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l.INTRODUÇÃO

A bradicinina (BK) é um potente peptídeo vasoativo formado 

endogenamente, e possue a seguinte seqüência de aminoácidos (Arg'-Pro^- 

Pro^-Gly''-Phe^-Ser^-Pro^-Phe*-Arg^) em sua estrutura. A BK é um 

nonapeptídeo que atua principalmente como hormônio local através de 

mecanismos autócrinos ou parácrinos. A capacidade da BK em induzir dor, 

inflamação e contração da musculatura lisa foi descrita pela primeira vez 

por Rocha e Silva et al. (1949), quando demonstraram o aparecimento da 

resposta contrátil no íleo isolado de cobaia. Esta resposta foi causada por 

uma substância liberada do sangue, quando tiras de íleo eram incubadas 

com tripsina ou com o veneno de algumas serpentes. A resposta contrátil 

desenvolvia-se lentamente quando comparada com aquela produzida pela 

histamina, não sendo antagonizada pela atropina. Na ocasião os autores 

concluíram que tratava-se de uma nova substância, 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 são formadas nos fluídos e tecidos 

biológicos a partir de proteínas precursoras, os cininogênios, que são a-



globulinas de alto peso molecular ( 8 8  a 120 kD), ou de baixo peso 

molecular (50 a 6 8  kD), (Hall, 1992). Estas proteínas precursoras são 

sintetizadas pelo fígado, circulam na corrente sanguínea e são encontradas 

em secreções como a urina ou fluido nasal (Steranka et al., 1989). A 

quebra do cininogênio é feita por um grupo de enzimas proteolíticas, 

denominadas calicreínas, que estão presentes em muitos tecidos e fluidos 

corporais (Burch et al., 1990; Bhoola et al., 1992).

As calicreínas são enzimas serina-proteases, e são divididas em 

dois grupos; calicreína plasmática, que é sintetizada e secretada pelos 

hepatócitos para a circulação como molécula inativa, denominada de pré- 

calicréina; e a calicreína tecidual ou glandular, que é sintetizada pelas 

glândulas exócrinas (Bathon e Proud, 1991; Bhoola et al., 1992). Estas duas 

enzimas são codificadas por genes distintos, e diferem entre si com relação 

ao peso molecular, à composição de aa, ao tipo de cinina liberada, e à 

fiinção desenvolvida (Carretero et al., 1993). A calicreína plasmática é 

codificada por um único gene (Seidah et al., 1989), enquanto que a 

calicreína tecidual é codificada por mais de um gene (Beaubien et al., 1991; 

Murray et al., 1990). A formação da BK no plasma humano é dependente 

da interação de três proteínas plasmáticas que possuem carga elétrica



negativa. Essas proteínas são o Fator XII (Fator de Hageman), a pré- 

calicreína e o cininogênio de alto peso molecular (Proud e Kaplan, 1988). 

Na corrente sanguínea, a pré-calicreína e o cininogênio de alto peso 

molecular circulam como um complexo estequiométrico de 1 : 1  molar o 

qual é inativo. Após a interação dessas proteínas inicia-se uma cascata de 

eventos bioquímicos: o fator de Hageman ativa a pré-calicreína 

(zimogênio), que é convertida em calicreína. Esta por sua vez hidrolisa o 

cininogênio de alto peso molecular formando o peptídeo vasoativo, a BK 

(Bhoola et al., 1992; Proud e Kaplan, 1988). A calicreína tecidual ou 

glandular foi originalmente isolada do pâncreas, sendo posteriormente 

isolada de outros órgãos exócrinos como as glândulas salivares e 

sudoríparas. Os genes para estas enzimas são expressos em diversas células 

epiteliais ou secretórias, incluindo a glândula salivar, o pâncreas, o 

intestino e o néfron distai, além de estar presente também em neutrófilos 

(Bhoola et al., 1992; Regoli e Barabé, 1980; Proud e Kaplan, 1988). Na 

maioria das espécies a calicreína tecidual cliva o cininogênio de baixo peso 

molecular formando a lisil-bradicinina, também denominada de calidina 

(Lys-BK). O peptídeo formado pode ser posteriormente clivado por 

aminopeptidases do plasma, que retiram o aminoácido Lys da porção



amino-terminal da molécula levando à formação de BK (Steranka et al.,

1988). Entretanto, no rato e no camundongo, a calicreína tecidual converte 

o cininogênio de baixo peso molecular diretamente em BK (Bhoola et al.,

1992).

A meia-vida plasmática das cininas é bastante pequena (15 a 30 

segundos), sendo sua concentração nos fluídos biológicos também baixa 

(cerca de 10'*̂  mol/1) (Sharma e Buchanan, 1994). Além disso, uma única 

passagem através da circulação pulmonar resulta em 80-90% de destruição 

desses peptídeos (Regoli e Barabé, 1980;).

Quando produzidas, as cininas são rapidamente degradadas por 

peptidases denominadas genericamente de cininases. As cininases são 

encontradas no sangue, nas células endoteliais, e em outros tecidos 

(Campbell et al., 1993). Estas enzimas são denominadas de cininase I e 

cininase II. A cininase I é representada pelas carboxipeptidases M e N, as 

quais removem o aa Arg da porção 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, é também denominada de 

enzima conversora de angiotensina (EGA), e também remove os 

aminoácidos Phe-Arg da porção C-terminal (Bhoola et al., 1992). A ECA é



uma enzima que está localizada predominantemente na superfície luminal 

das células endoteliais, um fato que pode explicar a extensiva inativação 

pulmonar das cininas (Marceau et al., 1995). Embora não seja um 

fenômeno freqüente, a cininase II eventualmente pode promover a clivagem 

da porção C-terminal da des-Arg^-BK, mas possui baixa afinidade pelos 

metabólitos da des-Arg^ (Oshima et al., 1985). Outra enzima que também 

está presente no plasma, e que apresenta a mesma atividade da EGA sobre 

as cininas, é a endopeptidase neutra 24.11, conhecida também como 

encefalinase (Linz et a l, 1995). A carboxipeptidade N, ou cininase I está 

presente no plasma em grandes quantidades, o que sugere uma atividade 

enzimática fisiologicamente importante para esta enzima (Erdõs , 1979).

Uma vez formadas, as cininas BK e calidina são capazes de exercer 

vários efeitos biológicos participando da regulação do tônus da musculatura 

lisa vascular e não vascular, da pressão arterial, do transporte de glicose e 

de eletrólitos, bem como da estimulação da reabsorção óssea e da 

proliferação celular (Bhoola et al., 1992).

Com o desenvolvimento de agonistas e antagonistas seletivos para 

as cininas, e com base em estudos envolvendo a relação entre a estrutura e a 

atividade biológica, bem como na relação de potência para vários análogos



das cininas, Regoli e Barabé (1980), classificaram os receptores para as 

cininas em dois grupos denominados de Bj e ®2 - O receptor é 

seletivamente sensível aos metabólitos da BK e da lisil-BK produzidos pela 

ação das carboxipeptidades M e N, a des-Arg^-BK e a lisil-des-Arg^-BK, 

respectivamente. Esses metabólitos têm seus efeitos antagonizados de 

forma competitiva e seletiva pelos antagonistas dos receptores Bj 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 ação da 

cininase I, é um metabólito biologicamente ativo da BK e foi reconhecida 

como um produto endógeno formado na corrente sanguínea a partir dos 

estudos de Erdõs e Sloane (1962), pois sua atividade biológica até esta 

época não tinha sido investigada. A partir daí, foi levantada a hipótese de 

que a des-Arg^-BK poderia participar de alguns processos fisiológicos ou 

patológicos (Hall, 1992) atuando como um ligante endógeno do receptor 

Bj, uma vez que a BK liga-se preferencialmente ao receptor B2 . Esta 

proposta foi sustentada por inúmeros experimentos, como por exemplo, na 

aorta isolada de coelho, onde a potência da bradicinina é considerada 

reduzida quando determinada na presença de um inibidor da cininase I, o



ácido DL-2-mercaptometil-3-guanidinoetiltiopropanóico (mergetpa), ao ser 

comparada com os tecidos não tratados, e sendo que a potência da des- 

Arg^-BK não foi alterada. Este fato sugeriu que a ação da BK sobre os 

receptores Bj nesta preparação seria devido quase que inteiramente à 

conversão da BK em des-Arg^-BK como resultado da ação da 

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

Os receptores do subtipo Bj foram inicialmente demonstrados em 

experimentos realizados com a musculatura lisa vascular de coelhos, após 

várias horas de incubação da preparação (Regoli et al., 1978). A resposta 

contrátil, mediada pelo receptor B, na aorta de coelho e em outros tecidos, 

foi abolida pelo tratamento prévio in vitro com o inibidor de síntese 

protéica, ciclohexemida, ou com o inibidor de síntese de RNA, a 

actnomicina D , bem como pelo brefeldin, um inibidor da translocação 

protéica (Bouthillier et al., 1987; deBlois et al., 1988, 1991). Essas 

observações indicam que na mediação da resposta ocorre a indução da 

expressão 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 está raramente presente em 

tecidos não lesados. A indução da expressão do receptor Bj ocorre em



preparações como a musculatura lisa de coelhos, rato e porco (Marceau, 

1995), e também em cólon humano (Couture et al., 1981) após algumas 

horas de incubação do tecido vitro”. Alguns experimentos “m vitro” 

com artéria mesentérica ou carótida de coelho também demonstram que a 

resposta relaxante à des-Arg^-BK se desenvolve de maneira tempo e 

síntese-protéica dependente (Marceau, 1995). Existem várias evidências de 

que o receptor Bj pode ter uma participação relevante em certas condições 

patológicas como processos inflamatórios, onde participa do seu controle e 

modulação. Por outro lado, os receptores B  ̂estão amplamente distribuídos 

no organismo, podendo ser localizados em tecidos de várias espécies 

animais tanto em nível central quanto periférico. Esses receptores são 

estimulados tanto pela BK como pela lisil-BK e estão presentes nos tecidos 

de forma constitutiva (Burch et al., 1990, 1993; Hall, 1992).

A expressão do receptor Bj pode ser estimulada após uma infecção 

ou lesão tecidual, ou por uma variedade de tratamentos “w vivo ”, incluindo 

tratamento com endotoxina, ou com citocinas como a IL-1 e IL-2 (deBlois 

et al., 1991), após a dessensibilização de receptores B ,̂ ou ainda através de 

tratamento longo com Mycobacterium bovis Calmette-Guérin (BCG) 

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



1996; 1997). A resposta à des-Arg^-BK também pode ser moderadamente 

aumentada pelo muramil dipeptídeo (Bouthillier et al., 1987; deBlois et al.,

1989). O papel autócrino das citocinas, especialmente a IL-1, na indução 

da expressão dos receptores , é sustentado pela produção espontânea 

desta citocina em preparações como a musculatura lisa da aorta de coelhos 

após incubação em condições assépticas (Clinton et al., 1991). Nestas 

condições, a IL-1 é postulada como a principal responsável endógena pela 

indução destes receptores, além de ser o mediador que potencializaria os 

efeitos da des-Arg^-BK após a ativação do receptor no processo 

inflamatório (DeBlois e Marceau, 1987; Perkins e Kelly, 1993).

Ambos os subtipos de receptores para as cininas já foram clonados 

em uma variedade de espécies animais, sendo identificados como membros 

da família dos receptores ligados à proteína G, possuindo uma pequena 

homologia, aproximadamente 36 %, entre suas seqüências de aminoácidos 

(McEachem 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 não é tão conhecido. Sua relevância fisiológica ou patológica



e o seu papel no controle de processos inflamatórios ainda não estão 

completamente estabelecidos (Marceau e Regoli, 1991; Marceau, 1995).

Vários estudos demonstraram que a ativação de receptor Bj resulta 

na mobilização de intracelular como conseqüência da ativação da 

fosfolipase C pela proteína G (Issandou e Darbon, 1991; Tropea et al., 

1993; Schneck et al., 1994).

A primeira demonstração de transcrição do mRNA para a 

codificação do receptor Bj foi obtida em sistema oócito deXenopus laevis , 

onde a injeção do mRNA isolado de fibroblasto humano resultou na 

expressão de uma proteína com propriedades farmacológicas semelhantes 

ao receptor Bj (Phillips et al., 1992; Webb et al., 1994). O número de 

receptores foi bastante reduzido em comparação ao subtipo B2 , obtido na 

mesma célula e nas mesmas condições experimentais. Através de estudos 

funcionais farmacológicos tem sido sugerida a existência de duas formas de 

receptores Bj  ̂ uma constitutiva e outra induzida (Paiva et al., 1989; 

Wiemer E Wirth, 1992; Calixto e Medeiros 1992a).

