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“Todos os fenébmenos mentais e

espirituais sdo produtos da matéria. Nenhuma
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afirmagédo de que a mente por mais complexa e
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RESUMO

Neste estudo procuramos avaliar o efeito da quercetina no
extravasamento plasmatico induzido pela substidncia P em
diversos tecidos do sistema nervoso central de ratos (cerebelo,
bulbo olfatério e coértex) assim como na dura-mater, e
examinamos também o efeito da inibicdo da endopeptidase
neutra pelo fosforamidon e da enzima conversora da
angiotensina pelo captopril enzimas que inativam a substéancia
P. Quercetina, € um flavondide presente na natureza, que
possui atividade inibitéria mUItienzimética. A avaliagao do
extravasamento plasmatico foi feita com a técnica do corante
de azul de Evans, determinada por espectrofotometria (620 nm)
e expresso em ng/g de peso de tecido seco. A substancia P (10
nmol/Kg e 30 nmol/Kg, i.v.) aumentou o extravasamento
plasmatico de modo dose relacionada na dura-mater (47,4 + 4,2
para 72,2 + 4,9 e 96,1 + 8,4), nao alterando nos outros tecidos.
A inibicao farmacolégica seletiva da endopeptidase neutra e da
enzima conversora da angiotensina com fosforamidon e
captopril respectivamente aumentaram o extravasamento
plasmatico induzido pela substancia P na dura-mater de ratos.
O pré-tratamento isolado com quercetina (30mg/kg, v.o0.)
aumentou o extravasamento plasmatico, em relagdao ao

controle, em todos os tecidos: dura-mater (47,4 + 4,2 para 88,6



+ 3,6), cerebelo (37,7 + 2,1 para 49,5 + 1,4), bulbo olfatério
(41,2 + 4,1 para 56,7 =+ 2,1) e cortex (42,4 + 3,5 para 66,0 +
5,9). O tratamento prévio dos animais com quercetina (30
mg/kg, v.o) potencializou significativamente o extravasamento
plasmatico, induzido pela substancia P exégena (10 nmol/Kg,
i.v.) na dura-mater (100,4 + 8,8), nao alterando nos outros
tecidos. A quercetina provocou um aumento no extravasamento
plasméatico quando administrada isoladamente e potencializou o
extravasamento plasmatico induzido pela substancia P na dura-
mater, tecido onde ha inervagao peptidérgica, o que coincide
~com a modula¢dao da endopeptidase neutra e da enzima
conversora da aﬁgiotensina. Portanto, € possivel admitir que a
acao potencializadora da quercet»ina seja devido é inibicao de
uma dessas enzimas. Além do mais, o pré-tratamento com
antagonistas dos receptores NK-1 e B, foram usados para
identificar os mediadores do _extravasamento plasmatico
induzido pela quercetina. Os resultados mostraram que
somente 6 antagonista dos recepto‘res NK-1 bloqueou este
efeito, sugerindo que a redu¢ao na degradag¢ao da substancia P
foi a causa do aumento no extravasamento plasmatico induzido
pela quercetina na dura-mater e da potenciagdao do efeito da

substénc_ia P.



ABSTRACT

In this work we evaluated the effect of quercetin, a
naturally'occurring flavonoid which is known to inhibit a variety
of enzymes, on the plasma extravasation induced by substance
P in selected rat central nervous system tissues (cerebellum,
olfactory bulb and cortex) and dura mater. We also examined
the effect of selective inhibition of the substance P metabolising
enzymes neutral endopeptidase and angiotensin converting
enzyme by phosphoramidon and captopril, respectively. Plasma
extravasation was evaluated with Evans blue dye, quantified by
spectrophotometry (620 nm) and expressed as npg/g of dry
tissue. Substance P (10 nmol/kg and 30 nmol/kg, i.v.) increased
plasma extravasation in a dose dependent manner in the dura
mater (control 47.4 + 4.2; substance P, 10 nmol/kg, 72.2 + 4.9;
substance P, 30 nmol/kg, 96.1 + 8.4) with no effect in the other
tissues; this effect was potentiated by both phbsphoramidon and
captopril. Quercetin (30 mg/kg v.o.) increased plasma
extravasation in relation to control in all of the tissues studied

(dura mater, 47.4 + 4.2 to 88.6 £+ 3.6, cerebellum, 37.7 £ 2.1 to
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49.5 + 1.4; olfactory bulb, 41.2 + 4.1 to 66.7 + 2.1; cortex, 42.4
+ 3.5 to 66.0 = 5.8). Quercetin pretreatmént Significantly
potentiated the plasma extravasation induced by exogenous
substance P (10 nmol/kg) in the dura mater (72.2 £+ 4.9 to 100.4

t+ 8.8). Pretreatment with HOE 140 , but not RP 67580 (specific



antagonists of NK-1 and B, receptors, respectively) blocked the
quercetin effect on substance P induced plasma extravasation in
the dura mater. This study suggests that the plasma
‘extravasation induced by quercetin in rat dura mater is mediated
by the inhibition of substance P degradation and the.subsequent
potentiation of exogenous substance P effects. Plasma
extravasation induced by quercetin in the central nervous
system tissues studied, which are believed not to contain a

peptidergic innervation, requires further investigation.
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1.1. - Taquicininas

1.1.1. - Histérico

Taquicininas perténcem a uma familia de neuropeptideos
conservados evolucionariamente (Khawaja e Rogers, 1996). O
nome taquicininas resultou da similaridade farmacoldgica
desses peptideos com a bradicinina, que agia como mediador
inflamatorio endégeno o qual apresentava uma contragao lenta
do ileo de cobaias distintamente do que 6corria com as
taquicininas ao qual tinham perfil farmacolégico semelhante,
porém induziam uma contracdo imediata e rapida do mesmo
tecido (Pernow, 1963). Em mamiferos, as taquicininas incluem
os seguintes neuropeptideos: substédncia P, a neurocinina A e
neurocinina B, as quais exibem afinidade preferencial pelos
receptores especificos: NK-1, NK-2 e NK-3, respectivamente
(Regoli et al., 1994). Estas trés substancias sao caracterizadas
pela seqiéncia comum Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 que parece ser
essencial para a atividade biologica destes peptideos (Escher-e
Regoli et al, 1989). O primeiro membro da familia das
taquicininas a ser descoberto em 1931 por Von Euler e Gaddum

foi a substdncia P, obtida do intestino e cérebro de cavalos por
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extragdo alcodlica, causando vasodilatagao periférica e
contragcao intestinal em coelhos atropinizados (von Euler e
Gaddum, 1931). Quase 50 anbs depois da descoberfa da
substancia P, duas outras taquicininas foram descritas quasé
gque simultaneamente por diferentes grupos e se tornaram
conhecidas como neurocinina A e neurocinina B (Kimura et al.,

1983; Maggio et al., 1983).

