédio ( 0.5 M, pH:
7.2, sulfanilamida 1% (p/v) em 5% H;PO, (v/v), e N-[naftil] etileno diamina
clorodihidro 0.1% em H,0, NaNO,, NaNO; (Merck), formato de aménio
(2.4 M, pH: 7.2) (Riedel-de Haén). A Escherichia coli, fonte de nitrato
reductase utilizada no ensaio bioquimico, foi preparada em nosso

laboratério de bioquimica e mantida a (-70 °C).
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5. Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos através da média = erro padrdo da
média (e.p.m.). As diferengas entre os grupos foram determinadas
utilizando-se o teste de analise de varidncia (ANOVA) e complementados
pelo teste de Dunnett ou pelo teste “t” ndo-pareado quando necessario. Os
valores de P menores do que 0,05 (P < 0,05), foram considerados

estatisticamente significativos.



4. RESULTADOS

4.1.Acbes inflamatérias da des—Argg—BK e da Lys—des—Argg-BK na

cavidade pleural de camundongos.

Os resultados apresentados na figura-1 mostram que a injecdo

intratoracica (i.t.) do agonista seletivo para o receptor B, para as cininas, a

des-Argg-BK (30 nmol por cavidade), foi capaz de causar extravasamento
plasmatico e infiltragdo de células inflamatdrias para a cavidade pleural de
camundongos de maneira tempo-dependente. Estes dois pardmetros

desenvolveram-se em  diferentes periodos de tempo, sendo que o

extravasamento plasmatico induzido pela administragdo de des-Arg9—BK
na cavidade pleural de camundongos foi evidente ja a partir de 5 minutos
apds a injecdo intratordcica do agonista. Este efeito manteve-se em
ascensdo 15 e 30 minutos apds a injecdo do peptideo, alcangcando o pico
maximo 1 hora apds a indugdo da pleurisia (P<0.05). O extravasamento
plasmatico retornou ao valor basal 2 horas apds a injecdo intratoracica do
agonista, enquanto a migracdo de leucocitos, principalmente neutroéfilos,

para a cavidade pleural dos animais, foi evidente a partir da primeira hora

9

apoOs a injecdo intratoracica de des-Arg”-BK. Este efeito atingiu um pico

maximo quatro horas apds a indug@o da pleurisia (P<0.01). O influxo de
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leucocitos decresceu subitamente seis horas apos a inducdo da pleurisia,
mantendo-se aindacom valores significativamente elevados em relagcdo aos
valores do grupo controle 24 horas depois da injecdo intratoracia do

agonista (P<0.01). Além disso, 12 horas apds a injecdo intratoracica de des-

Arg9-BK ocorreu um influxo maior de células mononucleares de maneira

significativa, sendo este efeito que mantido por mais de 12 horas. Contudo,

48 horas, e até 72 horas apds a injecdo intratoracica de des—Argg-BK, as

células polimorfonucleares e mononucleares retornaram aos valores basais.

A figura-2 B e C mostra que a injecéo intratordcica de des—Argg-BK
(30 e 100 nmol por cavidade) aumentou de maneira significativa e dose-

dependente o nimero de células mononucleares e de polimorfonucleares na

cavidade pleural dos animais. A figura 2-A mostra que a des-Argg—BK (30
e 100 nmol por cavidade) também aumentou significativamente o
extravasamento plasmético, embora este efeito ndo tenha ocorrido de

maneira dose-dependente. Assim, enquanto a exsudacdo foi maxima com

30 nmol de des—Argg-BK por cavidade, a migragdo de células
mononucleares e de neutréfilos no pico de 4 h foi maxima com 100 nmol

por cavidade desse peptideo.
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Os resultados da figura-3 mostram a resposta inflamatéria induzida

por outro agonista seletivo do receptor B, a Lys—des—Argg-BK (30 nmol
por cavidade) na cavidade pleural de camundongos. Este agonista também
causou aumento do extravasamento plasmatico medido no picode 1 h e da

infiltragdo de células polimorfonucleares medida no pico de 4 h. As agdes

9

inflamatérias causadas pela Lys-des-Arg”-BK considerando ambos os

pardmetros analisados ndo foram significativamente diferentes quando

comparadas a resposta inflamatéria induzida pela injegéo intratoracica de

des—Argg-BK.

4.2 Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarideo da Escherichia coli

na pleurisia e no edema de pata induzidos pela des-Arg’-BK em

camundongos.

O tratamento prévio dos animais com injec¢do intravenosa de 10 ug
por animal de LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli) 24 horas antes

da injecdo intratordcica de des—Arg9

-BK ndo foi capaz de modificar
significativamente o extravasamento plasmatico quando analisado no pico

de 1 h e comparado com os animais tratados com salina. Este tratamento

também ndo foi capaz de alterar a cinética celular analisada no pico de 4 h



apds a inducdo do processo inflamatdrio com o agonista seletivo para o
receptor B, para as cininas, (figura-4a). Entretanto, o mesmo tratamento
induziu aumento do edema de pata causado pela inje¢do de des-Arg’-BK

em camundongos, (figura-4b).

4.3. Efeito dos antagonistas seletivos dos receptores B, e B, na pleurisia

9

induzida pela des-Arg”-BK em camundongos.

Os resultados apresentados na figura-5 mostram o efeito do

antagonista seletivo para o receptor B, para as cininas, a des-Argg-[Leug]-

BK na dose de (60 nmol por cavidade) sobre o extravasamento plasmatico e

sobre a migracdo de neutréfilos induzidos pela des—Argg-BK. Quando a

A

des-Arg Leug]-BK (60 nmol por cavidade) foi administrada juntamente

com o agonista seletivo para o receptor B, , a des—Argg- BK (30 nmol por
cavidade), foi possivel verificar uma diminui¢do significativa no
extravasamento plasmatico analisado 1 h apds a indugdo da pleurisia. O

numero de células mononucleares foi significativamente diminuido quando
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a des-Argg—[Leug]—BK (60 nmol por cavidade) foi administrada 60
minutos antes do pico de 4 h. Porém, quando o antagonista foi injetado 30

minutos antes do pico de 4h, ndo foi observada inibi¢do da migrag@o destas

células. A des-Argg-[Leug]-BK (60 nmol por cavidade) administrada 30
ou 60 minutos antes do pico do influxo de neutréfilos em 4 h, também foi

capaz de inibir significativamente a migrag@o destas células.

Deste modo, a percentagem de inibicdo causada pela des-Argg-

[Leug]-BK (60 nmol por cavidade) sobre o extravasamento plasmatico

através de inje¢@0 em associacdo com o agonista seletivo B, , foi de 52.0 +

1.6% (P<0.01) (figura-5A). Quando a des-Argg-[Leug]—BK (60 nmol por

cavidade) foi administrada 30 ou 60 minutos antes do pico da migracdo de

células inflamatodrias 4 h apds a injecdo i.t. de des—Argg-BK (30 nmol por
cavidade) as percentagens de inibigdo foram as seguintes: 6.4 + 1.1 para 30
minutos (P>0.05), e 36.8 £ 1.2% para 60 minutos (P<0.01) para as células
mononucleares (figura- 5B); e 15.0 + 1.3% para 30 minutos e 25.8 *+ 1.4%

para 60 minutos (P<0.01) para neutréfilos (figura-5C). A administracdo de

uma dose maior de des-Arg9-[Leu8]-BK (100 nmol por cavidade) foi

capaz de inibir de forma significativa a migra¢@o das células inflamatorias



48

para a cavidade pleural dos animais. Assim ficou demonstrado que este
efeito acontece de maneira dose-dependente, embora a inibicdo do exsudato
ndo tenha ocorrido de forma proporcional a dose. Deste modo, a
percentagem de inibi¢cdo observada para a dose de 100 nmol por cavidade
deste antagonista sobre o exsudato foi de 49.8 + 1.9%, (P<0.01) (figura -6
A) e sobre as células inflamatdrias foram as seguintes: 52.1+ 1.3% (P<0.01)
para as células mononucleares, figura-6B; e 38.9 1+ 1.1% (P<0.01) para os
neutrofilos, (figura-6C).