As cininas atuam indiretamente através da liberação de outros 

mediadores endógenos, como o óxido nítrico (Moncada, 1989; Shelemper

& Calixto, 1994; Hess, 1997), o fator agregador de plaquetas (PAF), as
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prostaglandinas (Burch et al., 1990; Lemer 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 neutrófilos, 

mastócitos, e macrófagos (Bathon e Proud, 1991; Cruwys et al., 1994). 

Além destes mediadores inflamatórios, as cininas também liberam 

neuropeptídeos como a susbtância P (SP) e o peptídeo relacionado ao gene 

da calcitonina (CGRP) das fibras nervosas sensoriais (Geppetti., 1993).

A BK quando adicionada aos tecidos mimetiza vários eventos 

característicos da inflamação como a vasodilatação e a dor (Elliot et al., 

1960), bem como migração de células inflamatórias (Saleh et a.l., 1997). 

Existem dados na literatura que demonstram a participação das cininas no 

processo de inflamação neurogênica que ocorre em diversas doenças do 

trato respiratório como a asma , a bronquite e a rinite (Geppeti et al., 1995; 

Shelhamer et al., 1995). As fibras nervosas sensoriais são estimuladas por 

vários agentes específicos e não específicos, incluindo as cininas. Essas por 

sua vez liberam entre outros mediadores as taquicininas, o peptídeo 

vasoativo intestinal (VIP) e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 

(CGRP). Esses peptídeos, por sua vez, contribuem para a amplificação do 

processo inflamatório (Geppetti et al., 1993; Geppetti et al., 1995). Existem
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muitas evidências demonstrando que os neuropeptídeos uma vez liberados 

na periferia podem modular a resposta inflamatória em uma variedade de 

situações, estando também presentes na patogênese da asma (Geppetti et 

al., 1995; Advenier et al., 1997).

De forma semelhante às aminas biologicamente ativas, as 

taquicininas são sintetizadas a partir de proteínas precursoras por simples 

descarboxilação. Os neuropeptídeos são codificados de seus genes 

respectivos e são obtidos através de uma complexa via de biossíntese 

(Regoli et al., 1994). De forma semelhante a outros peptídeos, as 

taquicininas exercem numerosas ações “z>z vivo”, sendo a maioria delas 

distintamente mediadas por três subtipos de receptores: NKj, NKj e NK 3 . 

Os receptores taquicinérgicos são componentes essenciais da membrana das 

células-alvo, que vão mediar os efeitos biológicos das taquicininas. Estudos 

com receptores taquicinérgicos de rato e humano revelaram que estes 

possuem estrutura semelhante à rodopsina, sendo compostos também por 

sete domínios transmembrana conectados por alças intra e extra celulares. 

Estes receptores mostram grande similaridade com vários outros receptores 

ligados à proteína G (Probst et al., 1992; Gerard et al., 1993). A 

estimulação elétrica ou com irritantes químicos das fibras nervosas
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sensoriais, causam extravasamento plasmático e vasodilatação com 

conseqüente formação de edema (Jancsó et al., 1977), sendo esses efeitos 

mediados pela liberação de neuropeptídeos como a SP e o CGRP. Esses 

dois agentes podem atuar sinergisticamente na produção do edema, 

exacerbando desta forma a resposta com relação ao efeito causado por um

r

neuropeptídeo isoladamente (Brain e Williams, 1985). E descrito na 

literatura que a SP e o CGRP estão co-localizados nas fibras nervosas 

sensoriais (Lundberg etal., 1985; Maggi, 1995).

A SP é um potente ativador de mastócitos e é capaz de aumentar a 

permeabilidade microvascular diretamente pela ativação dos receptores 

NK, (Regoli et al., 1994). Além disso, este neuropeptídeo também é capaz 

de ativar a expressão do gene para o fator de necrose tumoral (TNF-a), e de 

promover a degranulação de mastócitos e a liberação de TNF-a (Lowman 

et al., 1988). Por outro lado, o neuropeptídeo CGRP é um potente 

vasodilatador que através da ativação de receptores CGRP, é capaz de 

causar prolongada vasodilatação (Brain e Williams, 1985; Escott e Brain, 

1993).

A SP e as taquicininas relacionadas são potentes estimulantes da 

musculatura lisa intestinal, das vias aéreas, do sistema urinário, do útero.
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como também de outros órgãos. Pela indução da contração da musculatura 

lisa destes órgãos, estes peptídeos exercem uma variedade de efeitos 

periféricos, tais como a ativação da motilidade intestinal, broncoconstrição, 

contração da bexiga urinária, do ureter, da uretra, do útero, e de outros 

órgãos (Maggi et al., 1993; Maggi, 1995 ). Esta contração da musculatura 

lisa é mediada através da ativação dos três receptores para as taquicininas, 

sendo um processo semelhante ao de outros peptídeos, mostrando depender 

da produção de IP3  e (Regoli et al., 1994; Guard e Watson, 1991).

Os antagonistas taquicinérgicos do receptor NK, têm sido descritos 

na literatura como inibidores da inflamação neurogênica (Lembeck et al., 

1992; Moussaoui et al., 1994; Shirasaki et al.,1997). Além disso, estes 

agentes também são descritos como inibidores da adesão de neutrófilos e de 

eosinófilos, bem como do extravasamento plasmático induzido pela SP em 

traquéia de rato (Baluk et al., 1995). A SP é também capaz de induzir o 

influxo de células polimorfonucleares na pele de camundongo e do homem 

(Matsuda et al., 1989; Smith et al., 1993). Já foi demonstrado, que a 

migração de leucócitos em resposta à SP parece ser dependente da ativação 

de mastócitos (Kowalski et al., 1990), uma vez que este efeito não é 

observado em camundongos deficientes destas células (Yano et al., 1989).
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É descrito, que o TNF-a liberado pela SP media a expressão de moléculas 

de adesão nas células endoteliais das vênulas, e em neutrófilos (Ansel et al., 

1993).

O óxido nítrico (NO-), atualmente conhecido como um 

mediador liberado de neurônio não adrenérgico-não colinérgico (NANC), 

foi identificado com o fator de relaxamento dependente do endotélio. Este 

radical livre é um estimulador endógeno da guanilato ciclase solúvel 

(Furchgott, 1988). O NO- é sintetizado a partir do aa L-arginina por ação de 

uma família de enzimas, as óxido nítrico sintases (NOS), e participa de 

várias funções fisiológicas. A formação do NO- nas células endoteliais 

vasculares se dá a partir de um estímulo, e é capaz de manter o tônus 

vasodilatador que é essencial para a regulação do fluxo e da pressão 

sanguínea (Moncada et al., 1989; Furchgott, 1990; Ignarro, 1990). O NO- 

uma vez produzido pelo endotélio ou pelas plaquetas é capaz de inibir a 

agregação plaquetária e a adesão destas e de leucócitos ao endotélio, bem 

como modular a proliferação celular da musculatura lisa (Moncada e Higgs,

1993). Os neurônios não-adrenégicos, não-colinérgicos participam de 

algumas formas de vasodilatação neurogênica, e regulam certas funções 

como gastrointestinal, respiratória e geniturinária (Rand, 1992; Toda,
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1995). Estas ações fisiológicas exercidas pelo NO- são mediadas por 

ativação da guanilato ciclase e conseqüente aumento da concentração de 

guanosina monofostato cíclico (GMPc) nas células alvo (Murad et al., 

1990; Ignarro, 1991). A óxido nítrico sintase (NOS) é uma enzima que 

possui um grupamento heme na sua seqüência, à semelhança da citocromo 

P450-redutase. Três isoformas da NOS são conhecidas, duas das quais são 

formas constitutivas expressas no endotélio, a óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS), e no tecido neural, a óxido nítrico sintase neuronal 

(nNOS). Estas isoformas estão presentes no citosol, e sua resposta é 

regulada pelas concentrações do Ca e da calmodulina (Forstermann et 

al., 1991). Este tipo de NOS libera o NO- em pequenas quantidades, na 

ordem de picomol em resposta a ativação, seja de receptores das cininas ou 

das taquicininas, ou também por estimulação física. O NO- liberado por 

esta enzima atua no mecanismo de transdução de várias respostas 

fisiológicas.

A terceira isoforma da enzima tem sua expressão induzida (iNOS) 

por estímulos imunológicos ou inflamatórios, ou por citocinas pró- 

inflamatórias após ativação de macrófagos, de células endoteliais e 

também por outras células. Estas citocinas são o interferon-y (IFN-y), o
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fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 1|3 (IL-IP) , ou este 

estímulo pode ser exercido pelo lipopolissacarídeo (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 é citosólica, e sua atividade é independente 

de Ca"̂ ,̂ porém requer a presença de tetrahidrobiopterina e de outros 

cofatores para ser ativada. A distribuição destas três isoformas nos tecidos é 

variável, uma vez que a isoforma eNOS não está somente presente nas 

células endoteliais vasculares, mas também nas plaquetas (Radomski et al.,

1990), e em determinadas populações de neurônios no cérebro (Dinerman 

et al., 1994). Por outro lado, a nNOS está presente também no epitélio dos 

brônquios e da traquéia (Kobzik et al., 1993), e na musculatura esquelética 

(Kobzik et al., 1994). Já foram também identificadas algumas diferenças 

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 situações, como por exemplo no exercício crônico (Sessa 

et al., 1994) ou mesmo durante a gestação, ocasião na qual ambas as 

enzimas eNOS e iNOS são induzidas (Weiner et al., 1994). Da mesma
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maneira, a iNOS parece estar presente constitutivamente em alguns tecidos, 

incluindo o epitélio brônquico (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 macrófagos murinos, como 

também por outras células após ativação do sistema imunológico (Moncada 

et al., 1991; Lyons et al., 1995). A IL-ip estimula a indução da síntese de 

NOS nas células da musculatura lisa vascular, onde esta enzima não está 

usualmente presente (Beasley et al.,1991; Takizawa et al., 1997). Quando 

os níveis de NO- aumentam na célula da musculatura lisa vascular, a 

guanilato ciclase é ativada e sintetiza o GMP cíclico, e este por sua vez vai 

estimular o relaxamento da musculatura. Deste modo, a liberação de NO- 

através da iNOS exerce, além de outros efeitos biológicos, a vasodilatação 

patológica e lesão tecidual (ver: Moncada et al., 1991). Já foi demonstrado, 

que o NO- atua também como uma molécula citotóxica para uma variedade 

de patógenos 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- é uma molécula bastante reativa e 

interage com vários alvos dentro da célula, incluindo guanilato ciclase, 

ciclooxigenases, ribonucleotídeo redutase, fosfolipídeos de membrana, e
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DNA (Nathan, 1992). O NO- pode também reagir com radicais derivados 

do oxigênio como o superóxido, e produzir substâncias tóxicas como o 

peroxinitrito (Beckman et al.,1990; Hibbs, 1992). O peroxinitrito é um 

potente agente oxidante, porém parece que mecanismos efetivos são 

capazes de remover e inativar sua ação tóxica (Moro et ai., 1994).

Muitas evidências mostram a participação do NO- na regulação das 

funções das vias aéreas em mamíferos. Assim, o NO- participa na defesa 

imunológica e está envolvido na patogênese do choque séptico, na inibição 

de plaquetas, na neurotransmissão e no processo inflamatório (Moncada e 

Higgs, 1993). Os efeitos do NO- na musculatura lisa, nos neutrófilos, 

linfócitos, e quando sintetizado no epitélio das vias aéreas, podem ter uma 

participação importante na regulação da reatividade do trato respiratório, 

particularmente em associação com doenças inflamatórias das vias aéreas, 

como por exemplo a asma (Watkins et al., 1997).

Muitas populações de receptores podem ter suas expressões 

reguladas, sendo o receptor Bj um exemplo de receptor pertencente à 

familía de receptores ligados à proteína G e que pode ser induzido. Várias 

situações como a incubação do tecido in vitro por longo período, a injeção 

de LPS in vivo, entre outras já comentados anteriormente, são capazes de
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aumentar a expressão desses receptores nos tecidos de várias espécies. 