1.1.2. - Sintese

Estes neuropeptideos sao derivados de proteinas
precursoras, és.pré-pré-taquicininas, as quais sao codificadas
por dois genes diferentes. O gene codificador da pré-proé-
taquicinina-A, contém a seqiiéncia codificadora para a
substancia P e neurocinina A, por outro lado a pré-pré-
taquicinina B que codifica somente a neurocinina B (Holzer e
Holzer-Petsche, 1997). A expressao desta proteinas
precursoras sao espécie e tecidos dependentes. Uma vez
sintetizadas, as taquicininas sdo estocadas em vesiculas nas
terminagdes nervosas, aguardando o estimulo apropriado (Floor

et al., 1982).



1.1.3. — Distribuicao das taquicininas e receptores

O sistema taquicininas é largamente distribuido no
sistema nervoso periférico (Bartho e Holzer, 1985) e central
(Maggi et al., 1993) de mamiferos. No sistema nervoso
periférico, as taquicininas sao liberadas das terminagdes dos
nervos sensoriais e sao responsaveis pelo fenbmeno da
inflamag¢ao neurogénica observada em varios tecidos tais como,
sistema respiratério (Lundberg e Saria, 1982; Emanueli et al.,
1998), sistema genitourinario (Lu et al., 1997), pele (Kenins et
al., 1984) e parte do sistema digestivo (Saria et al., 1983,
Berthiaume et al., 1995). Na medula espinhal e no sistema
nervoso central as taquicininas tem um papel importante na
transmissao da dor e percepcéo (Moskowitz et al., 1987), em
alguns reflexos autébnomos e no comportamento (Maggi et al.,
1993). Nos ultimos anos, alguns autores tem observado a
inflamacao neurogénica na dura-mater de ratos (Moussaoui et
al., 1993a; Ebersberger et al., 1999).

No sistema nervoso central, as taquicininas tem um papel
néuromodulador causado por uma despolarizagdo da membrana

neuronal provavelmente por via de redug¢do do influxo de



pétéssio no momento da retificagdo das correntes (Stanfield et
al., 1995).

Neurdnios contendo substéancia .P em ratos podem fazer
sinapse com neurdnios dopaminérgicos da substdncia nigrans
(Mahalilik, 1988), neurénios colinérgicos nos nucleos basais
(Beach et al., 1987), neurdénios nor-adrenérgicos no Jlocus
ceruleous (Guyenet e Aghajanian; 1977) e neurdnios
serotoninéfgicos nos nucleos da rafe (Ljungdahl et al., 1978). A
administracdo da substancia P nessas areas induz a liberagao
de neurotransmissores. em ratos (Reid et al., 1990). Como
alteragdées de concentragées de neurotransmissores no sistema
nervoso central parecem estar na base_ de muitas doengas
neuroloégicas como por exemplo a doenca de Parkinson, doenga
de Alzheimer, ansiedade e depressiao, estes estudos indicam
gue as taquicininas podem ter um papel importante na etiologia
das doencgas neurodegenerativas.

A descoberta da neurocinina A e neurocinina B tem levado
a intensa investigacao de suas propriedades farmacologicas em
co'mparagéo a substancia P (Kimura et al., 1983). Tem sido
demonstrado que elas participam de atividades bioldgicas
comuns com a substéncia P, por exemplo na inducao de dor,

vasodilatagdo (Maggi et al., 1987) e extravasamento de



- proteinas plasmaticas em vénulas po6s-capilares (Hua et al.,
1984), trés eventos relacionados com o processo inflamatério.

A neurocinina A esta localizada conjuntamente com a
substancia P em muitas areas mas, comparativamente
encontra-se, em menor quantidade e com baixa ou nenhum
expressdo dos receptores NK-2 (Tsuchida et al., 1990). Os
receptores NK-3 sado encontrados em certas areas incluindo o
cortéx cerebral, o nucleo do trato solitario e a raiz dorsal da
medula espinhal. Consequentemente a maioria dos efeitos das
taquicininas estdo relacionados com a agdo da substancia P.
(Stanfield et al., 1995).

Comb comentado anteriormente, as taquicininas exercerh
seus efeitos biologicos através da estimulagdao de receptores
especificos denominados de NK-1, NK-2 e NK-3. Apesar do fato
das taquicininas mostrarem alta afinidade para seus proprios
receptores, as taquicininas de ocorréncia exégena nao séao
seletivas. Assim, 0s receptores foram inicialmente
caracterizados pelas suas afinidades preferenciais em se ligar
com as taquicininas endégenas seguindo o critério da ordem de
poténcia dos agonistas conforme o seguinte esquema, SP >
NKA > NKB para receptores NK-1; NKA > NKB >SP para
receptores NK-2 e NKB > NKA > SP para receptor NK-3 (Maggi

et al., 1993).



Todos receptores compartilham de uma estrutura global
similar que apresenta uma estrutura amina terminal extra
celular e uma estrutura caboxi-terminal intracelular. Ambas
apresentam uma ligagao por uma sequéncia de aminoacidos
com 7 dominios que atravessam a membrana celular na espécie

humana (Fig 1).