A injegdo i.t. de outro antagonista seletivo do receptor B, , a des-

ArggNPC 17731 (5 nmol por cavidade), foi também eficaz em inibir

significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela des—Arg9-

BK no pico de 1 h, bem como a migragdo celular quando analisada 4 h apds

a injecdo intratoracica do agonista. A co-injeg@o de des—Arg9NPC 17731 (5

9

nmol por cavidade) e des-Arg”-BK (30 nmol por cavidade) inibiu o

extravasamento plasmatico induzido pela des—Argg-BK em (46.3 £ 1.5%)

(P<0.01) (figura-7A). Quando a des—Argg-NPC 17731 (5 nmol por
cavidade) foi administrada 30 e 60 minutos antes do pico do influxo das

células inflamatodrias (4 h), observou-se inibi¢ao significativa do nimero
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de células: (57.8 £ 1.5%) (P<0.01) para 30 minutos e (71.2 £ 2.0% )
(P<0.01) para 60 minutos para o total de células; (44.3 = 2.3%) (P<0.01)
para 30 minutos e (64.6 £ 2.2%) (P<0.01) para 60 minutos, para células
mononucleares (figura-7B); e (69.7 = 1.1%) (P<0.01) para 30 minutos e

(76.6 £ 2.0%) (P<0.01) para 60 minutos para neutrofilos, (figura-7C). A

administra¢do de uma dose mais alta de des-ArggNPC 17731 (20 nmol por

cavidade), ao contrario do efeito anterior, potencializou a acdo da des-

Arg9-BK em todos os parametros estudados na pleurisia induzida pelo
agonista em camundongos (tabela-1).

A administracdo do HOE 140 (30 nmol por cavidade) 30 minutos
antes da indugdo da pleurisia ndo foi capaz de interferir significativamente
no extravasamento plasméatico no pico de 1 h, e nem com o numero de

células mononucleares ou de neutréfilos no pico de 4 h induzidos pela des-
Arg’-BK , (figura-8A, B e C).
As injecdes intratoracicas de des-Arg9-[Leu8]-BK (60 e 100 nmol

por cavidade), de des—Argg-NPC 17731 (5 nmol por cavidade ) ou de HOE
140 (30 nmol por cavidade) ndo causaram qualquer efeito “per se” sobre

o numero total de células em 4 h ou sobre 0 aumento do extravasamento
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plasmatico com o pico em 1 h, quando comparado com o grupo de animais

que recebeu injecdo intratordcica de salina (tabela-1).

Tabela-1: Efeitos da injegdo i.t. de antagonistas seletivos para os subtipos

de receptores B, e B, para as cininas, analizados 1 h e 4 h apo6s a

inje¢do, na cavidade pleural de camundongos.

Antagonistas Azul de Evans Células Células
png/ml Mononucleares PMN

(x 10%) (x 10°)
Controle 1.0+ 0.05 1.2+0.17 0.11 £0.04
des-Argg-[Leu8]-BK
(60 nmol/cav.) 1.1 £0.07 1.48£0.11 0.22 £ 0.07
des-Arg’-NPC17731
(5 nmol/cav.) 1.2+0.03 1.1£0.12 0.13£0.06
des-Arg”-NPC17731

1.7£ 0.05%* 2.1 £0.10** 0.62 £ 0.03**

(20 nmol/cav.)
HOE 140
(30 nmol/cav.) 0.9£0.05 1.0+0.14 0.21 £0.06

Os valores apresentados representam as meédias + e.p.m. n=4 animais por

grupo. Todas as drogas foram administradas por via intratoracica; a analise

do extravasamento plasmatico e da migragdo de células para a cavidade

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h apds a injecéo, respectivamente.

As diferencas estatisticas sdo indicadas por asteriscos. ** P<0.01.
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4.4 . Envolvimento dos neuropeptideos sensoriais na pleurisia induzida pela

des-Ar,q9-BK.

A inje¢do intratoracica dos antagonistas seletivos para os receptores

taquicinérgicos NK, FK 888 (1 nmol por cavidade), NK,, SR 48968 (20
nmol por cavidade) ou NK, SR 142801 (10 nmol por cavidade) (Saleh,

1997), administrados 5 minutos antes da indugdo da pleurisia pela des-

Arg9-BK (30 nmol por cavidade) antagonizou a migra¢@o de neutr6filos em

(72.6 £ 2.1%), (62.9 £ 1.8%) e (86.7 £ 1.8%), respectivamente, (P < 0.01)

quando analisado 4 h apds a injecdo intratoracica de des-Argg-BK
(figuras- 9C, 10C e 11C). Além disso, o nimero de células mononucleares
foi significativamente inibido pelo FK 888, bem como pelo SR 142801 em
(74.6 = 2.3%) e (72.7 £ 1.9 %), (P < 0.01), (figuras- 9B e 11B). Porém, o
antagonista taquicinérgico seletivo para o receptor NK2, o SR 48968 (20
nmol por cavidade), ndo foi capaz de inibir significativamente o influxo de
células mononucleares para a cavidade pleural dos animais (figura- 10B).

Por outro lado o extravasamento plasmaético causado pela injecdo i.t.

de des—Argg-BK no pico de 1 h ndo foi inibido significativamente pelos

antagonistas de receptores NK  (FK 888, 1 nmol por cavidade), ou pelo
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NK,, (SR 48968, 20 nmol por cavidade), porém foi significativamente
reduzido pelo antagonista NK; , (SR 142801, 10 nmol por cavidade) em

(27.4 £ 2.2 %) (P<0.05), (figuras- 9A, 10A e 11A).

O extravasamento plasmatico induzido pela des—Arg9-BK (30 nmol
por cavidade) com pico em 1 h foi significativamente inibido pela injeg¢do

intratoracica de CGRP, .. (1 nmol por cavidade ), um antagonista seletivo

para o receptor CGRP , quando este foi administrado 5 minutos antes da

indugdo do processo inflamatorio. O efeito inibitério do CGRP, .. sobre o

extravasamento de azul de Evans foi de (21.9 £ 2.1%) (P < 0.01), (figura-
12A).
A administragdo do CGRP, . (1 nmol por cavidade ) 5 minutos antes

da inducdo da pleurisia ndo interferiu significativamente na migragdo de
células inflamatoérias para a cavidade pleural dos animais 4 h apds a inje¢ao
intratoracica do agonista seletivo para o receptor B, , (figura-12B e C).

A co-injegdo do antagonista seletivo para o receptor NK, SR

142801 (10 nmol por cavidade) em associagdo com o antagonista seletivo

para o receptor CGRP,, o CGRP, .. (1 nmol por cavidade) ndo foi capaz de

8-37
promover uma inibicdo adicional do extravasamento plasmatico, quando

comparado ao efeito exercido por estes antagonistas injetados isoladamente
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em outros grupos de animais na pleurisia induzida pela des—Arg9-BK (30
nmol por cavidade).

QOutros grupos de animais receberam inje¢do intratoracica dos
antagonistas seletivos taquicinérgicos NK,, FK 888 (1 nmol por cavidade),
NK,, SR 48968 (20 nmol por cavidade) ou NK, SR 142801 (10 nmol por
cavidade ou (30 nmol por cavidade), bem como do CGRP, .. (1 nmol por
cavidade) separadamente. Estes antagonistas, com excessdo do antagonista

NK, na dose de 30 nmol por cavidade, n#o afetaram significativamente o
extravasamento plasmatico quantificado no pico de lh, nem tampouco
modificaram a cinética celular na cavidade destes animais no pico de 4 h,
quando comparados com o grupo de animais que recebeu injegdo
intratoracica de salina. No entanto, o FK888 ocasionou um pequeno
aumento no extravasamento plasmatico, porém nao de forma significativa.

Estes resultados est@o apresentados na (tabela -2).
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Tabela-2: Efeitos da injecdo i.t. dos antagonistas taquicinérgicos

seletivos para os receptores NK,; NK, NK; e para o CGRP, analisados 1 h e

4 h ap0s, na cavidade pleural de camundongos.