Entretanto, a importância dos efeitos mediados pelo receptor B, em 

condições fisiológicas é pouco conhecida. A expressão desses receptores 

também foi detectada em fibroblastos, macrófagos e células da musculatura 

lisa, entre outros, e em estados patológicos, notadamente em processo 

inflamatório (Chabine et al., 1993, Perkins e Kelly, 1993; Marceau, 1995). 

No entanto, a presença de receptores B, constitutivos em alguns tecidos 

como no dueto deferente de camundongo (Maas et al, 1995), ou nas fibras 

nervosas sensorias (Mantione et al., 1995) em camundongos, já  foi 

caracterizado. O aparecimento tardio deste receptor nos tecidos em 

processos inflamatórios pode ser também explicado pelo fato de que o 

receptor Bj pode sofrer menor dessensibilização do que o receptor Bj. É 

possível a coexistência de receptores do subtipo Bj (constitutivo) e B2  para 

as cininas na mesma preparação como por exemplo no duodeno (Boschov 

et al., 1984), cólon (Rangachari et al., 1993) e rins (Lortie et al., 1992) de 

cães e tipos celulares como células endoteliais bovinas (D’Orléans-Juste et 

al., 1989, Wiemer e Wirth, 1992) e fibroblastos de pulmão humano 

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

com a presença de uma única população 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 

fisiopatológicos.
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2.0BJETIV0S

O presente trabalho foi desenvolvido visando atingir os seguintes 

objetivos:

1. Procurar caracterizar, com o auxílio de agonistas e antagonistas 

seletivos, o subtipo de receptor, bem como o perfil temporal da resposta 

inflamatória causada pela des-Arg^-BK na cavidade pleural de 

camundongos.

2. Investigar a participação de outros mediadores químicos na 

resposta inflamatória causada pela des-Arg^-BK no modelo murino de 

pleurisia.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos suiços 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 ( 2 1  ± 2  °C) e com ciclo claro-escuro 

de 1 2  horas, com acesso à alimentação e água ad libitum.

3.2.Inducão da pleurisia

Para indução da pleurisia os animais receberam injeção intratorácica

Q
(i.t.) de 100 |il de salina estéril contendo des-Arg -BK (10-100 nmol por 

cavidade) através da introdução de uma agulha 13x5 no espaço intercostal, 

no lado direito da cavidade torácica 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 injeção i.t. de 1 0 0  fil de salina estéril.



3.3. Quantificação do exsudato

Para determinar a quantidade do extravasamento plasmático

o
induzido pela injeção intratorácica de des-Arg -BK, os animais receberam 

injeção intravenosa com solução de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.) 

24 h antes da injeção intratorácica do agonista. Após a injeção intratorácica

de des-Arg^-BK, os animais foram sacrificados em vários intervalos de 

tempo (5 min a 72 h) por inalação de éter etílico. Em seguida, os animais 

tiveram a cavidade torácica aberta através de uma incisão ventral 

longitudinal mediana. A seguir, o apêndice xifóide foi pinçado e feita a 

abertura da cavidade pleural por uma incisão no diafragma. Posteriormente, 

a cavidade pleural dos animais foi lavada com 1  ml de solução tampão de 

fosfato (PBS - pH 7.4) contendo: NaCl 137 mM, KCl 2 mM e fosfato 10 

mM associado com heparina (20 UI por ml). O volume foi coletado com 

uma pipeta automática e as células foram removidas por centrifugação à 

1500 g , por 5 minutos à temperatura ambiente. Foram estocados 500 p,l do 

sobrenadante de cada amostra em freezer (-20°C) para a posterior 

determinação da concentração de azul de Evans. No dia da realização da 

análise, as amostras foram descongeladas à temperatura ambiente e o azul 

de Evans foi quantificado através de espectrofotômetro (Hitachi U-2001) à
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600 nm. Para quantificar o azul de Evans contido nas amostras, suas 

densidades ópticas foram comparadas às de uma curva-padrão de azul de 

Evans com concentrações conhecidas e crescentes variando entre 0,5 a 10 

p,g/ml. Através de regressão linear foi obtida uma equação da reta definida 

pelas densidades ópticas da curva-padrão, e todos os valores de absorbância 

medidos das amostras foram submetidos à esta equação.
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3.4. Contagem de leucócitos

A contagem do número total de células presente no exsudato foi 

realizada em câmara de Neubauer em microscópio óptico (aumento de 400 

vezes) com 1 0  |li1  da amostra do exsudato diluídos em 2 0 0  |j,l de líquido de 

Turk (1:20). A contagem diferencial das células foi feita através da 

confecção de lâminas com amostras do exsudato em citocentrífuga 

(Cytospin 3). Após, as lâminas foram coradas com corante (Panótico), e 

posteriormente analisadas em microscópio óptico sob objetiva de imersão. 

Foi realizada a contagem de trezentas células aproximadamente por lâmina, 

e os resultados foram expressos pelo número de cada população de células 

por ml de exsudato.



3.5-Dosagem de nitrito ÍNO,'") no exsudato pleural

3.5.1. Desproteinização da amostra

A lavagem da cavidade pleural de diferentes grupos de animais foi 

realizada nos 5, 15, 30, 60 ou 240 min após a injeção intratorácica de des-

Arg^-BK (30 nmol por cavidade), e a partir do exsudato coletado foi feita a 

dosagem de nitrito (NOj’).

A determinação da formação do NO- foi feita de forma indireta 

através da quantificação dos níveis de nitrito (NOj") no exsudato . Desta 

forma, foram utilizados 500 |li1 de exsudato pleural e colocados em tubos 

Eppendorffs de 1 ml. A cada amostra foram adicionados 50 |li1 de ZnS0 4  , 

1 0 % (p/v) em água, homogeneizados e deixados em repouso durante 1 0  

minutos a 4 °C. Decorrido este período, foram adicionados 10 fil 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 

realização da reação de conversão de nitrato (NOj') para nitrito (N0 3 ‘) .
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3.5.2. Conversão de nitrato fNíOo') para nitrito fNO£) nas amostras

Para realizar a conversão de nitrato (N0 2 ’) para nitrito (NOj') 

foram colocados em tubos Eppendorff: 300 |j,l da amostra, juntamente com 

30 )j.l de fosfato de sódio ( 0,5 M, pH: 7.2), 30 |U,1 de formato de amônio (2,4 

M, pH: 7,2), e 30 |ul de Escherichia coli diluída em água miliQ (1:10).

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e incubadas em 

banho-Maria à 37°C durante 2 horas, e em seguida foram centrifugadas a 

10.000 g durante 5 minutos a 20°C. Foram recuperados 100 jul do 

sobrenadante para a realização da Reação de Griess.
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3.5.3. Reacão de Griess

Para realizar a Reação de Griess (Bartholomew, 1984), foram 

utilizados 1 0 0  îl do sobrenadante das amostras após centrifugação, 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% 

H3 PO4  (v/v), e a-[naftil] etileno diamina clorodihidro à 0,1% em H 2 O. Em 

seguida foram feitas as medidas de absorbância a 540 nm em 

espectrofotômetro (Hitachi-U-2001). Utilizando concentrações conhecidas 

de NaNOj (1-50 |o.M), foi construída a curva-padrão. Através de regressão



linear, foi definida uma equação da reta com os valores das densidades 

ópticas da curva-padrão, a partir da qual todas as densidades ópticas 

medidas das amostras foram submetidas para quantificar o nitrato presente 

no exsudato.
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3.6. Protocolo experimental

9 93.6.1. Cinética celular induzida pela des-Arg -BK ou pela Lvs-des-Arg -

BK na cavidade pleural de camundongos

Para analisar o possível efeito inflamatório do metabólito ativo da 

o
bradicinina, a des-Arg -BK, nas vias aéreas de camundongos, foi realizada 

a administração de injeção intratorácica do peptídeo (30 nmol por

cavidade). Após a administração intratorácica de des-Arg -BK, vários 

grupos de animais foram sacrificados em períodos diferentes de tempo (5 

min a 72 h) para análise do exsudato e da migração de células inflamatórias 

para a cavidade pleural destes animais. Deste modo, foi feita uma análise 

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

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

o
após a injeção intratorácica de des-Arg -BK (30 nmol por cavidade). A



O
cinética celular induzida pela des-Arg -BK na cavidade pleural dos animais 

apresentou um pico (4 h) seguido da injeção intratorácica com influxo de 

neutrófilos, e outro pico de células mononucleares após 1 2  horas da injeção 

intratorácica do agonista. Após análise temporal da resposta biológica da

des-Arg^-BK na cavidade pleural dos animais, foi realizada uma curva 

dose-resposta para este agonista ( 1 0  a 1 0 0  nmol por cavidade).

Com o objetivo de comparar a potência dos agonistas seletivos de 

receptores Bj na cavidade torácica de camundongos foi utilizado outro

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

parâmetros analisados nos picos de 1 h e de 4 h.

29

3.6.2. Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarídeo de Escherichia

o
coli na pleurisia induzida pela des-Arg -BK em camundongos

Para verificar uma possível indução dos receptores B, para as 

cininas na cavidade pleural de camundongos outro grupo de animais 

recebeu tratamento prévio de 10 }ig por animal de LPS (lipopolissacarídeo 

de Escherichia coli, sorotipo 026:B6), administrado intravenosamente (i.v.) 

24 horas antes da indução do processo inflamatório conforme descrito por 

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



o
após os animais receberam uma injeção intratorácica de des-Arg -BK (30 

nmol por cavidade) e os parâmetros analisados foram o pico de 

extravasamento plasmático em 1  h, e a migração de células inflamatórias 

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

30

3.6.3.Efeito dos antagonistas seletivos dos receptores e para as

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

Visando caracterizar a participação dos receptores B̂  e B  ̂ para as

cininas na resposta inflamatória induzida pela injeção i.t. de des-Arg^-BK 

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

Q  O

OS antagonistas seletivos para o receptor B ,̂ des-Arg -[Leu ]-BK (60 e 100

g
nmol por cavidade) e des-Arg -NPC 17731 (5 nmol por cavidade) ou B  ̂

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

Arg^-BK para avaliar a participação destes receptores no extravasamento 

plasmático. Para avaliar o envolvimento destes receptores na migração de 

neutrófilos, os antagonistas foram administrados através de injeção 

intratorácica, 30 e 60 minutos antes do pico da migração de neutrófilos (4 

h).



3.6.4. Envolvimento de neuropeptídeos sensoriais na pleurisia induzida

Q
pela des-Arg -BK em camundongos

Com o objetivo de analisar o possível envolvimento das fibras 

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

Arg^-BK, outros grupos de animais receberam injeção intratorácica dos 

antagonistas taquicinérgicos NKl, FK 8 8 8  (1 nmol por cavidade), NK 2 , SR 

48968 (20 nmol por cavidade) ou NK 3 , SR 142801 (10 nmol por cavidade),

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

g
receberam injeção i.t. de des-Arg -BK (30 nmol por cavidade), e foram 

analisados o pico de extravasamento plasmático em 1  h, e o pico da 

migração de neutrófilos em 4 h.

Para avaliar a participação de outro neuropeptídeo, o CGRP 

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

des-Arg^-BK (30 nmol por cavidade) em camundongos, os animais 

receberam injeção i.t. do antagonista deste receptor o CGRPg. 3 7

o
administrado 5 minutos antes da indução do pleurisia pela des-Arg -BK. 

Os parâmetros analisados foram o pico do extravasamento plasmático em 1 

h e o pico da migração de neutrófilos em 4 h.



3.6.5. Possível envolvimento do óxido nítrico na pleurisia induzida pela

o
des-Arg -BK em camundongos.

Com o objetivo de analisar o envolvimento do óxido nítrico na

Q
resposta inflamatória induzida pela des-Arg -BK na cavidade pleural de 

camundongos, foram utilizados dois protocolos distintos de manipulação: 

em um grupo de animais foi feito tratamento prévio com inibidores das 

óxido nítrico sintases, e em outro grupo de animais foi feita a dosagem dos 

níveis de nitrito (NO'3 ) no exsudato coletado da cavidade pleural dos 

animais após a injeção i.t. de des-Arg^-BK (30 nmol por cav.).

Primeiramente, foram utilizados dois inibidores da enzima óxido

nítrico sintase, a N -nitro-L-arginina; (L-NOARG), e a (N (w)-nitro-L- 

arginina metil éster; (L-NAME). Essas drogas foram administradas através 

da injeção intratorácica (1 pmol por cavidade), 30 minutos antes da indução 

da pleurisia (Saleh, 1996). Os parâmetros foram avaliados 1 h e 4 h após a

injeção intratorácica de des-Arg^-BK seguindo os mesmos procedimentos 

discritos anteriormente.