ODDOOIIONBOVIIOO DB codH

Fig 1 — Estrutura e seqiéncia de aminoacidos que compbéem o receptor
NK-1. Extraido de McLean, S., 1996

Os receptores de taquicininas tem aproximadamente 40%
de sequéncias idénticas entre os receptores de NK-1, NK-2 e
NK-3 (Gerard et al., 1993). Ha grande identidade, por voita de

75%, encontrada nas sequéncias citoplasmatica e



aproximadamente 70% de identidade nos déminios
transmembranicos. Sequéncias homoélogas entre espécies é em
geral maior para o receptor NK-1, tendo o receptor do rato e do
homem por voita de 95% de homologia, diferindo somente em
22 dos 407 aminoacidos (Fong et al., 1992). Entretanto a
homologia dos receptores NK-2 e NK-3 é também alta, sendo
aproximadamen.te de 85 e 88% respectivamente.

A distribuicdao dos receptores de taquicininas tem sido
elucidada usando-se tanto aspectos tradicionais da
farmacologia como substancias radiomarcadas e biologia
molecular. Essas ferramentas tem promovido uma investigag¢ao
valiosa ndo somente para diferenciar a densidade de
receptores em diferentes tecidos, mas também para
desenvolver antagonistas novos. Com o uso dessas técnicas,
foi possivel mapear a distribuicdo dos receptores de
taquicininas, em diversos orgaos.

Experimentos com agonistas e antagonistas seletivos para
receptores, tem indicado que o receptor NK-1 &€ o maior, ou o
unico mediador do extravasamento de proteinas plasmaticas
produzido tanto por taquicininas exdégenas como endégenas
liberadas pela capsaicina ou‘estimulagéo nervosa (Maggi,
1996). Os receptores NK-1 sdao encontrados tanto no sistema

nervoso (medula e estriato) quanto nos orgaos periféricos



(aparelho digestério e urinario) do rato (Mantyh et al., 1988), e
também no epitélio de vias aéreas e nas glandulas submucosas
de ferrett (Meini et al., 1993).

Os receptores NK-2 sdo encontrados principalmente em
orgaos periféricos incluindo o aparelho gastrointestinal de ratos
e em alta densidade nas células musculares lisa nas vias
aéreas de ferret, facilitando a neurotransmissdao pulmonar
colinérgica (Tsuchida et al., 1990., Meini et al., 1993;
Piedimonte, 1995; McLean, 1996). Entretanto um papel para os’
receptores NK-2 no extravasamento plasmético nao pode ser
totalmente excluido, desde que a -neurocinina A induziu o
extravasamento de proteinas plasmaticas em brdnquios
secundarios de cobaias através da estimulagdo de receptores
NK-2 (Tousignant et al., 1993).. A presenca de receptores NK-2
tem sido claramente demonstrada em varios areas do cérebro
(Hagan et al., 1993). Com o uso de antagonistas seletivos para
receptores NK-2, pode-se especular que estes receptores estao
envolvidos nos processos de ansiedade- assim como na
transmissdo e percep¢ado do estimulo doloroso (Urban et a/.v,
1992; Hagan e McLean, 1993).

Oé sitios de ligagao nos receptores NK-3 estéd confinados
principalmente ao sistema nervoso central, primariamente ao

cortex cerebral e na coluna dorsal da medula (Dam et al.,



1990), embora niveis detectaveis sdao também encontrados em
varios tecidos periféricos de ratos incluindo a bexiga e o
intestino (Tsuchida et al., 1990).

Assim, diferengas entre receptores NK-1 periféricos e
centrais tem sido observados em cobaias e ratos, surgindo
assim uma possibilidade de degradacao diferenbial dos
peptideos (Lew et al., 1990; Fardin e Garret, 1991; Clérk, et

al., 1992) .

1.1.4. - Agonistas e antagonistas

Devido a presenga de tipos de receptores em
concentragées varidaveis  em diferentes tecidos foram
desenvolvidos égonistas seletivos tais como (B-Ala8) NKA (4-
10) para receptores NK-2 e (Me Phe7(NKB)) para receptores
NK-3 (Regoli et al., 1987). Estes compostos foram usados com
sucesso in vitro, mas sendo peptideos eles sdo rapidamente
metabolizados e como conseqiéncia tem curta atividade in
vivo.

Os receptores das taquicininas tem sido caracterizados
através do uso de antagonistas, especialmente por alguns

compostos novos identificados nos altimos anos. De fato, novos
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antagonistas seletivos nao peptidicos para os receptores NK-1
(RP 67580) (Garret et al., 1991) e CP 96345 (Snider et al.,
1991) e para receptores NK-2 (SR 48968) (Emonds-Ait et al.,
1992) tem sido descobertos, e apresentam maior estabilidade
que os peptideos anteriores. O uso destes compostos novos
tem contribuido para um .melhor entendimento do papel
especifico das taquicininas na fisiologia e fisiopatologia

(Walting, 1992; Maggi et al., 1993) (Fig 2).

FIGURA 2

Fig.2 — Estrutura quimica do antagonista néo
peptidico do receptor NK-1. Extraido de Patacchini
e Maggi, 1995

Estudos realizados anteriormente usando, antagonistas
seletivos nao peptidicos do receptor NK-1 como RP 67580
(Shepheard et al., 1993) e CP-99,994 (Shepheard et al., 1995),
‘inibiram o extravasamento plasmatico induzido pela substancia

P em diversos tecidos. Estes estudos, mostrararh que RP 67580
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tem maior afinidade para receptores NK-1 de roedores
enquanto que o antagonista CP-99,994 tem maior afinidade

para receptores NK-1 de humanos (Shepheard et al., 1995).

1.1.5. — Mecanismos intracelulares

Os receptores de taquicininas foram clonados e contém 7
segmentos transmembranicos. Estes receptores estao
acoplados a proteina G. A interagao das taquicininas com os
receptores ativam a proteina Gg, a qual por sua vez ativa a
fosfolipase C que ira quebrar a substéncia fosfatidilinositol
bifosfato em inositol trifosfato (IP3) e diaCiIgiiceroI (DAG).
Tanto o IP3 como o DAG agem em locais especificos na célula.
O IP3 age na membrana do reticulo endoplasmatico para liberar
o calcio armazenado para o citosol, enquanto que o DAG age
via proteina quinase C para abrir os canais de calcio tipo L
possibilitando a entrada de calcio via membrana plasmatica. O
aumento do calcio intra-celular induz a uma resposta tecidual
(Khawaja e Rogers, 1996) (Fig 3).