Antagonistas Azul de Evans Células Células
ug/ml Mononucleares PMN

(x 10 (x 109

Controle 1.0 £0.05 1.21 #0.11 0.12 +0.03

FK 888

(1 nmol/cav.) 1.3£0.04 1.06 £0.12 0.18 £0.08

SR 48968

(20 nmol/cav.) 1.2 £0.07 0.72+0.09 0.11 £0.10

SR 142801

(10 nmol/cav.) 1.1 £0.05 1.4 1£0.12 0.10 £0.05

SR 142801

(30 nmol/cav.) 1.5+ 0.03% 1.52+£0.11% 0.48 £ 0.06%

CGRPy 3;(1 nmol/cav.) 0.9+0.06 1.1 £0.09 0.11 £0.03

Os valores apresentados representam as médias + e.p.m. n=4 animais por

grupo. Todas as drogas foram administradas por via intratordcica; a analise

do extravasamento plasmatico e da migracdo de células para a cavidade

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h ap6s a injegdo, respectivamente.

As diferengas estatisticas est@o indicadas por asteriscos. *P<0.05.
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4.5. Envolvimento do 6xido nitrico na pleurisia induzida pela des-Arg9-

BK.

a-Efeito de inibidores das 0xido nitrico sintases.

A injecdo intratoracica de L-NOARG (1 pmol por cavidade), um
inibidor ndo seletivo das 6xido nitrico sintases, quando administrado 30
minutos antes da indu¢do da pleurisia, ndo exerceu efeito significativo
sobre o extravasamento plasmético promovido pela injec@o intratoracica de

des-Arg9

-BK no pico de 1 h (figura- 13A). Entretanto, a administracado de
L-NAME (1 pmol por cavidade) 30 minutos antes da indugdo da pleurisia,
foi eficaz em inibir o extravasamento plasmatico em (30.1 £1.5%), (P <
0.01) (figura- 14A). No entanto, ambos os inibidores das o6xido nitrico
sintases preveniram completamente a migracdo de neutrofilos para a
cavidade pleural dos animais quando analisados 4h apés a injecdo
intratoracica do agonista seletivo para o receptor B, das cininas.

A percentagem de inibigdo do influxo de neutrofilos causada pela L-
NOARG (1 pmol por cavidade) foi de 94.8 =+ 1.8%, enquanto que a

causada pela L-NAME foi de ( 98.5 = 2.1 %) (P < 0.01), (figuras- 13 C e

14 C), respectivamente.
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Os efeitos da L-NOARG (1 pmol por cavidade) ou da L-NAME (1
pmol por cavidade) , administradas seguindo o mesmo protocolo citado
anteriormente, foram também significativos sobre a migracdo de células
mononucleares na cavidade pleural dos animais no pico de 4h, (45.3 £ 2.1
% e 66.1 = 1.8%), (P < 0.01), respectivamente, (figura-13 B e 14 B). A
injecdo intratoracica do D-enantidmero , D-NAME (1 pmol por cavidade),

ndo teve nenhuma influéncia sobre a resposta inflamatéria induzida pela

des-Argg—BK com relagdo a todos os parametros estudados (figura- 15A, B
e C)..

A administracdo de L-NOARG; L-NAME ou de D-NAME, todos
administrados na dose de (1 pmol por cavidade), ndo foi capaz de causar
extravasamento plasmatico analisado 1 hora apds suas injecdes
intratoracicas. Com este protocolo de administragdo dos inibidores da 6xido
nitrico sintase também ndo foi observado influxo de células para a
cavidade pleural dos animais 4 horas apdés a injecdo intratorécica,
similarmente aos grupos de animais que receberam injegdo intratoracica de

salina, conforme (tabela-3):
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Tabela-3: Efeitos da inje¢@o i.t. dos inibidores da 6xido nitrico

sintase, analisados 1 h e 4 h ap6s, na cavidade pleural de camundongos.

Inibidores da Azul de Evans Células Células

oxido nitrico sintase pg/ml Mononucleares PMN
(x 10°) (x 109

Controle 1.0 £0.05 1.2+0.11 0.1£0.03
L-NOARG
(1 pmol/cav.) 1.1 +£0.05 0.91+ 0.08 0.19+0.04
L-NAME
(1 pmol/cav.) 1.2 +0.04 1.0£0.05 0.15+0.06
D-NAME
(1 pmol/cav.) 1.0+ 0.03 1.1£0.04 0.12+0.03

Os valores apresentados representam as meédias + e.p.m. n=4 animais por
grupo. Todas as drogas foram administradas por via intratoracica; a analise
do extravasamento plasmatico e da migracdo de células para a cavidade

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h apds a inje¢@o, respectivamente.
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b-Determina¢@o dos niveis de nitrito (NO;) no extravasamento plasmatico

9

induzido pela des-Arg”-BK na cavidade pleural de camundongos.

Os niveis de nitrito (NO5’) no exsudato pleural de camundongos apds

a inje¢do Intratoracica de des—Argg-BK (30 nmol por cavidade),
aumentaram significativamente nos periodos de 15 e 30 minutos apds a
administragdo desse peptideo, quando comparado aos mesmos valores
obtidos de animais que receberam injecdo intratoracica de salina estéril
(figura- 16). Contudo, os niveis de nitrito (NO5’) retornaram ao nivel basal
no exsudato pleural coletado 60 minutos apds a injecdo intratoracica do

agonista seletivo para o receptor B, para as cininas.

4.6. Envolvimento dos produtos da ciclooxigenase na pleurisia induzida

pela des-Argg-BK.

O tratamento dos animais com indometacina (1 mg kg'l), um
inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases administrado 1 hora antes da
inducdo da pleurisia por via intraperitonial, nad foi capaz de inibir o
extravasamento plasmatico no pico de 1 h (figura-17A). Entretanto, o
influxo de células mononucleares para a cavidade pleural dos animais no

pico de 4 h foi inibido em (473 £ 2.1%) (P < 0.05), (figura-17B).
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Surpreendentemente, a migracdo de neutrdfilos 4 h apds a injecdo

intratoracica de des-Argg—BK foi aumentada em (35.9 = 2.5%) (P < 0.01)

com o tratamento prévio com a indometacina (figura-17 C).

4.7. Possivel envolvimento da histamina na pleurisia induzida pela des-

Arg’-BK.

A administragdo de terfenadina, um antagonista do receptor H, da

histamina, na dose de (50 mg Kg'l) por via intraperitonial, 30 minutos

9-BK, ndo foi capaz de interferir

antes da inje¢do intratoracica de des-Arg
significativamente no extravasamento plasmatico medido 1 h apds a
inducdo da pleurisia (figura-18A). Da mesma forma a migracdo de células
mononucleares ou de neutrdfilos, no pico de 4 h apdés a indugdo da

pleurisia, também ndo foi modificada pela administracdo do anti-

histaminico (figura-18B e C), (P>0.05).
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5. DISCUSSAO

E amplamente conhecido que a bradicinina e cininas a ela
relacionadas participam de varios processos fisiopatoldgicos. Assim, as
cininas estdo envolvidas em uma grande variedade de respostas em varios
tipos de células. Elas exercem por exemplo um papel importante no controle
do ténus da musculatura lisa vascular e ndo vascular, controlam a pressdo
arterial principalmente através da liberacdo de 6xido nitrico, participam de
Vériés processos inflamatorios, na transmissdo da dor e hiperalgesia (para
revisdo ver: Hall, 1992; Hall, 1997, Steranka et al., 1988). Além disso, as
cininas sdo capazes de aumentar a produgé@o de eicosanodides em fibroblastos
(Lerner e Modeer, 1991; Bathon et al., 1992), ou ainda em células
endoteliais (Cahill et al., 1988; D’Orléans-Juste et al., 1989).

As ag¢es pro-inflamatorias das cininas sdo mediadas através dos seus
dois subtipos de receptores, B, e B, (Regoli e Barabé; 1980). Esses efeitos
ocorrem por acdo das cininas na musculatura lisa, ou no endotélio
microvascular promovendo a liberacdo de substancias pré-inflamatorias
como o 6xido nitrico, um potente vasodilatador, e de prostandides como a

prostaglandina E, e a prostaciclina. Existem também evidéncias sugerindo
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que as ag¢des inflamatorias das cininas envolvem a liberag@o antidromica de
neuropeptideos tais como as taquicininas e do CGRP liberados das fibras
nervosas sensoriais. A liberacdo destes neuropeptideos contribuem para o
extravasamento plasmatico e para a vasodilatagdo (Geppetti, 1993; Dray e
Perkins, 1993), como também para a adesdo de leucocitos no endotélio
venular (Suzuki et al., 1994).