Outro grupo de animais recebeu injeção intratorácica do D- 

enantiômero, D-NAME (N-(w)-nitro-D-arginina metil ester), um isômero 

inativo da L-NAME, na dose de (1 pmol por cavidade) administrado 30

32
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Q
minutos antes da indução da pleurisia com a des-Arg -BK. A dosagem de 

nitrito (NO'3 ) no exsudato pleural coletado nos 5, 15, 30, 60 ou 240 min

após a injeção i.t. de des-Arg^-BK em camundongos foi realizada através 

de Reação de Griess, conforme ensaio bioquímico anteriormente descrito.

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

Q

pela des-Arg -BK

Para analisar a participação dos produtos da ciclo-oxigenase no 

extravasamento plasmático e na migração de células inflamatórias para a

o
cavidade pleural dos animais após a injeção i.t. de des-Arg -BK (30 nmol 

por cavidade), os animais foram tratados por via intraperitonial com 

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

mg kg'^. A injeção de indometacina foi feita uma hora antes da injeção

intratorácica da des-Arg^-BK para analisar o seu efeito sobre os dois 

parâmetros estudados.
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3 .6 .7 .Envolvimento da histamina na pleurisia induzida pela des-Arg -BK 

O possível envolvimento da histamina na resposta inflamatória

Q
induzida pela des-Arg -BK foi avaliado através da administração de

terfenadina (50 mg kg'^), um antagonista do receptor Hj da histamina, por

via intraperitonial, 30 minutos antes da indução da pleurisia. Os parâmetros

estudados foram; o extravasamento plasmático e a migração de neutrófilos

para a cavidade pleural dos animais, 1 h e 4 h após a injeção intratorácica 

o
de des-Arg -BK, respectivamente.

9



4. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas no desenvolvimento deste

trabalho: (N -nitro-L-arginina) L-NOARG, (N (w)-nitro-L-arginina metil 

ester) L-NAME, (N-(w)-nitro-D-arginina metil ester), D-NAME, 

indometacina, CGRP8 -3 7 , azul de Evans, terfenadina e lipopolissacarídio 

{Escherichia coli sorotipe 026;B6), todas provenientes da Sigma Chemical

Company, St. Louis, U.S.A., heparina (Liquemine®, Roche, Brazil),

o o o
panótico (Labormed, Brazil), des-Arg -BK, Lys-des-Arg -BK e des-Arg -

[Leu^]-BK (Península Belmont, CA, U.S.A.); HOE 140 (D-Arg-[Hyp^

,Thi^,D-Tic'^,Oic^ ]-BK) e des-Arg^-NPC 17731 (D-Arg-Arg-Pro-Hyp- 

Gly-Phe-Ser-D-Hyp-(transpropil)-Oic), foram fornecidos pelo 

Departamento de Síntese Farmacêutica da Hoechst (Frankfurt, Alemanha) e 

pela SCIOS/NOVA, (Baltimore, U.S.A.), respectivamente; FK 8 8 8  

({94R)-4-hidroxi-1 -([ 1 -metil-1 h-indol-3-il]carbonil-)-L-N-benzil-N-metil-

3-2-(2-naftil)-L-alaninamida} foi fomececido 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)-(l-(3-(l-benzoil-3-(3,4-dicloro-fenil) piperidin-3-il) propil)-4- 

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

35



Recherche, Montpellier, França. As soluções-estoque de todos os peptídeos

foram preparadas com PBS (1-10 mM), com exceção dos antagonistas

taquicinérgicos FK 8 8 8 , 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 solução de 5%

de NaHCOs. Todas as drogas foram mantidas a -18 °C e diluídas poucos

minutos antes do uso de acordo com a concentração definida para o

experimento a ser realizado. As outras drogas utilizadas neste trabalho

foram preparadas diariamente com solução salina estéril (NaCl 0.9%). A

concentração final da solução de etanol para dissolver os antagonistas

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

o
“per se” do etanol, ou para não afetar a ação da des-Arg -BK na cavidade 

pleural dos animais. Os reagentes utilizados no ensaio bioquímico foram os 

seguintes: ZnS0 4  10% (p/v), NaOH (2.5 N), fosfato de sódio ( 0.5 M, pH:

7.2, sulfanilamida 1% (p/v) em 5% H 3 P0 4 (v/v), e N-[naftil] etileno diamina 

clorodihidro 0,1% em HjO, NaNOj, NaNOj (Merck), formato de amônio 

(2.4 M, pH: 7.2) (Riedel-de Haên). A Escherichia coli, fonte de nitrato 

reductase utilizada no ensaio bioquímico, foi preparada em nosso 

laboratório de bioquímica e mantida a (-70 °C).

36



5. Análise Estatística

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão da 

média (e.p.m.). As diferenças entre os grupos foram determinadas 

utilizando-se o teste de análise de variância (ANOVA) e complementados 

pelo teste de Dunnett ou pelo teste “t” não-pareado quando necessário. Os 

valores de P menores do que 0,05 (P < 0,05), foram considerados 

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

o Q
4.1.Acões inflamatórias da des-Arg -BK e da Lvs-des-Arg -BK na 

cavidade pleural de camundongos.

Os resultados apresentados na figura-1 mostram que a injeção 

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

des-Arg^-BK (30 nmol por cavidade), foi capaz de causar extravasamento 

plasmático e infiltração de células inflamatórias para a cavidade pleural de 

camundongos de maneira tempo-dependente. Estes dois parâmetros 

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

o
extravasamento plasmático induzido pela administração de des-Arg -BK 

na cavidade pleural de camundongos foi evidente já a partir de 5 minutos 

após a injeção intratorácica do agonista. Este efeito manteve-se em 

ascensão 15 e 30 minutos após a injeção do peptídeo, alcançando o pico 

máximo 1 hora após a indução da pleurisia (P<0.05). O extravasamento 

plasmático retomou ao valor basal 2  horas após a injeção intratorácica do 

agonista, enquanto a migração de leucócitos, principalmente neutrófilos, 

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

após a injeção intratorácica de des-Arg^-BK. Este efeito atingiu um pico 

máximo quatro horas após a indução da pleurisia (P<0.01). O influxo de



leucócitos decresceu subitamente seis horas após a indução da pleurisia, 

mantendo-se aindacom valores significativamente elevados em relação aos 

valores do grupo controle 24 horas depois da injeção intratorácia do 

agonista (P<0.01). Além disso, 12 horas após a injeção intratorácica de des-

Arg^-BK ocorreu um influxo maior de células mononucleares de maneira 

significativa, sendo este efeito que mantido por mais de 1 2  horas. Contudo,

o
48 horas, e até 72 horas após a injeção intratorácica de des-Arg -BK, as 

células polimorfonucleares e mononucleares retomaram aos valores basais.

o
A figura-2 B e C mostra que a injeção intratorácica de des-Arg -BK 

(30 e 100 nmol por cavidade) aumentou de maneira significativa e dose- 

dependente o número de células mononucleares e de polimorfonucleares na

o
cavidade pleural dos animais. A figura 2-A mostra que a des-Arg -BK (30 

e 1 0 0  nmol por cavidade) também aumentou significativamente o 

extravasamento plasmático, embora este efeito não tenha ocorrido de 

maneira dose-dependente. Assim, enquanto a exsudação foi máxima com

30 nmol de des-Arg^-BK por cavidade, a migração de células 

mononucleares e de neutrófilos no pico de 4 h foi máxima com 100 nmol 

por cavidade desse peptídeo.
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Os resultados da figura-3 mostram a resposta inflamatória induzida

o
por outro agonista seletivo do receptor Bj, a Lys-des-Arg -BK (30 nmol 

por cavidade) na cavidade pleural de camundongos. Este agonista também 

causou aumento do extravasamento plasmático medido no pico de 1  h e da 

infiltração de células polimorfonucleares medida no pico de 4 h. As ações

g
inflamatórias causadas pela Lys-des-Arg -BK considerando ambos os 

parâmetros analisados não foram significativamente diferentes quando 

comparadas à resposta inflamatória induzida pela injeção intratorácica de

des-Arg^-BK.

42

4.2.Efeito do tratamento prévio com lipopolissacarídeo da Escherichia coli 

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

camundongos.

O tratamento prévio dos animais com injeção intravenosa de 10 |Lig 

por animal de LPS (lipopolissacarídeo de Escherichia coli) 24 horas antes

da injeção intratorácica de des-Arg^-BK não foi capaz de modificar 

significativamente o extravasamento plasmático quando analisado no pico 

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

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



após a indução do processo inflamatório com o agonista seletivo para o 

receptor Bj para as cininas, (figura-4a). Entretanto, o mesmo tratamento 

induziu aumento do edema de pata causado pela injeção de des-Arg^-BK 

em camundongos, (figura-4b).

43

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

induzida pela des-Arg^-BK em camundongos.

Os resultados apresentados na figura-5 mostram o efeito do

9 8antagonista seletivo para o receptor Bj para as cininas, a des-Arg -[Leu ]- 

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

o
sobre a migração de neutrófilos induzidos pela des-Arg -BK. Quando a 

Q Rdes-Arg -[Leu ]-BK (60 nmol por cavidade) foi administrada juntamente

o
com o agonista seletivo para o receptor B j, a des-Arg - BK (30 nmol por 

cavidade), foi possível verificar uma diminuição significativa no 

extravasamento plasmático analisado 1 h após a indução da pleurisia. O 

número de células mononucleares foi significativamente diminuído quando
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O O
a des-Arg -[Leu ]-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, não foi observada inibição da migração destas

9 8células. A des-Arg -[Leu ]-BK (60 nmol por cavidade) administrada 30 

ou 60 minutos antes do pico do influxo de neutrófilos em 4 h, também foi 

capaz de inibir significativamente a migração destas células.

Deste modo, a percentagem de inibição causada pela des-Arg^-

Q
[Leu ]-BK (60 runol por cavidade) sobre o extravasamento plasmático 

através de injeção em associação com o agonista seletivo B, , foi de 52.0 ±

1.6% (P<0.01) (figura-5A). Quando a des-Arg^-[Leu^]-BK (60 nmol por 

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

Q
células inflamatórias 4 h após a injeção i.t. de des-Arg -BK (30 nmol por 

cavidade) as percentagens de inibição foram as seguintes; 6.4 ±1.1 para 30 

minutos (?>0.05), e 36.8 ± 1.2% para 60 minutos (?<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 neutrófilos (figura-5C). A administração de

9 8uma dose maior de des-Arg -[Leu ]-BK (100 nmol por cavidade) foi 

capaz de inibir de forma significativa a migração das células inflamatórias



para a cavidade pleural dos animais. Assim ficou demonstrado que este 

efeito acontece de maneira dose-dependente, embora a inibição do exsudato 

não tenha ocorrido de forma proporcional à dose. Deste modo, a 

percentagem de inibição observada para a dose de 1 0 0  nmol por cavidade 

deste antagonista sobre o exsudato foi de 49.8 ± 1.9%, (P<0.01) (figura - 6  

A) e sobre as células inflamatórias foram as seguintes: 52.1± 1.3% (P<0.01) 

para as células mononucleares, figura-6 B; e 38.9 1± 1.1 %> (P<0.01) para os 

neutrófilos, (figura-6 C).

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

Arg^NPC 17731 (5 nmol por cavidade), foi também eficaz em inibir

significativamente o extravasamento plasmático induzido pela des-Arg - 

BK no pico de 1 h, bem como a migração celular quando analisada 4 h após

o
a injeção intratorácica do agonista. A co-injeção de des-Arg NPC 17731 (5

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

extravasamento plasmático induzido pela des-Arg -BK em (46.3 ± 1.5%))

(P<0.01) (figura-7A). Quando a des-Arg^-NPC 17731 (5 rmiol por 

cavidade) foi administrada 30 e 60 minutos antes do pico do influxo das 

células inflamatórias (4 h), observou-se inibição significativa do número

48
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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%) (?<0.01) para 60 minutos, para células 

mononucleares (figura-7B); e (69.7 ± 1.1%>) (?<0.01) para 30 minutos e 

(76.6 ± 2.0%) (?<0.01) para 60 minutos para neutrófilos, (figura-7C). A

Q
administração de uma dose mais alta de des-Arg NPC 17731 (20 nmol por 

cavidade), ao contrário do efeito anterior, potencializou a ação da des-

Arg^-BK em todos os parâmetros estudados na pleurisia induzida pelo 

agonista em camundongos (tabela-1 ).