Atualmente busca-se o desenvolvimento de agonistas e
antagonistas seletivos para cada receptor podendo com isso

desenvolver e elucidar os papéis desses mediadores sobre o
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sistema nervoso central e periférico e o desenvolvimento das

respostas inflamatoérias.

1.1.6. — Enzimas e metabolizag¢éao

A magnitude e a duragdao da acgado das taquicininas é
regulada pela degradacao realizada por duas enzimas
principais chamadas enzimas conversora da angiotensina e a
endopeptidase‘neutra (Skidgel et al., 1984, Borson, 1991). Na
molécula da substancia P existem dois sitios de clivagem pela
enzima conversora da -aﬁgiotensina, 0s quais estao entre os
aminoacidos fenilalanina e glicina e entre a .glicina e a leucina.
Por outro lado, a endopeptidase neutra cliva a substancia P
entre os aminoacidos gliéina e fenilalanina, glicina e leucina e
fenilalanina e fenilalanina. Ambas as enzimas estdao também
relacionadas com a metabolizagdo de outras substancias tais

como a bradicinina (Fig 3).
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NEP 24-11

|

SP Argl -Pro-Lys-Pro-Gin-Gln- Phe Phe- GlyiLeu-Met-NHp
ACE
ACE
BK Arg!l-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser- Pro-}}"h&A rg
NEP 24-11
Fig 3 - Metabolizagdo da substancia P e bradicinina pela enzimas

endopeptidase neutra (NEP) e enzima conversora da angiotensina
(ACE). Extraido de Damas et al., 1996.

A enzima conversora da angiotensina € largamente
distribujda no corpo. Sua presenga no endotélio vascular,
- miocardio, cérebro, testiculos, rins e trato gastrointestinal
estdao bem estabelecidas (Jackson et al., 1991). Entretanto,
na periferia, a enzima conversora da angiotensina tem
demonstrado degradar a substancia P em preparagdes de
musculatura lisa do sistema vacular (Rodissi et al., 1990a) e
urogenital (Rouissi et al., 1990b). Nas vias aéreas, a enzima
conversora da angiotensina esta localizada principalmente no
endotélio vascular, o qual é consistente com a observagéo
que o captopril, um inibidor da enzima conversora da
angiotensina potencia a broncoconstriccdo causada pelo
administragdo endovenosa da substédncia P (Shore et al.,

1988). No sistema nervoso central a enzima conversora da
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angiotensina tem sido encontrada no fluido cérebro espinhal
(Lantz et al., 1991).

A presenga da endopeptidase neutra no sistema nervoso
central, tem também sido demonstrado pelo uso dos inibidores
destas enzimas incluindo o fosforamidon e o thiorfan (Matsas et
al., 1985). Na presenga do fosforamidon, um aumento na
atividade da substancia P nas por¢gdes estriatais em porcos e
ratos é observada (Matsas et al., 1983; Mauborgne et al.,
1987). Nas estruturas periféricas a endopeptidase neutra
parece estar envolvida na degradacdo das taquicininas em
varios orgaos, incluindo sistema digestivo e outros musculos
lisos (Roques et al., 1993). Nas vias aéreas em contraste com
a enzima conversora da angiotensina, a endopeptidase neutra
esta localizada predominantemente no epitélio e gléndulas'
submucosas de um numero de espeéecies animais incluindo
humanos (Borson, 1991). Aléem disso, inibidores da
endopeptidase neutra potenciam a resposta secretéoria da
substancia P in vitro, em ferrets e vias aéreas humanas
'(Rogers et al., 1989). O efeito dos inibidores da endopeptidase
neutra pode também ser demonstrado in vivo, por exemplo na
regulagao da magnitude do extravasamento plasmatico em vias

aéreas de cobaias induzido por fumaga de cigarro, uma
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resposta mediada via ativagdo dos nervos sensoriais e
liberagao de taquicininas (Lei et a'I., 1995).

As ceélulas vasculares endoteliais, possuem em sua
superficie as enzimas endopeptidase neutra, e a enzima
conversora da angiotensina que hidrolisa a substancia P. A
localizagdo das enzimas endopeptidase neutra e enzima
conversora angiotensina nas proximidades anatdémicas dos
receptores da substadncia P nas células endoteliais pbs-
capilares das vénulas, sugerem que elas tenham um papel
importante na modulagao da resposta da inflamacgao
neurogénica (Ilnoue et al., 1996). A degradagao enzimatica das
taquicininas em tecidos perifericos e realizada por varias
enzimas das quais a mais importante € a endopeptidase neutra
(Nadei, 1991). Em traquéias de ratos, a combinagado do
captopril e fosforamidon, inibidores da enzima conversora da
angiotensina e endopeptidase neutra respectivamente, tem sido
relacionadas com o aumento do extravasamento pl'asmético
(Brokaw e White, 1994). Inibicdo da endopeptidase n)eutra ou
da enzima conversora da angiotensina potencia o aumento do
extravasamento plasmatico produzido pela injegcdo exdégena de
substancia P no pulmao (Piedimonte, 1995).

Sabe-se que a expressao da endopeptidase neutra junto a

membrana celular acelera a degradagido da substancia P, e a
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degradacdao foi reduzida pelos inibidores thiorfan e
fosforamidon (Okamoto et al., 1994).

A endopeptidase neutra tem uma importante ag¢do na
regulagcdo da permeabilidade basal da microvasculatura por
degradar a substancia P e a bradicinina, e pode regular-a
pressdo sanguinea a partir de um mecanismo que &
independente da substancia P, bradicinina e éxido nitrico (Lu et
al., 1997).

A endopeptidasé nevutra régula o sistema circulatério em
multiplos niveis. Substancia P e bradicinina sdao mantidos em
niveis basais baixos pela endopeptidase neutra. A auséncia
. desta enzima causa um extravasamento plasmatico extenso,
que €é mediado pelo receptores NK-1 e B,, gerando uma
hipotensao acentuada. A auséncia da endopeptidase neutra
aumenta a suscetibilidade para o choque endotéxico, podendo
contribuir para a hipotensdao e processo inflamatério ‘intenso

(Lu et al., 1997).