Os efeitos predominantes das cininas sobre a circulagdo variam de
acordo com o tipo de leito vascular. Em grandes artérias e veias, elas
possuem efeito direto contrétil, enquanto que em pequenos vasos, €
sobretudo na microcirculagdo, predomina o efeito indireto. Este efeito é
vasodilatador, sendo mediado via liberagdo de o6xido nitrico ou de
prostandides. Nas vénulas o efeito preponderante das cininas é o aumento
da permeabilidade vascular com conseqiiente extravasamento plasmatico,
sendo este um efeito observado apds uma agressdo inflamatéria, ou também
por uma lesdo tecidual (para revisdo ver: Hall, 1992; Hall e Morton, 1997;
Steranka e Burch, 1991).

Com relagdo as agdes das cininas nas vias aéreas, existem inimeros
trabalhos indicando que esses peptideos, atuando principalmente nos

receptores do subtipo B,, exercem um papel importante no sistema
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respiratorio, o que sugere um envolvimento direto em algumas patologias
como por exemplo na asma e na alergia (Geppetti, 1993; Polosa et al., 1996;
Farmer, 1994). Contudo, pouco € conhecido a respeito do papel exercido
pelos receptores B, para as cininas nos processos fisiologicos e/ou
patologicos nas vias aéreas.

Os resultados do presente estudo mostram pela primeira vez que a
inje¢do intratoracica do agonista seletivo do receptor B, para as cininas, a
des-Arg’-BK, causou em camundongos, uma importante reagdo
inflamatoria, caracterizada por aumento da exsudacdo (com pico em 1 h)
seguido da migragdo de células, principalmente neutréfilos (com pico em 4
h). Estas células permaneceram na cavidade até 24 h apds a injecdo i.t. do
agonista, e o processo inflamatério ficou resolvido apds 48 h.

No presente estudo ficou demonstrado que as a¢des pro-inflamatodrias
causadas pela des-Arg’- BK na cavidade pleural em camundongos decorreu
da ativagdo de receptores préprios constitutivos do subtipo B,. Essa
evidéncia foi baseada em alguns resultados que serdo discutidos a seguir.
O tratamento dos animais através da administragdo i.t. com a des-
Arg’[Leu®]-BK, um antagonista seletivo para o receptor B, (Regoli e

Barabé, 1980), e principalmente com a des-Arg9-NPC 17731(Cabrini et al.,
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1996; Cabrini e Calixto, 1997), outro antagonista seletivo para o receptor B,
das cininas, resultou em marcante diminuicao tanto da exsudac@o quanto da
migracdo de células inflamatérias para a cavidade pleural, em resposta a
injecdo i.t. de des-Arg’-BK. Ao contrario, o tratamento dos animais com o
antagonista seletivo para os receptores B,, o Hoe 140, em condi¢des onde
esse antagonista demonstrou previamente ser efetivo em inibir as agdes das
cininas (Saleh et al., 1997; Campos e Calixto, 1995b; Regoli et al., 1995),
ndo foi capaz de interferir de maneira significativa com a resposta
inflamatéria causada pela des-Arg’-BK. Tais resultados indicam portanto
que a resposta inflamatéria causada pela des-Arg’-BK na cavidade pleural
de camundongos, é mediada por ativacdo dos receptores do subtipo B,;.
Além disso, esses resultados estendem estudos anteriores descritos na
literatura (Polosa et al., 1993; Polosa et al., 1996; Sato et al.,1996), e
sugerem um papel relevante dos receptores do subtipo B; no controle da
resposta inflamatoria nas vias aéreas.

Por outro lado, a resposta inflamatéria causada pela injegdo i.t. de des-Arg’-
BK na cavidade pleural de camundongos foi observada ja nos 5 minutos
ap0s a injecdo do peptideo. Porém, € conhecido que ao contrério das agdes

mediadas pelos receptores B,, os receptores B, para as cininas sdo
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normalmente induzidos apds trauma tecidual ou em processos
inflamatdrios. Em muitas preparagdes com musculatura lisa as respostas
mediadas pelos receptores B, ocorrem de maneira tempo-dependente. Tem
sido demonstrado que em algumas imunopatologias ocorre a inducdo da
expressdo do receptor B,, processo esse regulado por sintese protéica
(Marceau, 1995). Apds incubagdo por longo periodo da veia mesentérica de
coelho, foi determinada nestas células a presenca de receptor B, através de
estudos de binding com o agonista seletivo para este receptor marcado com
tricio, o [°H] des-Arg’-BK, sendo este efeito caracterizado como tempo-
dependente (Marceau e Regoli, 1991). Em outro tipo de células como na
musculatura lisa da aorta de coelhos, foi também observada a indugdo da
expressdo destes receptores apés um periodo de incubagdo da preparacgdo
(Schneck et al., 1994). Ainda, o tratamento prévio com LPS ou IL-1J de
células da musculatura lisa da artéria mesentérica de coelhos (Galizzi et
al.,1994), foi capaz de induzir a expressdo dos receptores B, para as cininas.
Estes estudos bioquimicos complementaram os experimentos funcionais de
Bouthillier et al., (1987), que mostraram que a resposta contratil induzida
pelas cininas na aorta isolada de coelho aumentou progressivamente de

maneira tempo-dependente. Em outros experimentos na aorta isolada de
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coelho, a incubagdo do tecido com LPS, com IL-13, ou com interferon gama
(IFNy), causou aumento da expressdo do receptor B, para as cininas neste
tecido (Levesque et al.,1995), sugerindo o envolvimento de citocinas neste
processo. Sdo escassos os tecidos e as espécies animais onde esses
receptores encontram-se constitutivamente presentes, mas eles foram
descritos, na artéria celiaca de coelho (Ritter et al., 1989), na veia
mesentérica e artéria basilar de cdo (Toda et al., 1987), em leito vascular
pulmonar de felinos (Bracken et al., 1994), bem como em fibras sensiveis a
capsaicina presentes em orelha de camundongo (Mantione e Rodriguez,
1990). Por outro lado, o tratamento prévio endovenoso de coelhos com LPS,
foi capaz de induzir hipotensdo em respota a inje¢do de bolus do agonista
seletivo para o receptor B, (Regoli et al.,, 1981; Drapeau et al., 1991),
enquanto que este tratamento prévio inﬂamatérip ndo promoveu aumento
do extravasamento plasmatico na mesma espécie, apds inje¢ao intravascular
de des-Arg’-BK (Audet, et al., 1997).

Outro resultado que refor¢ca a presenca do receptor B, na sua forma
constitutiva, na cavidade pleural de camundongos, foi o fato de que a

injecdo i.t. de des-Arg’-BK causou essencialmente a mesma resposta

inflamatéria nos animais que receberam inje¢do endovenosa de LPS de
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Escherichia coli (10 ug por animal), 24 h antes da indug@o da pleurisia,
quando comparadbs ao grupo controle. E relatado na literatura que o
tratamento sistémico com LPS induz a expressdo de receptores B, em varias
espécies, tanto nos estudos realizados in vivo (Regoli e Barabé, 1981;
Campos, et al., 1995a; Campos et al., 1996) como in vitro (Bouthillier et al.,
1987; Galizzi et al., 1994; Levesque et al., 1995; Cabrini et al., 1996). No
presente estudo, utilizando esse mesmo protocolo para inducdo dos
receptores B, , através do tratamento prévio dos animais com LPS, n&o foi
possivel observar nenhuma mudanga significativa na resposta inflamatdria
induzida pela des-Arg’-BK que indicasse um aumento de indugdo desses
receptores na cavidade pleural de camundongos. Entretanto, o mesmo
tratamento em camundongos com LPS, resultou em aumento significativo
do edema de pata causado pela inje¢do intraplantar de des-Arg’-BK, quando
comparado com o grupo que recebeu injecdo prévia com salina (Vianna e
Calixto, 1998). Em outros estudos, demonstrou-se que a resposta mediada
pelo receptor B, no modelo de nocicep¢do induzida pela formalina em
camundongos (Campos et al., 1995a), ou em edema de pata em ratos
(Campos et al., 1996), também foi aumentada pelo mesmo tratamento