A administração do HOE 140 (30 nmol por cavidade) 30 minutos 

antes da indução da pleurisia não foi capaz de interferir significativamente 

no extravasamento plasmático no pico de 1  h, e nem com o número de 

células mononucleares ou de neutrófilos no pico de 4 h induzidos pela des-

Arg^-BK , (figura-8 A, B e C).

o  o

As injeções intratorácicas de des-Arg -[Leu ]-BK (60 e 100 nmol

g
por cavidade), de des-Arg -NPC 17731 (5 nmol por cavidade ) ou de HOE 

140 (30 nmol por cavidade) não causaram qualquer efeito per se ” sohre 

o número total de células em 4 h ou sobre o aumento do extravasamento

51
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plasmático com o pico em 1  h, quando comparado com o grupo de animais 

que recebeu injeção intratorácica de salina (tabela-1 ).

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

de receptores Bj e para as cininas, analizados 1 h e 4 h após a 

injeção, na cavidade pleural de camundongos.

54

Antagonistas Azul de Evans 
[íg/ml

Células 
Mononucleares 

(x 1 0 )̂

Células 
PMN 
(x 1 0 )̂

Controle 1.0 ±0.05 1.2±0.17 0.11 ±0.04

des-Arg^-[Leu^]-BK 

(60 nmol/cav.) 1.1 ±0.07 1.48 ±0.11 0.22 ± 0.07

des-Arg^-NPC 17731 

(5 nmol/cav.) 1.2 ±0.03 1 . 1  ± 0 . 1 2 0.13 ±0.06

des-Arg^-NPC 17731 

( 2 0  nmol/cav.)
1.7±0.05** 2 . 1  ± 0 . 1 0 ** 0.62 ±0.03**

HOE 140

(30 nmol/cav.) 0.9 ± 0.05 1.0±0.14 0 . 2 1  ±0.06

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

grupo. Todas as drogas foram administradas por via intratorácica; a análise 

do extravasamento plasmático e da migração de células para a cavidade 

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h após a injeção, respectivamente. 

As diferenças estatísticas são indicadas por asteriscos. ** P<0.01.



4.4.Envolvimento dos neuropeptídeos sensoríais na pleurisia induzida pela 

des-Arg^-BK.

A injeção intratorácica dos antagonistas seletivos para os receptores 

taquicinérgicos NK,, FK 8 8 8  (1 nmol por cavidade), NKj, SR 48968 (20 

nmol por cavidade) ou SR 142801 (10 nmol por cavidade) (Saleh, 

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

Arg^-BK (30 nmol por cavidade) antagonizou a migração de neutrófilos em 

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

Q
quando analisado 4 h após a injeção intratorácica de des-Arg -BK 

(figuras- 9C, lOC e IIC). Além disso, o número de células mononucleares 

foi significativamente inibido pelo FK 8 8 8 , bem como pelo SR 142801 em 

(74.6 ± 2.3%) e (72.7 ± 1.9 %), (P < 0.01), (figuras- 9B e IIB). Porém, o 

antagonista taquicinérgico seletivo para o receptor NK 2 , o SR 48968 (20 

nmol por cavidade), não foi capaz de inibir significativamente o influxo de 

células mononucleares para a cavidade pleural dos animais (figura- lOB). 

Por outro lado o extravasamento plasmático causado pela injeção i.t.

de des-Arg^-BK no pico de 1 h não foi inibido significativamente pelos 

antagonistas de receptores NK,^ (FK 8 8 8 , 1 nmol por cavidade), ou pelo

55



NKj, (SR 48968, 20 nmol por cavidade), porém foi significativamente 

reduzido pelo antagonista NK 3  , (SR 142801, 10 nmol por cavidade) em 

(27.4 ± 2.2 %) (P<0.05), (figuras- 9A, lOA e 1 lA).

o
O extravasamento plasmático induzido pela des-Arg -BK (30 nmol 

por cavidade) com pico em 1  h foi significativamente inibido pela injeção 

intratorácica de CGRPg (1 nmol por cavidade ), um antagonista seletivo 

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

indução do processo inflamatório. O efeito inibitório do CGRPg sobre o 

extravasamento de azul de Evans foi de (21.9 ± 2.1%) (P < 0.01), (figura- 

1 2 A).

A administração do CGRPg (1 nmol por cavidade ) 5 minutos antes 

da indução da pleurisia não interferiu significativamente na migração de 

células inflamatórias para a cavidade pleural dos animais 4 h após a injeção 

intratorácica do agonista seletivo para o receptor B j, (figura-12B e C).

A co-injeção do antagonista seletivo para o receptor SR

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

para o receptor CGRPj, o CGRPg 3  ̂ (1 nmol por cavidade) não foi capaz de 

promover uma inibição adicional do extravasamento plasmático, quando 

comparado ao efeito exercido por estes antagonistas injetados isoladamente
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g
em outros grupos de animais na pleurisia induzida pela des-Arg -BK (30 

nmol por cavidade).

Outros grupos de animais receberam injeção intratorácica dos 

antagonistas seletivos taquicinérgicos NKj, FK 8 8 8  (1 mnol por cavidade), 

NK 2 , SR 48968 (20 nmol por cavidade) ou SR 142801 (10 nmol por 

cavidade ou (30 nmol por cavidade), bem como do CGRPg 3  ̂ (1 nmol por 

cavidade) separadamente. Estes antagonistas, com excessão do antagonista 

NK, na dose de 30 nmol por cavidade, não afetaram significativamente o 

extravasamento plasmático quantificado no pico de Ih, nem tampouco 

modificaram a cinética celular na cavidade destes animais no pico de 4 h, 

quando comparados com o grupo de animais que recebeu injeção 

intratorácica de salina. No entanto, o FK 8 8 8  ocasionou um pequeno 

aumento no extravasamento plasmático, porém não de forma significativa. 

Estes resultados estão apresentados na (tabela -2).
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Tabela-2: Efeitos da injeção i.t. dos antagonistas taquicinérgicos 

seletivos para os receptores NKj NKj NK 3  e para o CGRP, analisados l h e  

4 h após, na cavidade pleural de camundongos.

62

Antagonistas Azul de Evans 
^ig/ml

Células 
Mononucleares 

(x 10 )̂

Células 
PMN 
(x 10 )̂

Controle 1.0 ±0.05 1.21 ±0.11 0.12 ±0.03

FK888

(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*

CGRP8 _3 7 ( 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 intratorácica; a análise 

do extravasamento plasmático e da migração de células para a cavidade 

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h após a injeção, respectivamente. 

As diferenças estatísticas estão indicadas por asteriscos. *P<0.05.



O
4.5. Envolvimento do óxido nítrico na pleurisia induzida pela des-Arg - 

BK.

a-Efeito de inibidores das óxido nítrico sintases.

A injeção intratorácica de L-NOARG (1 pmol por cavidade), um 

inibidor não seletivo das óxido nítrico sintases, quando administrado 30 

minutos antes da indução da pleurisia, não exerceu efeito significativo 

sobre o extravasamento plasmático promovido pela injeção intratorácica de

des-Arg^-BK no pico de 1 h (figura- 13 A). Entretanto, a administração de 

L-NAME (1 pmol por cavidade) 30 minutos antes da indução da pleurisia, 

foi eficaz em inibir o extravasamento plasmático em (30.1 ±1.5%), (P < 

0.01) (figura- 14A). No entanto, ambos os inibidores das óxido nítrico 

sintases preveniram completamente a migração de neutrófilos para a 

cavidade pleural dos animais quando analisados 4h após a injeção 

intratorácica do agonista seletivo para o receptor Bj das cininas.

A percentagem de inibição do influxo de neutrófilos 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 migração 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 

injeção intratorácica do D-enantiômero , D-NAME (1 pmol por cavidade), 

não teve nenhuma influência sobre a resposta inflamatória induzida pela

des-Arg^-BK com relação a todos os parâmetros estudados (figura- 15 A, B 

e C ) .

A administração de L-NOARG, L-NAME ou de D-NAME, todos 

administrados na dose de ( 1  pmol por cavidade), não foi capaz de causar 

extravasamento plasmático analisado 1  hora após suas injeções 

intratorácicas. Com este protocolo de administração dos inibidores da óxido 

nítrico sintase também não foi observado influxo de células para a 

cavidade pleural dos animais 4 horas após a injeção intratorácica, 

similarmente aos grupos de animais que receberam injeção intratorácica de 

salina, conforme (tabela-3):
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Tabela-3: Efeitos da injeção i.t. dos inibidores da óxido nítrico 

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

Inibidores da 
óxido nítrico sintase

Azul de Evans 
Hg/ml

Células 
Mononucleares 

(x 1 0 )̂

Células 
PMN 
(x 1 0 )̂

Controle 1.0 ±0.05 1 .2 ± 0 . 1 1 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 médias ± e.p.m. n=4 animais por 

grupo. Todas as drogas foram administradas por via intratorácica; a análise 

do extravasamento plasmático e da migração de células para a cavidade 

pleural dos animais foi realizada 1 h ou 4 h após a injeção, respectivamente.
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b-Determinação dos níveis de nitrito fNíO£) no extravasamento plasmático

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

Os níveis de nitrito (NO 3') no exsudato pleural de camundongos após

o
a injeção intratorácica de des-Arg -BK (30 nmol por cavidade), 

aumentaram significativamente nos períodos de 15 e 30 minutos após a 

administração desse peptídeo, quando comparado aos mesmos valores 

obtidos de animais que receberam injeção intratorácica de salina estéril 

(figura- 16). Contudo, os níveis de nitrito (NOs') retomaram ao nível basal 

no exsudato pleural coletado 60 minutos após a injeção intratorácica do 

agonista seletivo para o receptor Bj para as cininas.

4.6. Envolvimento dos produtos da ciclooxigenase na pleurisia induzida 

o
pela des-Arg -BK.

O tratamento dos animais com indometacina (1 mg kg“^), um 

inibidor não seletivo das ciclooxigenases administrado 1  hora antes da 

indução da pleurisia por via intraperitonial, naõ foi capaz de inibir o 

extravasamento plasmático 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 (47.3 ± 2.1%) (P < 0.05), (figura-17B).



70

r-
in
CNJ o

CM

~ r “
LO

I

O
—I— 
LT)

—I 
O

o iu iiN  +  oiB jjiN

oicao<L>
ca

T3

O
CN
3
O

r \Ovo
o"cn

»v

COo

2

IT3
^  2

Su
.2'Õ
'o
* r^

(50
•C/3
<D-T3
(D>

kJ-O

T 3Z3COX

(D

O
CO<l>

o-o

2oa ,
Su

V 
CL, ■*• 

<L)

o
o
V  
e.,

a
d,
<ú
íj
T3
l/l
2_o

"3
>
MO

oo

03
s
‘Sca
Cd

lO
(UT3
•S'■3-0)a
ca
i2c
(D000)
&
c3
OO
c«

o
d

CO

o

ob

«  c - 'S3 S? 
<

I  I
V,D w

S (D
3 -O 
1=0• 1—< ^

Oo
.§

GOü O



71

Surpreendentemente, a migração de neutrófilos 4 h após a injeção

intratorácica de des-Arg^-BK foi aumentada em (35.9 ± 2.5%) (P < 0.01) 

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

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

Arg^-BK.

A administração de terfenadina, um antagonista do receptor Hj da

histamina, na dose de (50 mg Kg"^) por via intraperitonial, 30 minutos

antes da injeção intratorácica de des-Arg -BK, não foi capaz de interferir 

significativamente no extravasamento plasmático medido 1  h após a 

indução da pleurisia (figura-18A). Da mesma forma a migração de células 

mononucleares ou de neutrófilos, no pico de 4 h após a indução da 

pleurisia, também não foi modificada pela administração do anti- 

histamínico (figura-18B e C), (P>0.05).