1.1.7. - Aspectos fisiopatoidgicos

Sao grandes as quantidades de pesquisas que tem sido

feitas para demonstrar papéis fisiolégicos para as taquicininas.

17



O uso de agonistas e antagonistas seletivos como ferramentas
farmacoldégicas tem nos fornecido informagdes de grande valia
para os efeitos das substancias enddégenas como as
taquicininas. Como os receptores NK-1, NK-2, e NK-3 estéao
largamente distribuidos tanto no sistema nervoso éentral como
no periférico, e com isso a administracdo dos agonistas de
receptores de taquicininas podem produzir uma gama de efeitos
fisiolégicos. Os estudos mais comuns contudo sdao aqueles nos
quais as fungdes fisioléogicas estao alteradas por antagonistas
seletivos. No sistema nervoso central a substancia P, é a
principal taquicinina neurotransmissora com a prevaléncia do
receptor NK-1 (Tsuchida et al., 1990).
As taquicininas apresentam uma variedade de ag¢des tao
diversas e com isto faz surgir um numero muito grande de
possibilidades terapéuticas. Com o desenvolvimento de drogas
antagonistas nao peptidicas altamente seletivas, abrem-se as
possibilidades para o tratamento para varias condi¢des clinicas
incluindo-se‘a dor crbénica, a doenga de Parkinson, doeng¢a de
Alzheimer, depresséo, artrite rematéide, sindrome do c6|on
irritavel, asma e enxaqueca (Khawaja e Rogers, 1996).

Assim, o uso de inibidores tais como o fosforamidon e
captopril os quais atuam sobre a enzima endopeptidase neutra

e a enzima conversora da angiotensina respectivamente ou o
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uso de antagonistas nao peptidico da substancia P (RP 67580)
(Snider et al., 1991) ou um antagonista seletivo nao peptidico
da bradicinina (HOE 140) (Wirth et al., 1991), sdao exemplos de
substancias envolvidas na mediagdo do extravasamento
plasmatico em alguns tecidbs do sistema nervoso central, deste
modo é possivel ampliar os conhecimentos ja existentes sobre

os mecanismos da inflamag¢ao neurogénica.

1.2. - Inflamag¢do neurogénica

A inflamag¢ao neurogénica € um importante mecanismo
endégeno de defesa e promove uma das primeiras respostas
locais a injuria tecidual, acelerando e modulando o
desenvolvimento do processo inflamatério.

O fendbmeno conhecido = por inflamacgéo neurogénica,
caracteriza-se pela liberagao de peptideos que estdao contidos
no interior das fibras aferentes e suas concentragées podem
ser alteradas a partir de um estimulo elétrico, quimico,
mecanico ou por um dano no nervo (Levine et al., 1993; Hokfelt
et al., 1994). Evidéncias farmacolégicas e neurofisioldégicas da
inflamag¢do neurogénica tem sido observadas por diversos-
autores atraves do uso de agonistas e antagonistas (Bertrand

et al., 1993; Nicolau et al., 1993; Donnerer et al., 1993). Estas
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evidéncias indicam que respostas locais inflamatoérias causadas
pela estimulagado dos nervos sensoriais sdo devidos aos efeitos
de neuropeptideos liberados destas terminagdes nervosas
(Maggi, 1991).

Os neuropeptideos que formam a familia das taquicininas séo a
substancia P, neurocinina A, neurocinina‘ B e o peptideo gene
relacionado com a calcitonina e estdao presentes nas fibras néo
mielinizadas tipo C, sendo os principais responsaveis pelo
fendomeno chamado inflamag¢ao neurogénica (Ricciardolo et al.,
1994).

O papel da substancia P na inflamag¢ado neurogénica tem sido
claramente demonstrado. Este neuropeptideo causa a
degranulagdao dos mastécitos, extravasamento plasmatico com
a subsequente liberagcdo de outros algdégenos (bradicinina e
serotonina) e ativagdo de outras células inflamatoérias
(macrofagos, monécitos e linfécitos). Além do mais, a
. substancia P & capaz de induzir a produgao de o6xido nitrico,
outro vasodilatador da camada endotelial dos vasos sangiiineos
(Besson, 1999). A ativagao destes diferentes componentes da
resposta inflamatéria resulta no aumento do fluxo sangiineo
paré a area lesada e com aumento da permeabilidade dos

vasos sangiiineo (Bhoola, 1996).
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Assim estes neurdnios sensoriais aferentes, contendo
taquicininas, principalmente a substancia P, foram encontrados
ligados ao controle da permeabilidade vascular em numerosos
tecidos como a pele (Kenins et al., 1984), as vias aéreas e
mucosa nasal (Lundberg e Saria, 1982; Emanueli et al., 1998);
bexiga urinaria (Lu et al., 1997), olhos e articulagdes
(Moskowitz et al., 1979), aparelho digestorio (Saria et al.,
1983) e mais recentemente tem-se observado também na dura-
mater de ratos (Moussadui et al., 1993a; Ebersberger et al.,
1999).

A .inflamag¢ao neurogénica na dura-mater tem sido sugerida
como um dos mecanismos envolvidos na produgao dos quadros
de enxaqueca (Moskowitz, 1992; Moussaoui et al., 1993a). A
dura-mater e os vasos sangilineos sao inervados pelas fibras
aferentes sensorias do nervo trigémio, as quais quando
ativadas, liberam neuropeptideos como por exemplo a
substancia P e o peptideo gene relacionado com a calcitonina
resultando em vasodilatagdo e extravasamento plasmatico. As
fibras trigeminais também se projetam para o nucleo caudal
trigeminal dentro da medula oblonga onde fazem sinapse com
neurdnios secundérios sensoriais que se projetam para centros
superiores do cérebro. A ativagado destas vias da dura-mater

possivelmente estdao relacionadas com as crises de enxaqueca
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e provavelmente podem fazer surgir as dores, naduseas e outros
'sintomas mediados centralmente, associados com esta
sindrome (Ferrari, 1998).

Assim, o aumento do extravasamento plasmatico como
veremos a seguir, € um importante componente da inflamacgao
neurogénica, sendo um fendmeno caracteristico dos tecidos
peptidérgicos podendo desencadear mecanismos de dor no

sistema nervoso central (Figini et al., 1997).