prévio dos animais com LPS. Por outro lado, em estudos realizados tanto in
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vivo quanto in vitro com camundongos (Corréa e Calixto, 1993; Maas et al.,
1995), demonstraram a existéncia de receptores B, constitutivos. Pesquero e
al., (1996), usando a técnica de RT-PCR , detectaram baixos niveis de
mRNA para o receptor B, murino no tecido de animais néo tratados, porém
estes pesquisadores observaram um aumento significativo da transcrigdo
deste receptor no coragdo, figado, e pulméao, mas ndo nos rins dos animais
tratados previamente com LPS. Estes dados indicam que o receptor B,
murino pode ser encontrado nesta espécie, na sua forma constitutiva, mas
seus niveis podem ser aumentados apds tratamento sist€émico dos animais
com LPS. Os dados encontrados no presente estudo, bem como aqueles
descritos na literatura, sugerem que a presenca do receptor B, na sua forma
constitutiva ou induzida, depende ndo apenas da espécie, mas também do
tipo de tecido e/ou célula dentro da mesma espécie em estudo. Deste modo,
a caracterizagdo do receptor B, na cavidade pleural de camundongos foi
constatada pela inibi¢do da resposta inflamatéria induzida pela des-Arg’-BK
pelo antagonista seletivo, a des-Arg’-[Leu®]-BK. Além disso, a injegdo i.t.
do agonista seletivo para o receptor B, causou efeito bioldgico detectavel ja
a partir de 5 min apés a indugédo da pleurisia, sendo que esta resposta ndo foi

aumentada pelo tratamento prévio dos animais com LPS. Estes resultados
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indicam, que o receptor do subtipo B, medeia a resposta inflamatoria
induzida pela inje¢do i.t. de des-Arg’-BK, e estad presente na sua forma
constitutiva na cavidade pleural de camundongos. Por outro lado, Shanstra
et al. (1998) demonstraram em cultura de fibroblastos de pulméo humano,
que o receptor B, tem sua expressdo aumentada durante a estimulagdo
prolongada com seu agonista seletivo, a des-Arg'’-calidina, sendo este
efeito completamente bloqueado pelo antagonista seletivo, a des-Arg'’-
(Leu’)-calidina. O aumento da expressdo do receptor B, em humano foi
identificado pelo aumento do RNAm e da proteina, bem como do calcio
citosolico. Uma vez inibido pelo antagonista seletivo, indica que o aumento
da expressdo destes receptores resultou da estimula¢do de uma populacio
pré-existente de receptores B; na superficie das células, sendo um efeito
mediado pela ativagdo do fator de transcri¢do NF-xB e de uma proteina
quinase C. Seriam necessarios estudos de biologia molecular, para verificar
um possivel aumento da expressdo do receptor B, pela des-Arg’-BK na
cavidade pleural de camundongos.

Estudos de biologia molecular permitiram a clonagem do receptor B,
em diversas espécies animais, incluindo em humanos (Menke et al., 1994),

coelhos (MacNeil et al., 1995), e camundongos (Pesquero et al., 1996; Hess
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et al., 1996 ). Contudo, existem divergéncias em relacdo a afinidade dos
agonistas e dos antagonistas das cininas para os receptores B, nas diversas
espécies estudadas. Assim, os receptores B, de humanos e de coelhos
apresentam, respectivamente, cerca de 150 a 2000 vézes maior afinidade
para o agonista seletivo de receptor B,, a Lys-des-Arg’-BK, quando
comparado com a des-Arg’-BK. Ao contrario, o receptor B, murino possui
afinidade similar para a des-Arg’-BK e para a Lys-des-Arg’-BK (Hess et al.,
1996; Pesquero et al., 1996; Burch e Kyle, 1992).

De fato, Pesquero et al. (1996) sugeriram que estas diferencas de acéo
observadas entre as respostas para os agonistas seletivos dos receptores B,
nas diversas espécies animais estudadas podem ser conseqiiéncia de
modificacdes existentes na sequéncia de aminoédcidos para o receptor B,
encontrado nestas espécies. Acredita-se que a principal diferenca entre a
seqiiéncia de aminoacidos do receptor B, murino e de humanos ou de
coelhos, localiza-se na por¢do N-terminal, onde aparece uma inser¢do de
oito aminoacidos no receptor B, murino. Além disso, diferencas na
sequéncia de aminoacidos da primeira alga intracelular e na por¢do C-
terminal em relagdo ao receptor B, das outras espécies como em humanos e

coelho, podem causar diferencas na afinidade aos agonistas. Esses autores
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demonstraram também que a seqiiéncia de aminoacidos para o receptor B,
de camundongos possui analogia de cerca de 68% a 73% com as seqiiéncias
de aminoéacidos do receptor B, em coelhos e em humanos, respectivamente.
Por outro lado, as diferencas para a seletividade dos agonistas em receptor
B, humano ou murino pode também ser explicada pela diferenca do ligante
endogeno gerado nas duas espécies. Em ratos, sdo descritos dois genes para
o precurssor da BK, o K-cininogénio e o T-cininogénio (Furuto-Kato et al.,
1985). O aa que precede a BK no K-cininogénio em ratos é a Arg, enquanto
no T-cininogénio € a Ser. Recentemente, a sequéncia de dois cDNAs para
cininogénios foi clonada em camundongos, e ambos sdo similares ao K-
cininogénio presente em ratos, € contém um residuo de Arg que precede a
molécula de BK (Hess et al., 1996). Deste modo, parece que nos roedores a
lisil-BK estd ausente. No nosso modelo experimental, observamos que a
poténcia inflamatoria na cavidade pleural de camundongos para a Lys-des-
Arg9-BK, outro agonista seletivo para o receptor B,, foi similar a des-Arg’-
BK, confirmando os dados de biologia molecular discutidos anteriormente.
O sistema nervoso conhecido como néo-adrenérgico, ndo-colinérgico
(NANC), envolve vérios neuropeptideos da familia das taquicininas, como a

substancia P (SP), neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB) e o peptideo
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relacionado ao gen da calcitonina (CGRP). A participacdo desses
neuropeptideos esta atualmente bem caracterizada na transmissdo deste
sistema. Nas vias aéreas, por exemplo, a SP, a NKA, e o CGRP, estdo co-
localizados nas fibras nervosas sensoriais ndo mielinizadas. Estas fibras sdo
responsaveis pela inervagdo dos compartimentos das paredes das vias aéreas
desde a traquéia até os bronquiolos. As fibras nervosas sensoriais formam,
portanto, um denso plexo na lamina subepitelial, suprindo as glandulas,
ramificando-se dentro da musculatura lisa e fazendo contato direto com os
neurdnios parassimpaticos pos-ganglionares, localizados no ganglio dorsal
da medula. O sistema NANC pode ser ativado por diferentes agentes que
estimulam as fibras nervosas sensoriais nas vias a€reas, levando a liberagéo
local de taquicininas (Advenier et al., 1997). Estes neuropeptideos sdo
responsaveis em grande parte pelos vérios efeitos biolégicos no sistema
broncopulmonar , como aumento da permeabilidade vascular por parte das
vénulas pos-capilares, estimulacdo da secrecdo de glandulas, facilitacdo da
neurotransmissdo colinérgica, recrutamento e ativacdo de células
inflamatérias. Além disso, a SP pode influenciar varias funcdes dos
neutréfilos em humanos, incluindo a quimiotaxia, e a fagocitose ( Geppetti,

1993; Advenier et al., 1997). A SP é conhecida por causar mudangas no
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endotélio das vénulas pds-capilares, abrindo espagos no revestimento
endotelial provavelmente por induzir contracdo das células endoteliais.
Além disso, a SP promove a interagdo entre os leucdcitos e o endotélio pelo
aumento da expressdo de moléculas de adesdo em ambos, levando a
migracdo dos leucdcitos para o local inflamado (ver: Maggi, 1997).
Recentemente, de Rose et al. (1994) mostraram que a adesdo de neutréfilos
nas células epiteliais bronquiais, um processo importante para a retencao
dos leucdcitos no sitio inflamatério, foi aumentado pela SP num efeito
mediado pelo receptor taquicinérgico NK, e através da expressdo de
moléculas de ades@o. O influxo intrapulmonar de neutréfilos, induzido por
lesdes no complexo imune, foi ausente em estudos com camundongos que
ndo possuem O gene para o receptor taquicinérgico NK,;, mostrando a
importancia do mesmo em processos inflamatérios (Bozic et al., 1996).
Nossos resultados também mostram que as agdes inflamatodrias
causadas pela inje¢do it. de des-Arg’-BK na cavidade pleural de
camundongos foram significativamente inibidas pela administragdo dos
antagonistas seletivos taquicinérgicos do subtipo NK,, FK888 (Fujii et al,
1992; Murai et al., 1993), NK,, SR 48968 (Advenier et al., 1992; Emonds-