72

o  ---to o>
E o> 
o  E

O

Lf>Cvi O. m
—I—
o

—I—
o o.

o

(9OIX) so iüO JinaN

o  __la

o E

O<\J
in —I—

o
—I— 
LO 

O o .
o

(9OLX) ssJBspnuouo^

ü  ___
«o C7>

I—
m
CO

—I—
ocõ

—I— IT)
cj Ocvi

—I----- 1----- 1—
tr> o  m 
•r-í ^ o

o
o

(^_|ui'Brf) SUBA3 ep |nze

U

Ol_o

'2 •í—*

<U

OícdocC
GX)

(U

CQ
CO<D
CO

133doC!O
e
COCd

-0)
o0>nd

2bO

C/3C Oc3 m >
W ^
<L> OQ

^  o.'
3  ^

CO
0 ) (D

0 4>
c  3<u
S o
1 U5  <u

13cu
C/2O

'S' n3

.2 0
*5? &‘C(D

:3tj)
'H. 0
C3 s

000ícd 00 ícd:3 0
ga Cd
CUCCT3 S0 0^COCL) 0 o"-í—> s VCtí (D PhCd 

• ̂
0

*

IDctí mT3cC 0 ^

•4—» ‘5 o~
'S Dü 

• ̂CO V
Oh

■g DT3CO i’S ãd, (L>"S (UCO -ObB Ví'wi'

bí) gS Cd
0• fH >T3 CO

C3c
_e
ca

0
s

cáu
c 0
"o 0c«

B0
CJc3 ‘3ST3_C 2cS

(D VO-O VhXi c3
0 0ictí CO u0 CO "O(U‘E* 00 .22C3T3 *v-( '<U0)COCd SC3CO sCd 0 c0)

Ná
c/3Si

acD u< cs
'o < c
Cd

C/3lUTS "oa
0 -2 03c '2(U "S CSCO G, U
Oh CS aiCd ’n 1
C

0 c c00



73

o

u

m

'2

u
c

<u

Oicd
O -cOuiCUO

<L>

ü

mcsí <= t f í
—I—

« í
O

—I 
O
c >

{9OIX) so|!*ç)JinaN

m

<U

JJ
'oa

co
co
g

C/3
ca

( a O l x )  s e j e e p n u o u o j ^

(U
T3

a
<u

eCdc/l
CO

—1— I— I— I— I I— I— Ii n o i n o m o i n o
C O C O < M C M ' — »— 0 0  

(j_|UJ-6rf) SUBA3 s p  inzB

X
W

00

ca
■d
!U

cs
C«

I
O
o

U

Cd • 1̂
C

« u
c/:

§Cd
C
w
O
b fl

§
- §

3

<uT3

O
Cd
a

o

O
O ,

O
m

Uí
CQ

Io
ÜX)

C/3
tuT3
uT3

a

3
ü fl

.i3

N

I

Cd

Cd

O
m

O

Cd
H

s

_r\
' 2
‘ 2o

<üCI.

Cd*r̂  j_Cd

Cl.
<u

T3

Oiri
ca

_ g
'3
ca

I

, ã
o'

■5 ’

<DT3
(U
>

Vi
0

1
ü

. s

CdI
O
o

Cd

o

0>

g
CO
O
OCO

>-i
O
a ,

'õB

2  M

(U

COo
M
S
O

"O

O

(U
"O

ca
<u
Q h
COo

T 3

4>
-O
O

!tS
O
<L>

ca
T3

'5 '

-C
o

Cd
C
-3
■q

Cdo
c:
0>
C/3
(L>

Cd
cí
:3o

*

á
c i
ai
(U

CO
P

Cd
>
COo
S
O
O

’cd
B

’S
cd

v o
cd

(U
T 3

.2

s
cd
cd•4—>
c:
<D
CO
(U
P .

Cd
c

'o
o
cd

u
Ó

<ü

<D
T 3
Cd

o

C3

PQ

<
I

CO
0)

T 3

<ü

s
co
Ü
o

ob

o
ü

*§

ca

Bo
u

s
(U
ca

'Õ
< ã
o

t+3
oicd o  
0>

' c '

O

o "
V  
eu  
*  

u  
>0

o '
V



74

5. DISCUSSÃO

É amplamente conhecido que a bradicinina e cininas a ela 

relacionadas participam de vários processos fisiopatológicos. Assim, as 

cininas estão envolvidas em uma grande variedade de respostas em vários 

tipos de células. Elas exercem por exemplo um papel importante no controle 

do tônus da musculatura lisa vascular e não vascular, controlam a pressão 

arterial principalmente através da liberação de óxido nítrico, participam de 

vários processos inflamatórios, na transmissão da dor e hiperalgesia (para 

revisão ver: Hall, 1992; Hall, 1997; Steranka et al., 1988). Além disso, as 

cininas são capazes de aumentar a produção de eicosanóides em fibroblastos 

(Lemer e Modeer, 1991; Bathon et al., 1992), ou ainda em células 

endoteliais (Cahill et al., 1988; D’Orléans-Juste et al., 1989).

As ações pró-inflamatórias das cininas são mediadas através dos seus 

dois subtipos de receptores, B, e Bj (Regoli e Barabé; 1980). Esses efeitos 

ocorrem por ação das cininas na musculatura lisa, ou no endotélio 

microvascular promovendo a liberação de substâncias pró-inflamatórias 

como o óxido nítrico, um potente vasodilatador, e de prostanóides como a 

prostaglandina Ej e a prostaciclina. Existem também evidências sugerindo



que as ações inflamatórias das cininas envolvem a liberação antidrômica de 

neuropeptídeos tais como as taquicininas e do CGRP liberados das fibras 

nervosas sensoriais. A liberação destes neuropeptídeos contribuem para o 

extravasamento plasmático e para a vasodilatação (Geppetti, 1993; Dray e 

Perkins, 1993), como também para a adesão de leucócitos no endotélio 

venular (Suzuki et al., 1994).

Os efeitos predominantes das cininas sobre a circulação variam de 

acordo com o tipo de leito vascular. Em grandes artérias e veias, elas 

possuem efeito direto contrátil, enquanto que em pequenos vasos, e 

sobretudo na microcirculação, predomina o efeito indireto. Este efeito é 

vasodilatador, sendo mediado via liberação de óxido nítrico ou de 

prostanóides. Nas vênulas o efeito preponderante das cininas é o aumento 

da permeabilidade vascular com conseqüente extravasamento plasmático, 

sendo este um efeito observado após uma agressão inflamatória, ou também 

por uma lesão tecidual (para revisão ver: Hall, 1992; Hall e Morton, 1997; 

Steranka e Burch, 1991).

Com relação às ações das cininas nas vias aéreas, existem inúmeros 

trabalhos indicando que esses peptídeos, atuando principalmente nos 

receptores do subtipo Bj, exercem um papel importante no sistema
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respiratório, 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 é conhecido a respeito do papel exercido 

pelos receptores B, para as cininas nos processos fisiológicos e/ou 

patológicos nas vias aéreas.

Os resultados do presente estudo mostram pela primeira vez que a 

injeção intratorácica do agonista seletivo do receptor B, para as cininas, a 

des-Arg^-BK, causou em camundongos, uma importante reação 

inflamatória, caracterizada por aumento da exsudàção (com pico em 1  h) 

seguido da migração de células, principalmente neutrófilos (com pico em 4 

h). Estas células permaneceram na cavidade até 24 h após a injeção i.t. do 

agonista, e o processo inflamatório ficou resolvido após 48 h.

No presente estudo ficou demonstrado que as ações pró-inflamatórias 

causadas pela des-Arg^- BK na cavidade pleural em camundongos decorreu 

da ativação de receptores próprios constitutivos do subtipo B,. Essa 

evidência foi baseada em alguns resultados que serão discutidos a seguir. 

O tratamento dos animais através da administração 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..



1996; Cabrini e Calixto, 1997), outro antagonista seletivo para o receptor B, 

das cininas, resultou em marcante diminuição tanto da exsudação quanto da 

migração de células inflamatórias para a cavidade pleural, em resposta à 

injeção i.t. de des-Arg^-BK. Ao contrário, o tratamento dos animais com o 

antagonista seletivo para os receptores Bj, o Hoe 140, em condições onde 

esse antagonista demonstrou previamente ser efetivo em inibir as ações das 

cininas (Saleh et al., 1997; Campos e Calixto, 1995b; Regoli et al., 1995), 

não ifoi capaz de interferir de maneira significativa com a resposta 

inflamatória causada pela des-Arg^-BK. Tais resultados indicam portanto 

que a resposta inflamatória causada pela des-Arg^-BK na cavidade pleural 

de camundongos, é mediada por ativação dos receptores do subtipo Bi. 

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 Bj no controle da 

resposta inflamatória nas vias aéreas.

Por outro lado, a resposta inflamatória causada pela injeção i.t. de des-Arg^- 

BK na cavidade pleural de camundongos foi observada já nos 5 minutos 

após a injeção do peptídeo. Porém, é conhecido que ao contrário das ações 

mediadas pelos receptores Bj, os receptores Bj para as cininas são
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normalmente induzidos após trauma tecidual ou em processos 

inflamatórios. Em muitas preparações com musculatura lisa as respostas 

mediadas pelos receptores B, ocorrem de maneira tempo-dependente. Tem 

sido demonstrado que em algumas imunopatologias ocorre a indução da 

expressão do receptor B,, processo esse regulado por síntese protéica 

(Marceau, 1995). Após incubação por longo período da veia mesentérica de 

coelho, foi determinada nestas células a presença de receptor Bj através de 

estudos de binding com o agonista seletivo para este receptor marcado com 

trício, 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 indução da 

expressão destes receptores após um período de incubação da preparação 

(Schneck et al., 1994). Ainda, o tratamento prévio com LPS ou IL-ip de 

células da musculatura lisa da artéria mesentérica de coelhos (Galizzi et 

al.,1994), foi capaz de induzir a expressão dos receptores Bj para as cininas. 

Estes estudos bioquímicos complementaram os experimentos funcionais de 

Bouthillier et al., (1987), que mostraram que a resposta contrátil 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 incubação do tecido com LPS, com IL-1P, ou com interferon gama 

(IFNy), causou aumento da expressão do receptor para as cininas neste 

tecido (Levesque et al.,1995), sugerindo o envolvimento de citocinas neste 

processo. São escassos os tecidos e as espécies animais onde esses 

receptores encontram-se constitutivamente presentes, mas eles foram 

descritos, na artéria celíaca de coelho (Ritter et al., 1989), na veia 

mesentérica e artéria basilar de cão (Toda et al., 1987), em leito vascular 

pulmonar de felinos (Bracken et al., 1994), bem como em fibras sensíveis à 

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 hipotensão em respota à injeção de bolus do agonista 

seletivo para o receptor Bj (Regoli et al., 1981; Drapeau et al., 1991), 

enquanto que este tratamento prévio inflamatório não promoveu aumento 

do extravasamento plasmático na mesma espécie, após injeção intravascular 

de des-Arg^-BK (Audet, et a l, 1997).

Outro resultado que reforça a presença do receptor B, na sua forma 

constitutiva, na cavidade pleural de camundongos, foi o fato de que a 

injeção i.t. de des-Arg^-BK causou essencialmente a mesma resposta 

inflamatória nos animais que receberam injeção endovenosa de LPS de
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Escherichia coli (10 |j.g por animal), 24 h antes da indução da pleurisia, 

quando comparados ao grupo controle. É relatado na literatura que o 

tratamento sistêmico com LPS induz a expressão de receptores B, em várias 

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 indução dos 

receptores Bj , através do tratamento prévio dos animais com LPS, não foi 

possível observar nenhuma mudança significativa na resposta inflamatória 

induzida pela des-Arg^-BK que indicasse um aumento de indução 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 injeção intraplantar de des-Arg^-BK, quando 

comparado com o grupo que recebeu injeção prévia com salina (Viarma e 

Calixto, 1998). Em outros estudos, demonstrou-se que a resposta mediada 

pelo receptor Bj no modelo de nocicepção 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 (Corrêa e Calixto, 1993; Maas et al., 

1995), demonstraram a existência de receptores B, constitutivos. Pesquero e 

al., (1996), usando a técnica de RT-PCR , detectaram baixos níveis de 

mRNA para o receptor Bj murino no tecido de animais não tratados, porém 

estes pesquisadores observaram um aumento significativo da transcrição 

deste receptor no coração, fígado, e pulmão, mas não 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 níveis podem ser aumentados após tratamento sistêmico dos animais 

com LPS. Os dados encontrados no presente estudo, bem como aqueles 

descritos na literatura, sugerem que a presença do receptor Bj na sua forma 

constitutiva ou induzida, depende não apenas da espécie, mas também do 

tipo de tecido e/ou célula dentro da mesma espécie em estudo. Deste modo, 

a caracterização do receptor Bj na cavidade pleural de camundongos foi 

constatada pela inibição da resposta inflamatória induzida pela des-Arg^-BK 

pelo antagonista seletivo, a des-Arg^-[Leu^]-BK. Além disso, a injeção i.t. 

do agonista seletivo para o receptor Bj, causou efeito biológico detectável já 

a partir de 5 min após a indução da pleurisia, sendo que esta resposta não foi 

aumentada pelo tratamento prévio dos animais com LPS. Estes resultados
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indicam, que o receptor do subtipo Bj medeia a resposta inflamatória 

induzida pela injeção i.t. de des-Arg^-BK, e está presente na sua forma 

constitutiva na cavidade pleural de camundongos. Por outro lado, Shanstra 

et al. (1998) demonstraram em cultura de fibroblastos de pulmão humano, 

que o receptor Bj tem sua expressão aumentada durante a estimulação 

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 expressão do receptor Bj em humano foi 

identificado pelo aumento do RNAm e da proteína, bem como do cálcio 

citosólico. Uma vez inibido pelo antagonista seletivo, indica que o aumento 

da expressão destes receptores resultou da estimulação de uma população 

pré-existente de receptores Bj na superfície das células, sendo um efeito 

mediado pela ativação do fator de transcrição NF-kB e de uma proteína 

quinase C. Seriam necessários estudos de biologia molecular, para verificar 

um possível aumento da expressão do receptor B, pela des-Arg^-BK na 

cavidade pleural de camundongos.