1.3. - Extravasamento plasmatico

Em condi¢gbes fisiolégicas, o balango dos fluidos &
mantido por dois conjuntos de forgas que se opdem. A presséao
hidrostatica que promove no leito vascular o movimento dos
fluidos para fora do vaso, enquanto que em contra partida
temos a pressadao coloidosmética, que é a pressdao osmética
provocada pelas proteinas plasmaticas que causam o
movimento dos fluidos para dentro do lumem vascular (Gore e
McDonagh, 1980).

Aumento na permeabilidade dos vasos induzido por
inflamagdo conduz a saida de um plasma rico em proteinas
para o meio extra vascular (extravasamento plasmatico). O

extravasamento de macromoléculas plasmaticas para o meio
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intersticial aumenta a osmolaridade deste meio e causa maior
extravasamento plasmatico (Rapoport et al., 1979; Morrison e
Ryan, 1987).

O movimento dos fluidos entre os.meios intra e extra
vasculares é regulado pelo endotélio vascular o qual forma uma
barreira com permeabilidade seletiva. Normalmente as trocas
sdo dependentes de um endotélio intacto o qual permite a livre
passagem de agua, ions, e pequenos solutos, mas limita a
passagem de macromoléculas plasmaticas (Goldie e Pedersen,
1995). Jung¢des interendoteliais aparentam_ ser as regides
aonde a maioria das trocas de solutos e transferéncias de
macromoléculas ocorrem (Svensjo e Grega, _1986). A
integridade destas jungdes é assim o principal determinante da
permeabilidade endotelial.

O extravasamento plasmatico induzido por mediadores
inflamatorios ocorre exclusivamente nas vénulas pés}-
capilares. A formag¢ado de poros induzidos por mediadores
inflamatorios nas células endoteliais é provavelmente devido
a contragdes e modificagdbes da sua forma. Na verdade as
células endoteliais contem proteinas contrateis como a actina
e a miosina, similares as .encontr’ada's nas células da
musculatura lisa. Assim, a contragao das celulas endoteliais

provocaria o aumento da permeabilidade das macromoléculas
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(Drenckhahn e Wagner, 1986; Renkin, 1986).

Os capilares de diferentes tecidos variam
consideravelmente, tanto anatomica quanto funcionalmente.
Entre células endoteliais adjacentes, os poros e as fendas
podem variar de 50 a 90 A° de largura quando as células
estdao contraidas. Quando relaxadas os poros podem variar
entre 30 e 40 A°. O citoplasma das células endoteliais
apresentam vesiculas pinociticas que estao relacionadas com
o transporte de substancias através das células. Basicamente
trés tipos diferente‘s de estruturas capilares sao observadas
com a microscopia eletrédnica onde podemos distinguir quanto
a base de continuidade, diferentes barreiras de filtragem
(Majno, 1965; Zhao et al., 1998). O primeiro tipo sao
chamados de capilares descontinuos, que se caractérizam por
apresentarem largos poros com grande permeabilidade tanto
para proteinas como para células. Encontramos este tipo de
capilar principalmente no figado, medula 6ssea, e bago. O
segundo tipo de capilar se caracteriza por fenestragbées, que.
sao poros que se_abrem ou fecham conforme as necessidades
do tecido. Encontramos principalmente nas células
glandulares, nas vilosidades intestinais, glomé‘rulos e na
dura-mater. O terceiro tipo sdao chamados de capilares

continuos, onde nao. ocorre a formagao de aberturas
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intercelulares ma.s o transporte é feito prin.cipalmente por
pinocitose. Vamoé encontrar este tipo principalmente no
endotélio cerebral, e nos noédulos linfaticos (Korner, 1974,
Tuomanen et-al.,'1993) (Fig 4).

Alguns corantes como por exemplo o Azul de Evans
podem se ligar a proteinas, e com isfo podemos detectar e
quantificar o extravasamento plasmatico (Petefsson et al.,

1993) (Fig 4).

CONTINUCUS

Fig 4 - Diferentes tipos de estruturas capilares em diferentes
tecidos. Extraidos de Cooper et al, 1996.

A medida do extravasamento de azul de Evans tem sido

usado para avaliar a permeabilidade do cérebro e medula em
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modelos animais de isquemia, trauma e hemorragia, e a
espectrofotometria &€ uma das técnicas desenvolvidas para
quantificar o extravasamento de azul de Evans no tecido.

neural. (Warwick et al, 1995)

1.4. -Quercetina

Bioflavondides sao compbstos polifendlicos naturalmente
presentes no reino vegetal. Os biofiavondides sdo encontrados
em varios produtos alimentares e plantas, incluindo frutas,
vegetais chas e vinho tinto (Shoskes, 1998). O consumo diéario
é estimado de 3 a 8mg, sendo que em ma-is de 50% dos
bioflavondéides encontrados sdo compostos pela quercetina
(Hertog et al., 1995) (Fig 5). Eles sao absorvidos através da
ingestdao de alimentos e lentamente eliminados através do dia
(Hollman et al., 1996). Os flavondides foram considerados
inertes e ndo essenciais a saude humana durante muito tempo.
Entretanto, estudos recentes tem demonstrado que estes
compostos afetam varios sistemas bioldégicos nos mamiferos
(Middleton e Kandaswami, 1993; Rice-Evans et al., 1997). A
quercetina é um bioflavonéide componente de varios extratos
vegetais como Achyrocline satureoides conhecida popularmente

como marcela. O extrato hidroalcoélico desta planta
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demonstrou atividade anti-inflamatéria em ratos (Simdes et al.,
1988). |
Dependendo de suas estruturas moleculares, e em
particular a posigdo do grupo hidroxila no anel fenil, alguns
autores t‘em demonstrado que isto influencia e modula a
potente acgao inibitéria que os flavondides apresentam sobre
inimeras quinases envolvidas na transdugao de sinais,
principalmente sobre a proteina quinase C e tirosina quinase
(Nd et al., 1987; Geahien et al., 1989; Formica e Regelson,
1995). Muitos destes efeitos sao dirigidos no sentido de
competir através dos sitios de ligagao do ATP sobre o sitio de
dominio catalitico do fosfatidilinositol 3 — quinase, embora
ainda outrds mecanismos possam existir (Ferriola et al., 1989,
Cushman et al., 1991; Middleton e Kandaswami, 1993; Agullo et

al., 1997).