Alt et al.,, 1992; Kamikawa and Shimo, 1993), e em parte pelo novo



87

antagonista do subtipo NK;, o SR 142801 (Emonds-Alt et al., 1995). Tais
fesultados reforcam, portanto, os dados descritos na literatura indicando que
as ac¢Oes das cininas mediadas tanto pela estimulacdo dos receptores B,
(Ichinose & Barnes, 1990; para revisdo ver: Geppetti, 1993; Bertrand &
Geppetti, 1996, Saleh et al., 1997), como também pelos receptores B,
(Mantione et al., 1990 e presente estudo), envolvem a liberacdo de
taquicininas das fibras sensoriais. Além disso, foi também demonstrado no
presente estudo que a administragdo do CGRPy 3, , antagonista seletivo para
o subtipo CGRP, do receptor do CGRP (Escott e Brain, 1993; ver:
Wimalawansa, 1996), foi capaz de inibir o extravasamento plasmaético
causado pela des-Arg’-BK, indicando também uma possivel participagdo do
CGRP liberado de fibras nervosas sensoriais, na resposta inflamatoria
provocada pela des-Arg’-BK no modelo murino de pleurisia. Deste modo,
os resultados do presente estudo mostram que a resposta inflamatoéria da
des-Arg’-BK mediada pelo receptor B, no modelo de pleurisia, envolve a
ativacdo de fibras nervosas sensoriais, causando a liberacdo tanto de
taquicininas, como de CGRP. Porém, existem algumas diferengas
importantes no papel exercido por estes peptideos na resposta inflamatéria

induzida pelo agonista seletivo B,. Enquanto, os receptores NK, e NK;
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parecem exercer um papel modulatério importante na migragdo de
neutréfilos e de células mononucleares para a cavidade pleural, os
receptores NK,, por sua vez, participam apenas do controle do influxo de
neutréfilos nesta resposta inflamatdria. A vasodilatacdo promovida pelos
neuropeptideos na microvasculatura e subsequente extravasamento de
proteinas plasméticas, pode ser um componente crucial na inflamagao
neurogénica uma vez que mudangas no fluxo sanguineo microvascular
podem afetar a migrag@o de células inflamatdrias, de mediadores e o edema
no sitio inflamatorio (ver Maggi, 1997).

Por outro lado, o extravasamento plasméatico presente na resposta
inflamatéria induzida pela injegdo i.t. do agonista seletivo B,, parece ser
mediado pela ativacdo do receptor taquicinérgico NK; e do receptor do
CGRP, uma vez que somente os antagonistas (SR 142801) e o (CGRPg 3,)
foram capazes de inibir este componente da resposta inflamatdria
promovida pelo agonista seletivo B, na cavidade pleural dos animais.
Entretanto, estes antagonistas quando administrados conjuntamente nao
potencializaram o efeito inibidor, demonstrando a falta de sinergismo entre
estes neuropeptideos nesta resposta (resultados ndo apresentados). Deste

modo, nossos resultados sugerem a participacdo de vérios subtipos de
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receptores para as neurocininas no modelo murino de pleurisia induzida
pelo agonista seletivo do receptor B;.

Além disso, enquanto a migragdo celular foi inibida pelo antagonista
seletivo NK,, o FK 888, este composto ocasionou um pequeno aumento do
extravasamento plasmatico nos animais previamente tratados com este
antagonista. Este resultado sugere que este composto pode exercer atividade
agonistica na cavidade pleural de camundongos.

Viarias evidéncias sugerem que muitos dos efeitos das cininas tanto os
mediados pela ativacdo dos receptores B, quanto aqueles mediados pelos
receptores B,, ocorrem através da liberagdo de NO ou de substincias
relacionadas (Sung et al., 1988; Khalil & Helme, 1992; Wiemer & Wirth,
1992; Schlemper & Calixto, 1994; Nakamura et al., 1996). E relatado que a
produgdo de NO estd aumentada em uma variedade de doengas, como por
exemplo na asma, e varios sinais classicos da inflamagdo séo revertidos por
inibidores das oOxido nitrico sintases. Ja4 foi descrito que o NO possui
potente acdo vasodilatadora na circulagdo bronquial e pode participar como
regulador do fluxo sanguineo nas vias aéreas (Barnes, 1995). Assim, o NO é
capaz de induzir exsudagdo plasmatica por aumento do fluxo sanguineo

para as vénulas pos-capilares além de produzir edema nas vias aéreas. Os
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inibidores da sintese de NO aplicados na superficie das vias aéreas,
aumentam o extravasamento plasmatico, sugerindo que a libera¢do basal de
NO exerce um efeito inibitério no extravasamento microvascular (ver:
Barnes, 1995). Os resultados do presente estudo também mostram
claramente a participa¢do do NO na resposta inflamatoria induzida pela des-
Arg’-BK no modelo de pleurisia em camundongos. Assim, a administragdo
do inibidor da o6xido nitrico sintase L-NAME, inibiu o extravasamento
plasmatico e quase completamente a migra¢do de neutréfilos para a
cavidade pleural apés a injegdo i.t. de des-Arg’-BK. Além disso, o seu
isdmero inativo, a D-NAME, n#o alterou a resposta inflamatéria induzida
pelo agonista seletivo B;.

A dosagem de nitrato no exsudato plasmatico dos animais que
receberam injegdo i.t. de des-Arg’-BK, revelou um aumento dos niveis de
nitrito. Analisados em conjunto esses resultados mostram claramente que o
NO exerce um papel importante na modulacdo da resposta inflamatéria
induzida pelo agonista seletivo do receptor B, das cininas no modelo de

pleurisia em camundongos.
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O tratamento com inibidores da éxido nitrico sintase reduz o grau de
inflamacdo aguda ou de artrite em ratos, enquanto a administracdo de L-
arginina foi capaz de reverter esta resposta (lalenti et al., 1992).

Nossos resultados confirmam dados da literatura com relac@o a acédo
inflamatoria do NO, embora varios estudos indiquem também uma
atividade antiinflamatoria para este radical livre (Hickey et al., 1997). Tem
sido também demonstrado que inibidores da 6xido nitrico sintase podem
prevenir a quimiotaxia e a degranulag@o de neutroéfilos (Belenky et al; 1993;
Wyatt et al., 1993). Por outro lado, € conhecido o efeito do NO em inibir as
enzimas NADPH oxidase e 5-lipoxigenase, as quais sdo responsaveis pela
producdo de anion superdxido e de LTB,, respectivamente. Estes dois
agentes possuem conhecida atividade quimiotdtica para os neutrofilos
(Moilanen et al., 1995). Deste modo, nossos resultados estdo de acordo com
o efeito pro- inflamatério descrito para o NO na literatura.