Estudos de biologia molecular permitiram a clonagem do receptor Bj 

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 divergências em relação a afinidade dos 

agonistas e dos antagonistas das cininas para os receptores Bj nas diversas 

espécies estudadas. Assim, os receptores B, de humanos e de coelhos 

apresentam, respectivamente, cerca de 150 a 2000 vêzes maior afinidade 

para o agonista seletivo de receptor B,, a Lys-des-Arg^-BK, quando 

comparado com a des-Arg^-BK. Ao contrário, 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 diferenças de ação 

observadas entre as respostas para os agonistas seletivos dos receptores B,, 

nas diversas espécies animais estudadas podem ser conseqüência de 

modificações existentes na seqüência de aminoácidos para o receptor B, 

encontrado nestas espécies. Acredita-se que a principal diferença entre a 

seqüência de aminoácidos do receptor Bj murino e de humanos ou de 

coelhos, localiza-se na porção N-terminal, onde aparece uma inserção de 

oito aminoácidos no receptor B, murino. Além disso, diferenças na 

seqüência de aminoácidos da primeira alça intracelular e na porção C- 

terminal em relação ao receptor Bj das outras espécies como em humanos e 

coelho, podem causar diferenças na afinidade aos agonistas. Esses autores
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demonstraram também que a seqüência de aminoácidos para o receptor B, 

de camundongos possui analogia de cerca de 6 8 % a 73% com as seqüências 

de aminoácidos do receptor em coelhos e em humanos, respectivamente. 

Por outro lado, as diferenças para a seletividade dos agonistas em receptor 

B, humano ou murino pode também ser explicada pela diferença do ligante 

endógeno gerado nas duas espécies. Em ratos, são descritos dois genes para 

o precurssor da BK, o K-cininogênio e o T-cininogênio (Furuto-Kato et al., 

1985). O aa que precede a BK no K-cininogênio em ratos é a Arg, enquanto 

no T-cininogênio é a Ser. Recentemente, a seqüência de dois cDNAs para 

cininogênios foi clonada em camundongos, e ambos são similares ao K- 

cininogênio presente em ratos, e contém um resíduo de Arg que precede a 

molécula de BK (Hess et al., 1996). Deste modo, parece que nos roedores a 

lisil-BK está ausente. No nosso modelo experimental, observamos que a 

potência inflamatória na cavidade pleural de camundongos para a Lys-des- 

Arg9-BK, outro agonista seletivo para o receptor Bj, foi similar à des-Arg^- 

BK, confirmando os dados de biologia molecular discutidos anteriormente.

O sistema nervoso conhecido como não-adrenérgico, não-colinérgico 

(NANC), envolve vários neuropeptídeos da família das taquicininas, como a 

substância P (SP), neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB) e o peptídeo
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relacionado ao gen da calcitonina (CGRP). A participação desses 

neuropeptídeos está atualmente bem caracterizada na transmissão deste 

sistema. Nas vias aéreas, por exemplo, a SP, a NKA, e o CGRP, estão co- 

localizados nas fibras nervosas sensoriais não mielinizadas. Estas fibras são 

responsáveis pela inervação dos compartimentos das paredes das vias aéreas 

desde a traquéia até os bronquíolos. As fibras nervosas sensoriais formam, 

portanto, um denso plexo na lâmina subepitelial, suprindo as glândulas, 

ramificando-se dentro da musculatura lisa e fazendo contato direto com os 

neurônios parassimpáticos pós-ganglionares, localizados no gânglio dorsal 

da medula. O sistema NANC pode ser ativado por diferentes agentes que 

estimulam as fibras nervosas sensoriais nas vias aéreas, levando à liberação 

local de taquicininas (Advenier et al., 1997). Estes neuropeptídeos são 

responsáveis em grande parte pelos vários efeitos biológicos no sistema 

broncopulmonar , como aumento da permeabilidade vascular por parte das 

vênulas pós-capilares, estimulação da secreção de glândulas, facilitação da 

neurotransmissão colinérgica, recrutamento e ativação de células 

inflamatórias. Além disso, a SP pode influenciar várias funções dos 

neutrófilos em humanos, incluindo a quimiotaxia, e a fagocitose ( Geppetti, 

1993; Advenier et al., 1997). A SP é conhecida por causar mudanças no
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endotélio das vênulas pós-capilares, abrindo espaços no revestimento 

endotelial provavelmente por induzir contração das células endoteliais. 

Além disso, a SP promove a interação entre os leucócitos e o endotélio pelo 

aumento da expressão de moléculas de adesão em ambos, levando à 

migração dos leucócitos para o local inflamado (ver: Maggi, 1997). 

Recentemente, de Rose et al. (1994) mostraram que a adesão de neutrófilos 

nas células epiteliais bronquiais, um processo importante para a retenção 

dos leucócitos no sítio inflamatório, foi aumentado pela SP num efeito 

mediado pelo receptor taquicinérgico NKj e através da expressão de 

moléculas de adesão. O influxo intrapulmonar de neutrófilos, induzido por 

lesões no complexo imune, foi ausente em estudos com camundongos que 

não possuem o gene para o receptor taquicinérgico NKj, mostrando a 

importância do mesmo em processos inflamatórios (Bozic et al., 1996).

Nossos resultados também mostram que as ações inflamatórias 

causadas pela injeção i.t. de des-Arg^-BK na cavidade pleural de 

camundongos foram significativamente inibidas pela administração dos 

antagonistas seletivos taquicinérgicos do subtipo NKi, FK 8 8 8  (Fujii et al, 

1992; Murai et al., 1993), NKj, SR 48968 (Advenier et al., 1992; Emonds- 

Alt et al., 1992; Kamikawa and Shimo, 1993), e em parte pelo novo
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antagonista do subtipo NK3 , o SR 142801 (Emonds-Alt et al., 1995). Tais 

resultados reforçam, portanto, os dados descritos na literatura indicando que 

as ações das cininas mediadas tanto pela estimulação dos receptores B2  

(Ichinose & Bames, 1990; para revisão ver: Geppetti, 1993; Bertrand & 

Geppetti, 1996, Saleh et al., 1997), como também pelos receptores Bj 

(Mantione et al., 1990 e presente estudo), envolvem a liberação de 

taquicininas das fibras sensoriais. Além disso, foi também demonstrado no 

presente estudo que a administração do CGRPg.j,, antagonista seletivo para 

o subtipo CGRP, do receptor do CGRP (Escott e Brain, 1993; ver: 

Wimalawansa, 1996), foi capaz de inibir o extravasamento plasmático 

causado pela des-Arg^-BK, indicando também uma possível participação do 

CGRP liberado de fibras nervosas sensoriais, na resposta inflamatória 

provocada pela des-Arg^-BK no modelo murino de pleurisia. Deste modo, 

os resultados do presente estudo mostram que a resposta inflamatória da 

des-Arg^-BK mediada pelo receptor B, no modelo de pleurisia, envolve a 

ativação de fibras nervosas sensoriais, causando a liberação tanto de 

taquicininas, como de CGRP. Porém, existem algumas diferenças 

importantes no papel exercido por estes peptídeos na resposta inflamatória 

induzida pelo agonista seletivo Bj. Enquanto, os receptores NK, e NK 3
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parecem exercer um papel modulatório importante na migração de 

neutrófilos e de células mononucleares para a cavidade pleural, os 

receptores NK 2 , por sua vez, participam apenas do controle do influxo de 

neutrófilos nesta resposta inflamatória. A vasodilatação promovida pelos 

neuropeptídeos na microvasculatura e subsequente extravasamento de 

proteínas plasmáticas, pode ser um componente crucial na inflamação 

neurogênica uma vez que mudanças no fluxo sanguíneo microvascular 

podem afetar a migração de células inflamatórias, de mediadores e o edema 

no sítio inflamatório (ver Maggi, 1997).

Por outro lado, o extravasamento plasmático presente na resposta 

inflamatória induzida pela injeção i.t. do agonista seletivo Bj, parece ser 

mediado pela ativação do receptor taquicinérgico NK 3  e do receptor do 

CGRP, uma vez que somente os antagonistas (SR 142801) e o (CGRPg.j,) 

foram capazes de inibir este componente da resposta inflamatória 

promovida pelo agonista seletivo na cavidade pleural dos animais. 

Entretanto, estes antagonistas quando administrados conjuntamente não 

potencializaram o efeito inibidor, demonstrando a falta de sinergismo entre 

estes neuropeptídeos nesta resposta (resultados não apresentados). Deste 

modo, nossos resultados sugerem a participação de vários subtipos de



receptores para as neurocininas no modelo murino de pleurisia induzida 

pelo agonista seletivo do receptor B,.

Além disso, enquanto a migração celular foi inibida pelo antagonista 

seletivo NKj, o FK 8 8 8 , este composto ocasionou um pequeno aumento do 

extravasamento plasmático nos animais previamente tratados com este 

antagonista. Este resultado sugere que este composto pode exercer atividade 

agonística na cavidade pleural de camundongos.

Várias evidências sugerem que muitos dos efeitos das cininas tanto os 

mediados pela ativação dos receptores quanto aqueles mediados pelos 

receptores Bj, ocorrem através da liberação de NO ou de substâncias 

relacionadas (Sung et al., 1988; Khalil & Helme, 1992; Wiemer & Wirth, 

1992; Schlemper & Calixto, 1994; Nakamura et al., 1996). É relatado que a 

produção de NO está aumentada em uma variedade de doenças, como por 

exemplo na asma, e vários sinais clássicos da inflamação são revertidos por 

inibidores das óxido nítrico sintases. Já foi descrito que o NO possui 

potente ação vasodilatadora na circulação bronquial e pode participar como 

regulador do fluxo sanguíneo nas vias aéreas (Bames, 1995). Assim, o NO é 

capaz de induzir exsudação plasmática por aumento do fluxo sanguíneo 

para as vênulas pós-capilares além de produzir edema nas vias aéreas. Os
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inibidores da síntese de NO aplicados na superfície das vias aéreas, 

aumentam o extravasamento plasmático, sugerindo que a liberação basal de 

NO exerce um efeito inibitório no extravasamento microvascular (ver: 

Bames, 1995). Os resultados do presente estudo também mostram 

claramente a participação do NO na resposta inflamatória induzida pela des- 

Arg^-BK no modelo de pleurisia em camundongos. Assim, a administração 

do inibidor da óxido nítrico sintase L-NAME, inibiu o extravasamento 

plasmático e quase completamente a migração de neutrófilos para a 

cavidade pleural após a injeção i.t. de des-Arg^-BK. Além disso, o seu 

isômero inativo, a D-NAME, não alterou a resposta inflamatória induzida 

pelo agonista seletivo Bj.

A dosagem de nitrato no exsudato plasmático dos animais que 

receberam injeção i.t. de des-Arg^-BK, revelou um aumento dos níveis de 

nitrito. Analisados em conjunto esses resultados mostram claramente que o 

NO exerce um papel importante na modulação da resposta inflamatória 

induzida pelo agonista seletivo do receptor Bj das cininas no modelo de 

pleurisia em camundongos.
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O tratamento com inibidores da óxido nítrico sintase reduz o grau de 

inflamação aguda ou de artrite em ratos, enquanto a administração de L- 

arginina foi capaz de reverter esta resposta (lalenti et al., 1992).