Querceiin :RY = OH R =DH:RS' = H

Fig 5 ~ Estruturas quimica da molécula de quercetina.
Extraido de Agullo et al., 1997
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Dependendo de suas estruturas moleculares, e em
particular a posigdo do grupo hidroxila no anel fenil, alguns
autores tem demonstrado que isto influencia e modula a
potente acdo inibitéria que os flavondides apresentam sobre
inOmeras quinases envolvidas na transdugdo de sinais,
principalmente sobre a proteina quinase C e tirosina quinase
(Nd et al., 1987; Geahlen et al., 1989; Formica e Regelson,
1995). Muitos destes efeitos sao dirigidos no sentido dé
competir através dos sitios de ligagdo do ATP sobre o sitio de
dominio catalitico do fosfatidilinositol 3 - quinase, embora
ainda outros mecanismos possam existir (Ferriola et al., 1989;
Cushman et al., 1991; Middieton e Kandaswami, 1993; Agullo et
al., 1997).

Varios estudos tem demonstrado que flavondides e
compostos relacionados sao eficientesvpara inibir a sintese e a
liberagcdo de mediadores quimicos da inflama¢do como a
histamina assim como a fosfolipase A;, a enzima responsavel
pela sintese do acido araquidénico e a subsequente formacao
de prostandides e leucotrienos (Lindahl e Tagesson, 1993). A
quercetina em particular mostrou significativa atividade proé-
inflamatéria através da inibicao de enzimas do metabolismo das
cininas como a enzima conversora da angiotensina (ECA)

(Formica e Regelson, 1995; Hansen et al., 1995).
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Os bioflavonodides também diminuem a injaria tecidual p6s
reperfusao em um tecido isquémico e  apresentam
caracteristicas im'unosupresssoras (Shoskes, 1998). Assim a
quercetina funciona como um podéroso antioxidante, atuando
desse modo como um fator de protecgao cardiovaséular por
diminuir a oxidagao do LDL que é uma das etapas da formagao
das placas aterosclerotica (Hertog et al., 1995; Manach et al.,
1998; Van Acker et al., 1998). Além disso, exibe efeitos anti-
tumorais in vitro; inibindo o desenvolvimento do cancer em
modelos experimentais em animais (Morand et al., 1998),
apresentando também a propriedade de protreger as células da
apoptose (Yokoo e Kitamura, 1997). Também inibe a indugao
de interleucina-8 e liberagao de lactato pelas células gllais C6,
bem como a expressidao da proteina-1 de quimioatragao de
mondcitos pelo fator alfa de necrose tumoral (Sato et al., 1997;
Volk et al., 1997). Além disso, a quercetina tem demonstrado
possuir atividade antiviral e carcinostatica e efeitos
antioxidantes (Morel et al., 1993; Formica e Regelson, 1995;
Kostyuk et al., 1996; Skaper et al., 1997). Recentes estudos
relacionados a resposta celular ao choque térmico tem
démonstrado que a quercetina supfime tal resposta por
regulacao inibitéria do fator de choque térmico.(HSF), sendo

que as células expostas a situagbes de estresse causada pelo
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calor nao sintetizaram esta proteina (Nagai et al., 1995).
Finalmente a expressdao do RNAm da metalotioneina em
culturas de aétrécitos primarios em ratos neonatal foi inibida
pela quercetina (Conklin et al., 1998).

Certos flavonoides sdo conhecidos por interferirem com
inOmeras enzimas implicadas em processos patoldgicos tais
como adenosina deaminase (Koch et al., 1992); AMPc
fosfodiesterase e HIV-1 proteinase. (Middleton e Kandaswami,
1993; Capasso et al., 1998). Na inibicdo da leucina
aminopeptidase pelos flavondides, somente aqueles compostos
com uma dupla ligagdo no segundo e terceiro carbono
demonstraram atividade. Esta.s duplas ligagbes conferem aos
flavonoides certas propriedades conformacionais que os
capacitam para interagir com as membranas celulares. Desta
forma uma determinada conformag¢ao parece ser ‘necesséria
para poder inibir as met.alopeptidases de membrana (Price e
Middleton, 1986; Parellada e Guinea, 1995). Alguns
biofiavonoides sao inibidores especificos de proteinas tirosina
quinases (Akiyama et al., 1987), ao passo que para a
quercetina suas propriedades inibitérias nao sao seletivas,
extendendo-se a véfias proteinas serinal/treonina qﬁinases e
lipidios quinases (Geschwendt et al., 1983; Levy et al., 1984;

End et al., 1987). Estes inibidores podem ser ferramentas uteis
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para a elucidagao de processos celulares que sado mediados
pelos fatores de crescimento ou fosforilagdo da tirosina ou
serina/treonina horménio-dependente (Chang e Geahlen, 1992).

Pela caracteristica quimica da quercetina de nao ser
hidrossoluvel, utilizamos em nosso estudo o dimetilsulfoxido
(DMSO) a 10% para solubiliza-la. O DMSO é um solvente
mi.scivel em agua que apresenta amplas aplicagdes na biologia
celular (Quinn e Yu, 1994). Por causa de sua ag¢do sobre a
estabilidade da matriz liquida das membranas celulares ele é
largamente usado como um agente crioprotetor em uma
variedade de celulas e - tecidos per‘mitindo um prolongado
armazenamento a temperaturas abaixo de zero. DMSO é
também conhecido por atuar como um indutor da diferenciagao
celular e como um varredor de radicais livres e radioprotetor.
Aplicagdes tépicas de DMSO tem também demonstrado ser
efetiva na prevengao de lesfes leves de tecidos ap6s contato

com drogas citotoxicas (Bertelli et al., 1995).