A resposta inflamatéria induzida pela des-Arg’-BK na cavidade
pleural de camundongo foi, surprendentemente, potencializada com o
tratamento dos animais com indometacina, ao contrario do que ja foi
relatado para o edema de pata induzido pela des-Arg’-BK em ratos tratados

previamente com LPS (Campos et al., 1996), com BCG (Campos et al.,
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1997) ou apds a desenssibilizagcdo com inje¢des repetidas de agonista B,
(Campos & Calixto, 1995). E descrito na literatura que as prostaglandinas
exercem uma atividade moduladora em diversas fungdes dos neutréfilos que
contribuem para o processo inflamatdrio. Por exemplo, as prostaglandinas
podem inibir a ades@o de neutrdfilos ao endotélio vascular, inibindo a
migracdo destas células para o sitio inflamatério (Granger et al., 1994;
Asako et al., 1992). As prostaglandinas também suprimem a produgdo de
anion superdxido e a liberagdo de mediadores inflamatérios como LTB, e
IL-8 (Kainoh et al., 1990; Wertheim et al., 1993). Recentemente, Moraes et
al. (1996) relataram que a aspirina ¢ a indometacina, dois inibidores das
ciclooxigenases, aumentaram significativamente a infiltragdo de neutréfilos
para dentro dos pulmdes, apds a administracdo de LPS por via inalatéria em
camundongos. Este efeito foi associado com aumento da producdo de
TNF-o. e supressdo da produg@o de prostaglandina E,. A estimulagdo de
células mononucleares residentes da cavidade pleural de ratos com LPS, in
vitro, mostrou que a presen¢a de PGE, exdgena reduziu a produgdo de
TNF-o. e de IL-1B de maneira dose-dependente (Utsunomiya et al., 1993).
Do mesmo modo, com base no efeito modulatério exercido pelas

prostaglandinas sobre as citocinas TNF-a e IL-1B, nossos resultados
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também poderiam ser assim explicados. Estas citocinas possuem
reconhecida atividade quimiotatica para neutréfilos (Sayers et al., 1988;
Mason et al., 1989; Ahluwlia et al., 1996), e podem estar sendo liberadas de
macrofagos residentes da cavidade pleural por ativagdo de receptores B, ,
presentes na superficie destas células, apds a inje¢do i.t. de des-Arg’-BK.
Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar este resultado, porém j4 foi
bem demonstrado que a des-Arg’-BK € capaz de estimular a liberagdo de
citocinas como TNF-a e IL-1p de macréfagos, sendo esse efeito mediado
pelo receptor B, presente na superficie destas células (Tiffany e Burch,
1989; Burch et al., 1989). Além disso, estes dados foram complementados
pelos experimentos de binding em macrofagos murinos RAW264.7
utilizando [* H] Lys-des- Arg9-BK, um outro agonista seletivo para o
receptor B; radioativamente marcado, demonstrando assim a presenca
constitutiva destes receptores na superficie da membrana celular em
macréfagos (Burch et al., 1992; Burch e Kyle, 1992). Outra hipétese para
explicar a diferenca de respostas da indometacina poderia estar associada,
pelo menos em parte, com a diferenca entre os mecanismos de ag@o da des-

Arg’-BK em receptor B, constitutivo, caracterizado no modelo de pleurisia
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em camundongos, € as respostas observadas em modelos onde os receptores
B, foram induzidos por trauma ou decorrente de processos inflamatorios.

Por outro lado, os resultados do presente estudo mostram que o
tratamento dos animais com terfenadina , em uma dose que tem sido
mostrada ser capaz de inibir as a¢des inflamatdrias da histamina (1 nmol
por cavidade) (resultados ndo mostrados), ndo foi capaz de interferir com a
resposta inflamatéria induzida pela inje¢do i.t. de des-Arg’-BK, sugerindo
assim que a histamina no esta envolvida nesta resposta. Esses resultados
sdo importantes uma vez que existem varios relatos mostrando que as
cininas sdo capazes de liberar histamina de mastocitos (Devillier et al.,
1985; De Campos et al., 1996; para revisdo ver: Hall., 1992). Entretanto,
Bueb et al.(1993), demonstraram que o produto resultante da remogéo do
residuo carregado positivamente, a Arg, por N-acetilacdo da molécula da
BK, é capaz de diminuir de forma significativa a secrecdo de histamina
pelos mastocitos.

Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstraram que o
agonista seletivo do receptor B, des-Arg’-BK, quando injetado por via i.t.
em camundongos, produz uma intensa resposta inflamatoria caracterizada

por exsudacdo e migragdo de neutrdfilos. A resposta inflamatoria causada
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pela des-Arg’-BK € mediada por estimulagdo de receptores B, constitutivos,
além de ser em grande parte mediada pela liberagdo de neuropeptideos de
fibras nervosas sensoriais, como a substancia P, que por sua vez atuam por
ativag¢do de receptores NK,, NK, e parcialmente nos receptores NK;, além
de liberar CGRP. Além disso, ficou bem demonstrada também a
participacdo do NO na resposta inflamatéria induzida pela des-Arg’-BK no
modelo murino de pleurisia. Por outro lado, as a¢des inflamatérias causadas
pela injegdo i.t. de des-Arg’-BK parecem envolver também os metabdlitos
derivados do 4cido araquidonico através da via da cyclooxigenase. Por
outro lado, ndo foi constatado o envolvimento da histamina no processo
inflamatério induzido pelo agonista seletivo B;. Em conjunto com dados
descritos na literatura, estes resultados sugerem que os antagonistas
seletivos para o receptor B, podem apresentar interesse clinico no
tratamento de certos processos inflamatérios, especialmente no trato

respiratodrio.
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RESUMO

1- No presente estudo foi caracterizada a participag@o do receptor B, das

cininas, bem como o envolvimento de alguns mediadores, na resposta

9
inflamatéria induzida pela injecdo intratoracica de des-Arg-BK na

cavidade pleural de camundongos.

9

2- A inje¢do intratoracica de des-Arg -BK (10 -100 nmol por cav.), um
agonista seletivo para o receptor B, causou um aumento significativo,
tempo e dose-dependente da permeabilidade vascular observada depois de

5 min, o qual alcangou um pico ap6s lh da injecdo intratoracica de des-

Argg-BK. Este aumento do extravasamento plasmatico foi acompanhado de
migra¢do de células inflamatérias, principalmente de neutrédfilos, e em
menor extenxdo de células mononucleares para a cavidade pleural dos
animais, com um pico em 4h, e permanecendo na cavidade até 24 apds a
inje¢do do agonista. Apo6s 12 h da indugéo da pleurisia ocorreu o influxo de
células mononucleares, de maneira significativa e mantendo-se por mais 12

h. Contudo, 48 horas e até 72 horas apds a injecdo intratoracica de des-

9
Arg -BK, as células inflamatérias retornaram aos valores basais. O aumento
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W 9
do extravasamento plasmatico causado pela des-Arg -BK retornou ao nivel
basal apds 2 h da injec@o do peptideo. A injecdo intratoracica de Lys-des-

9
Arg -BK (30 nmol por cav.), causou uma resposta inflamatéria similar na

cavidade pleural de camundongos.

3- Ambos, exsudacdo e influxo de neutrofilos induzidos pela injegéo i.t. de
des-Argg-BK, foram significativamente inibidos (P<0.01) pela injecéo i.t.
dos antagonistas seletivos para o receptor B, das cininas, seja a des—Argg-
[Leus]-BK (60 e 100 nmol por cav.), ou a des—Argg-NPC 17731 (5 nmol

9
por cav.), administrados em associagdo com a des-Arg -BK (P<0.01) para o
pico do extravasamento plasmatico (1h), e 30 ou 60 min antes do pico da
migragdo de neutréfilos (4h), respectivamente. Por outro lado, a injegéo i.t.

de HOE 140 (30 nmol por cav.), um antagonista seletivo para o receptor B,

das cininas, em dose capaz de antagonizar consistentemente a indu¢do de

pleurisia pela BK (10 nmol por cav.), ndo foi capaz de inibir a pleurisia

9
induzida pela inje¢@o i.t. des-Arg -BK em camundongos.
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4- A injecdo i.t. de antagonistas seletivos taquicinérgicos NK, FK 888 (1
nmol por cav.), NK SR 48968 (20 nmol por cav.) ou NK, SR 142801 (10

nmol por cav.), administrado 5 min antes da indugdo da pleurisia,

antagonizou significativamente a migracdo de neutrdfilos causada pela

9
injecdo i.t. de des-Arg -BK. Além disso, o FK 888 e o SR 142801, mas nédo

o SR 48968, também preveniram o influxo de células mononucleares

9
induzida pela injegdo i.t. de des-Arg -BK de maneira significativa (P <
0.01). Entretanto, o antagonista taquicinérgico NK,, o SR 142801 (10 nmol

por cav.) também foi capaz de inibir significativamente o extravasamento

9
plasmatico induzido pela des-Arg -BK. A inje¢do i.t. do CGRP, .., (1 nmol

8-37
por cav.), um antagonista do receptor do CGRP, quando administrado 5

min antes da indug@o da pleurisia, inibiu o extravasamento plasmatico

9
induzido pela des-Arg -BK (P < 0.01), sem afetar significativamente a
cinética do total ou do diferencial de células que migraram para a cavidade

pleural dos animais.