Nossos resultados confirmam dados da literatura com relação a ação 

inflamatória do NO, embora vários estudos indiquem também uma 

atividade antiinflamatória para este radical livre (Hickey et al., 1997). Tem 

sido também demonstrado que inibidores da óxido nítrico sintase podem 

prevenir a quimiotaxia e a degranulação de neutrófilos (Belenky et al; 1993; 

Wyatt et al., 1993). Por outro lado, é conhecido o efeito do NO em inibir as 

enzimas NADPH oxidase e 5-lipoxigenase, as quais são responsáveis pela 

produção de ânion superóxido e de LTB4, respectivamente. Estes dois 

agentes possuem conhecida atividade quimiotática para os neutrófilos 

(Moilanen et al., 1995). Deste modo, nossos resultados estão de acordo com 

o efeito pró- inflamatório descrito para o NO na literatura.

A resposta inflamatória induzida pela des-Arg^-BK na cavidade 

pleural de camundongo foi, surprendentemente, potencializada com o 

tratamento dos animais com indometacina, ao contrário do que já 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 após a desenssibilização com injeções repetidas de agonista

r

(Campos & Calixto, 1995). E descrito na literatura que as prostaglandinas 

exercem uma atividade moduladora em diversas funções dos neutrófilos que 

contribuem para o processo inflamatório. Por exemplo, as prostaglandinas 

podem inibir a adesão de neutrófilos ao endotélio vascular, inibindo a 

migração destas células para o sítio inflamatório (Granger et al., 1994; 

Asako et al., 1992). As prostaglandinas também suprimem a produção de 

ânion superóxido e a liberação de mediadores inflamatórios como LTB4  e 

IL - 8  (Kainoh et al., 1990; Wertheim et al., 1993). Recentemente, Moraes et 

al. (1996) relataram que a aspirina e a indometacina, dois inibidores das 

ciclooxigenases, aumentaram significativamente a infiltração de neutrófilos 

para dentro dos pulmões, após a administração de LPS por via inalatória em 

camundongos. Este efeito foi associado com aumento da produção de 

TNF-a e supressão da produção de prostaglandina Ej. A estimulação de 

células mononucleares residentes da cavidade pleural de ratos com LPS, in 

vitro, mostrou que a presença de PGEj exógena reduziu a produção de 

TNF-a e de IL-1(3 de maneira dose-dependente (Utsunomiya et al., 1993). 

Do mesmo modo, com base no efeito modulatório exercido pelas 

prostaglandinas sobre as citocinas TNF-a e IL-lp, nossos resultados
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também poderiam ser assim explicados. Estas citocinas possuem 

reconhecida atividade quimiotática para neutrófilos (Sayers et al., 1988; 

Mason et al., 1989; Ahluwlia et al., 1996), e podem estar sendo liberadas de 

macrófagos residentes da cavidade pleural por ativação de receptores Bj , 

presentes na superfície destas células, após a injeção i.t. de des-Arg^-BK. 

Estudos adicionais são necessários para elucidar este resultado, porém já foi 

bem demonstrado que a des-Arg^-BK é capaz de estimular a liberação de 

citocinas como TNF-a e IL-ip de macrófagos, sendo esse efeito mediado 

pelo receptor B, presente na superfície destas células (Tiffany e Burch, 

1989; Burch et al., 1989). Além disso, estes dados foram complementados 

pelos experimentos de binding em macrófagos murinos RAW264.7 

utilizando H] Lys-des- Arg9-BK, um outro agonista seletivo para o 

receptor Bj radioativamente marcado, demonstrando assim a presença 

constitutiva destes receptores na superfície da membrana celular em 

macrófagos (Burch et al., 1992; Burch e Kyle, 1992). Outra hipótese para 

explicar a diferença de respostas da indometacina poderia estar associada, 

pelo menos em parte, com a diferença entre os mecanismos de ação da des- 

Arg^-BK em receptor Bj constitutivo, caracterizado no modelo de pleurisia



em camundongos, e as respostas observadas em modelos onde os receptores 

Bi foram induzidos por trauma ou decorrente de processos inflamatórios.

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 ações inflamatórias da histamina ( 1  nmol 

por cavidade) (resultados não mostrados), não foi capaz de interferir com a 

resposta inflamatória induzida pela injeção i.t. de des-Arg^-BK, sugerindo 

assim que a histamina não está envolvida nesta resposta. Esses resultados 

são importantes uma vez que existem vários relatos mostrando que as 

cininas são capazes de liberar histamina de mastócitos (Devillier et al., 

1985; De Campos et al., 1996; para revisão ver: Hall., 1992). Entretanto, 

Bueb et al.(1993), demonstraram que o produto resultante da remoção do 

resíduo carregado positivamente, a Arg, por N-acetilação da molécula da 

BK, é capaz de diminuir de forma significativa a secreção de histamina 

pelos mastócitos.

Em conclusão, 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 inflamatória caracterizada 

por exsudação e migração de neutrófilos. A resposta inflamatória causada
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pela des-Arg^-BK é mediada por estimulação de receptores B, constitutivos, 

além de ser em grande parte mediada pela liberação de neuropeptídeos de 

fibras nervosas sensoriais, como a substância P, que por sua vez atuam por 

ativação de receptores NKi, NKj e parcialmente nos receptores NK3 , além 

de liberar CGRP. Além disso, ficou bem demonstrada também a 

participação do NO na resposta inflamatória induzida pela des-Arg^-BK no 

modelo murino de pleurisia. Por outro lado, as ações inflamatórias causadas 

pela injeção i.t. de des-Arg^-BK parecem envolver também os metabólitos 

derivados do ácido araquidônico através da via da cyclooxigenase. Por 

outro lado, não foi constatado o envolvimento da histamina no processo 

inflamatório induzido pelo agonista seletivo Bj. Em conjunto com dados 

descritos na literatura, estes resultados sugerem que os antagonistas 

seletivos para o receptor Bj podem apresentar interesse clínico no 

tratamento de certos processos inflamatórios, especialmente no trato 

respiratório.
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RESUMO

1- No presente estudo foi caracterizada a participação do receptor Bj das 

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

9
inflamatória induzida pela injeção intratorácica de des-Arg -BK na 

cavidade pleural de camundongos.

9
2- A injeção intratorácica 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 alcançou um pico após Ih da injeção intratorácica de des-

9
Arg -BK. Este aumento do extravasamento plasmático foi acompanhado de 

migração de células inflamatórias, principalmente de neutrófilos, e em 

menor extenxão de células mononucleares para a cavidade pleural dos 

animais, com um pico em 4h, e permanecendo na cavidade até 24 após a 

injeção do agonista. Após 12 h da indução da pleurisia ocorreu o influxo de 

células mononucleares, de maneira significativa e mantendo-se por mais 1 2

h. Contudo, 48 horas e até 72 horas após a injeção intratorácica de des-

9
Arg -BK, as células inflamatórias retomaram aos valores basais. O aumento



do extravasamento plasmático causado pela des-Arg -BK retomou ao nível 

basal após 2 h da injeção do peptídeo. A injeção intratorácica de Lys-des-

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

cavidade pleural de camundongos.
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9

3- Ambos, exsudação e influxo de neutrófllos induzidos pela injeção i.t. de

9
des-Arg -BK, foram significativamente inibidos (P<0.01) pela injeção i.t.

9
dos antagonistas seletivos para o receptor B, das çininas, seja a des-Arg - 

[Leu ]-BK (60 e 100 nmol por cav.), ou a des-Arg -NPC 17731 (5 nmol

9
por cav.), administrados em associação com a des-Arg -BK (P<0.01) para o 

pico do extravasamento plasmático (Ih), e 30 ou 60 min antes do pico da 

migração de neutrófilos (4h), respectivamente. Por outro lado, a injeção 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 indução de 

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

9
induzida pela injeção i.t. des-Arg -BK em camundongos.



4- A injeção i.t. de antagonistas seletivos taquicinérgicos NKj, FK 8 8 8  (1 

nmol por cav.), SR 48968 (20 nmol por cav.) ou SR 142801 (10 

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

antagonizou significativamente a migração de neutrófilos causada pela

9
injeção i.t. de des-Arg -BK. Além disso, o FK 8 8 8  e o SR 142801, mas não 

o SR 48968, também preveniram o influxo de células mononucleares

9
induzida pela injeção 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
plasmático induzido pela des-Arg -BK. A injeção i.t. do CGRP^ (1 nmol 

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

min antes da indução da pleurisia, inibiu o extravasamento plasmático

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.
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5- A administração de inibidores da óxido nítrico sintase L-NOARG ou L- 

NAME, ambos na dose de (1 pmol por cav.), quando administrados 30 min



antes da indução da pleurisia pela des-Arg -BK, inibiram quase que 

completamente a migração de neutrófilos (P < 0.01), e em menor extensão, 

inibiram a migração de células mononucleares (P <0.01) no pico de (4h). O 

D-entantiômero D-NAME não 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 hábeis em inibir de maneira significativa a migração 

total de células para a cavidade pleural dos animais (P < 0.01). A 

administração de L-NAME, mas não de L-NOARG causou inibição

9
significativa do extravasamento plasmático induzido pela des-Arg -BK. Os 

níveis de nitrato (NO .3 ) medidos no exsudato, aumentaramm 

significativamente nos períodos de 15 e 30 minutos após a injeção i.t. de

9

des-Arg -BK, retomando aos valores basais após 60 minutos da indução da 

pleurisia.
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9

-1 ^
6 - A administração de indometacina (1 mg kg , i.p.)l h antes da des-Arg -

BK (30 nmol por cav.), inibiu a migração de células mononucleares (P <

0.05), porém, surpreendentemente aumentou a migração de neutrófilos no

pico de 4 h sem interferir com o extravasamento plasmático.



7- A administração de terfenadina (50 mg kg'^, i.p.), um antagonista H, ,

9
30 min antes da des-Arg -BK (30 nmol por cav.), não interferiu 

significativamente com a migração células inflamatórias ou com o 

extravasamento plasmático na pleurisia causada pela injeção i.t. de des-

9
Arg -BK na cavidade pleural de camundongos.
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8 - O tratamento prévio dos animais com lipopolissacarídeo de E. co li, LPS 

(10 jig por animal, i.v.), 24 h antes, não resultou em nenhuma mudança na

9
resposta inflamatória induzida pela injeção 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 (?<0.01).

9- Em conclusão, nossos resultados demonstram que a resposta

9
inflamatória induzida pela injeção i.t. de des-Arg -BK, no modelo murino 

de pleurisia, é mediada pela ativação de receptores Bj constitutivos da 

cavidade pleural em camundongos. Esta resposta foi largamente mediada 

pela liberação de neuropeptídeos como a substância P ou o CGRP, como



também pelo NO. Entretanto, os produtos derivados da via da 

ciclooxigenase ou a histamina, não estão envolvidos nesta resposta. Estes 

resultados em conjunto, sustentam a hipótese de que o receptor Bj , 

presente de forma constitutiva na cavidade pleural de camundongos, 

participa de forma importante na modulação de processos inflamatórios, e 

pode contribuir para o estudo deste receptor em processos fisio-patológicos.
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A maioria destes resultados foi publicada no British Journal of 
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SUMMARY

1- The characterization of the BI kinin receptor, and some mediators 

involved in the inflammatory response ehcited by intrathoracic (i.t.) 

administration of des-Arg9-BK in the mouse model of pleurisy, was 

investigated.

2- I.t. injection of des-Arg9-BK (10 -100 nmol per site), a selective BI 

agonist, caused a significant and dose-related increase in the vascular 

permeability observed after 5 min, which peaked at Ih, 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. I.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 BI 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 ( 1 0  nmol per site)-induced 

pleurisy, had no significant effect on des-Arg9-BK-induced pleurisy.
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4- The i.t. injection of the selective tachykinin receptor antagonists NKl, 

FK 8 8 8  (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 8 8 8  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 

leveis 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 retoumed in 

basal leveis 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.



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.
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8 - The previous treatment of animais with lipopolyssacharide of the E. co li, 

LPS (10 |j.g 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 (?< 0 .0 1 ).

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 BI 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 BI kinin receptor has an important role in modulating



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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