5- A administragdo de inibidores da 6xido nitrico sintase L-NOARG ou L-

NAME, ambos na dose de (1 pmol por cav.), quando administrados 30 min
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9
antes da indu¢do da pleurisia pela des-Arg -BK, inibiram quase que
completamente a migrag@o de neutrdfilos (P < 0.01), e em menor extenséo,
inibiram a migracao de células mononucleares (P < 0.01) no pico de (4h). O

D-entantiomero D-NAME n&o causou nenhum efeito na pleurisia induzida

9
pela des-Arg -BK. Utilizando-se as mesmas doses de L-NOARG e de L-
NAME , ambas foram habeis em inibir de maneira significativa a migrag@o
total de células para a cavidade pleural dos animais (P < 0.01). A

administracdo de L-NAME, mas n3o de L-NOARG causou inibi¢do

9
significativa do extravasamento plasmatico induzido pela des-Arg -BK. Os
niveis de nitrato (NO ;) medidos no exsudato, aumentaramm

significativamente nos periodos de 15 e 30 minutos apds a injegdo i.t. de

9
des-Arg -BK, retornando aos valores basais apds 60 minutos da indugdo da

pleurisia.

9
6- A administracdo de indometacina (1 mg kg_l, i.p.)1 h antes da des-Arg -
BK (30 nmol por cav.), inibiu a migracdo de cé€lulas mononucleares (P <
0.05), porém, surpreendentemente aumentou a migracdo de neutréfilos no

pico de 4 h sem interferir com o extravasamento plasmatico.
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7- A administracdo de terfenadina (50 mg kg'l, 1.p.), um antagonista H, ,

9
30 min antes da des-Arg -BK (30 nmol por cav.), ndo interferiu
significativamente com a migragdo células inflamatérias ou com o

extravasamento plasmatico na pleurisia causada pela inje¢do i.t. de des-

9
Arg -BK na cavidade pleural de camundongos.

8- O tratamento prévio dos animais com lipopolissacarideo de E. coli , LPS

(10 pg por animal, i.v.), 24 h antes, ndo resultou em nenhuma mudanga na

9
resposta inflamatéria induzida pela injec@o i.t. de des-Arg -BK quando
comparado com o grupo de animais que recebeu salina. Entretanto, o

mesmo tratamento prévio com LPS resultou em aumento significativo do

9
edema de pata induzido pela des-Arg -BK em camundongos (P<0.01).

9- Em conclusdo, nossos resultados demonstram que a resposta
. y . - . . . ~ . 9 .

inflamatéria induzida pela injecdo i.t. de des-Arg -BK, no modelo murino
de pleurisia, ¢ mediada pela ativacdo. de receptores B, constitutivos da

cavidade pleural em camundongos. Esta resposta foi largamente mediada

pela liberagdo de neuropeptideos como a substdncia P ou o CGRP, como
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também pelo NO. Entretanto, os produtos derivados da via da
ciclooxigenase ou a histamina, ndo estdo envolvidos nesta resposta. Estes
resultados em conjunto, sustentam a hipdtese de que o receptor B,
presente de forma constitutiva na cavidade pleural de camundongos,
participa de forma importante na modulagdo de processos inflamatorios, e

pode contribuir para o estudo deste receptor em processos fisio-patoldgicos.

A maioria destes resultados foi publicada no British Journal of

Pharmacology 123: 281-291, 1998.
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SUMMARY

1- The characterization of the Bl kinin receptor, and some mediators
involved in the inflammatory response elicited by intrathoracic (i.t.)
administration of des-Arg9-BK in the mouse model of pleurisy, was

investigated.

2- L.t. injection of des-Arg9-BK (10 -100 nmol per site), a selective Bl
agoﬁist, caused a significant and dose-related increase in the vascular
permeability observed after 5 min, which peaked at 1h, associated with an
increase in polymorphonuclear cell influx, mainly neutrophils, and, to a
lesser extent, mononuclear cell influx, peaking at 4 h and lasting for up to
48 h. The increase in fluid leakage caused by des-Arg9-BK was completely
resolved 4 h after peptide injection. L.t. injection of Lys-des-Arg9-BK (30

nmol per site) caused similar inflammatory response.

3- Both the exudation and the polymorphonuclear neutrophil influx elicited
by i.t. injection of des-Arg9-BK were significantly antagonised (P<0.01) by

the i.t. injection of the selective B1 antagonists des-Arg9-[Leu8]-BK (60



and 100 nmol per site) or des-Arg9-NPC 17731 (5 nmol per site),
administered in association with des-Arg9-BK (P<0.01), or 30 and 60 min
before cellular peakage, respectively. In contrast, the i.t. injection of B2
bradykinin selective receptor antagonist HOE 140 (30 nmol per site), at a
dose which consistently antagonised bradykinin (10 nmol per site)-induced

pleurisy, had no significant effect on des-Arg9-BK-induced pleurisy.

4- The i.t. injection of the selective tachykinin receptor antagonists NK1,
FK 888 (1 nmol per site), NK2, SR 48968 (20 nmol per site) or NK3, SR
142801 (10 nmol per site), administered 5 min before pleurisy induction,
significantly antagonised neutrophil cell migration caused by i.t. injection of
des-Arg9-BK. In addition, FK 888 and SR 142801, but not SR 48968, also
prevented the influx of mononuclear cells in response to i.t. injection of des-
Arg9-BK (P <0.01). However, the NK3 receptor antagonist SR 142801 (10
nmol per site) also significantly inhibited des-Arg9-BK-induced plasma
extravasation. The i.t. injection of CGRP receptor antagonist CGRP8-37 (1
nmol per site), administered 5 min before pleurisy induction, inhibited des-
Arg9-BK-induced plasma extravasation (P < 0.01), without significantly

affecting the total and differential cell migration.
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5- The nitric oxide synthase inhibitors L-NOARG and L-NAME (1 pmol
per site), administered 30 min beforehand, almost completely prevented
des-Arg9-BK-induced neutrophil cell migration (P < 0.01), and, to a lesser
extent, mononuclear cell migration (P < 0.01), in response to i.t. injection
of des-Arg9-BK. The D enatiomer D-NAME had no effect on des-Arg9-
BK-induced pleurisy. At the same dose range, L-NOARG and L-NAME
inhibited the total cell migration (P < 0.01). L-NAME, but not L-NOARG
caused a significant inhibition on des-Arg9-BK-induced fluid leakage. The
levels of the nitrite (NO -3) measured in exsudate significantly increased
after 15 and 30 min after i.t. injection of the des-Arg9-BK, and retourned in

basal levels after 60 min of the pleurisy induction.

6- Indomethacin (1 mg kg-1, i.p.), administered 1 h before des-Arg9-BK (30
nmol per site), inhibited the mononuclear cell migration (P < 0.05), but,
surprisingly, increased the neutrophils migration at 4 h without interfering

with plasma extravasation.
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7- The administration of terfenadine (50 mg kg-1, i.p.), 30 min prior to des-
Arg9-BK (30 nmol per site), did not interfere significantly with the total cell
migration or with the plasma extravasation in the mouse pleurisy caused by

i.t. injection of des-Arg9-BK.

8- The previous treatment of animals with lipopolyssacharide of the E. coli
LPS (10 pg per animal, i.v.), 24 hours prior, did not result in any significant
change of the inflammatory response induced by i.t. injection of des-Arg9-
BK compared with saline treated group. However, the identical treatment of
mice with LPS resulted in a marked enhancement of des-Arg9-BK induced

paw oedema in mice (P<0.01).

9- In conclusion, we have demonstrated that the inflammatory response
induced by i.t. injection of des-Arg9-BK, in a murine model of pleurisy, is
mediated by stimulation of constitutive B1 receptors. These responses are
largely mediated by release of neuropeptides such as substance P or CGRP
and also by NO, but products derived from cyclo-oxygenase pathway and
histamine seem not to be involved. Therefore, these results further support

the notion that the B1 kinin receptor has an important role in modulating
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inflammatory responses, and may contribute for study this is receptor in
fisio-pathologicals process.
Most of these results have been published in British Journal of

Pharmacology 123: 281-291, 1998.
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