1.5. - Meninges e barreira hematoencefalica

O sistema nervoso central e sustentado e protegido pelas
meninges, trés membranas de tecido conjuntivo situadas entre

o encéfalo e os ossos do cranio e entre a medula espinhal e
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coluna vertebral. S3do elas de fora para dentro: 1) dura-mater 2)
aracnodide e 3) pia-mater (Helmer, 1995).

A dura-mater é uma forte membrana fibrosa, formada por
duas camadas, as quais se encontram fundidas e se aderem a
superficie interna dos ossos cranianos, exceto nas regides
onde essas camadas se separam para formar os seios venosos
que levam o sangue para as veias do pescogo (Carpenter e
Sutin, 1983).

A aracnéide € uma membrana fina e delicada que reveste
levemente o encéfalo e a medula espinhal. A parede externa da
aracnbdide esta aderida & dura-mater. Estendendo-se para
dentro a partir dessa parte externa, existem numerosas
projegdes semelhantes a teias de aranha ou trabéculas que se
prendem a pia-mater. A pia-mater é a delgada membrana que
reveste intimamente o encéfalo e é medula espinhal. E muito
vascularizada contendo finos vasos sanguineos que suprem o
encéfalo e a medula espinhal (Brodal, 1992).

Os espagos meningeos, sdo basicamente trés. O primeiro
é o espacgo epidural que fica situado entre o osso e a dura-
mater, enquanto que o espago subdural fica situado entre a
durav-méter e a aracndide. Ambos podem tornar-se espa§os
reais se heles ocorrer acumulo de sangue, devido a

hemorragias epidurais ou subdurais, causadas pelo rompimento
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traumatico dos vasos sanguineos que passam por esses
espagos (Martin, 1996) (Fig 6).

O terceiro espago é o espag¢o subaracndide. Este fica
situado na area entre a aracnoide e a pia-mater e contém o
liquido cefalorraquidiano. O espag¢o subaracnéideo se comunica
com as cavidades ou ventriculos do encéfalo onde é formado o
liquido cefalorraquidiano. Também estdao localizados nos
espagos subaracndides os trechos iniciais dos nervos
cranianos e espinhais bem como numerosos vasos sanguineos
na superficie do encéfalo e da medula espinhal. Acidentes
vasculares envolvendo esses vasos resultam em hemorragia

subaracnoidea (Young e Young, 1997) (Fig 6).

porivascular

Fig 6 — Corte coronal das meninges cranianas mostrando um
seio venoso e as pregas durais. Extraido de Young e Young,
1997.
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A dura-mater é irrigada por varias artérias, onde a
principal é a artéria meningea média, ramo da artéria maxilar.
Um ramo frontal irriga a por¢cao anterior da dura-mater e um
ramo vai para a porgao parietal. Os vasos meningeos também
sao nutridores dos ossos do cranio (Haines, 1995) (Fig 7, Fig
8). O encéfalo esta irrigado por duas artérias caro6tidas internas
e por duas artérias vertebrais. As primeiras irrigam
principalmente os lobos frontais, parietais e temporais e as

ultimas, os lobos temporais e occipitais.

Figura 7

Fig 7 — Artéria meningea média Fig 8 — Abertura da dura-mater
irrigando a dura-mater. e presenga das artérias cerebrais.

A dura-mater como o couro cabeludo é inervado pelos
nervos trigémios e cervicais, sendo que as fibras auténomas
vao sobretudo para os vasos. A dura-mater da fossa anterior do

cranio é inervada pelo nervo oftalmico. A fossa média é
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inervada por ramos meningeos dos nervos maxilares e
mandibulares. E a fossa posterior recebe ramos do vago e do
hipoglosso e ambos contém fibras espinhais (primeiro e
segundo nervos cervicais). O encéfalo normalmente ¢
insensivel a estimulos dolorosos e as cefaléias sao em geral de
brigem vascular - (intra ou extra cranianas) ou devido a
alteragdes ocorridas nas meninges (Martin, 1996).

Os tecidos que se interpdem entre o0 sangue e o sistema
nervoso incluem (1) uma parede vascular (2) uma lamina
interna e (3) outra externa de uma bainha perivasculaf que se
encontra provavelmente em . continuidade com o0 espago
subaracndideo .(Reese e Karnovsky, 1967) (Fig 5).

As laminas internas e externas da bainha peri-vascular
fundem-se ao nivel das arteriolas e vénulas. A bainha
gradualmente desaparece e ao nivel de capilar é substituida
por uma bainha constituida por projegcdes dos prolongamentos
dos astrocitos os quais apresentam pés terminais vasculares
que revestem os capilares. As células endoteliais dos capilares
formam uma camada continua e se unem formando as jung¢des
intimas (Ramon e Cajal., 1984). A regulagdao e a formagao
destas jungdes intimas nao estao totalmvente‘ elucidadas.
Recentes estudos tem demonstrado que as superficies luminal

e abiuminal das células endoteliais possuem uma variedade de
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receptores peptidicos os quais estao ligados a segundos
mensageiros intracelulares. lIsto implica que a complexa
tranédugéo de sinais ocorre dentro e entre as células
endoteliais gque compdéem uma barreira entre o sangue e o
sistema nervoso (Betz, 1992).

Estas duas caracteristicas formam o que chamamos de
barreira hematoencefalica, que de modo seletivo controla a
passagem de substancias quimicas do sangue circulante para o
sistema nervoso central. Assim somente compostos que
apresentem apreciavel solubilidade aos componentes lipidicos
das células endoteliais sdo capazes de atravessarem a barreira .
hemato-encefalica por difusdao (Goldstein e Betz, 1986;

Tuomanem et al., 1993; Bartus et al., 1996) (Fig 9).

\ 's.L.xP’d;s?mble X

ino¢ytosts |

Mitochondrion

Intercellular -
cleft passage

/ o ) '[As'troq)te"
Fenestia » T ti'ight : ioptprocess»
» i juncton " \ \
Perip’heiél E CNs:
capiliary capillary
Fig 9 - Representagdo esquematica das caracteristicas
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morfoldégicas de capilares neuronais e nao neuronais. Extraido

de Vries et al., 1997.

Os astrocitos sdao as células mais numerosas do sistema
nervoso e tém como fungdbes a manutencdo do balango
eletrolitico, produgao de fatores neutréficos necessarios a
sobrevida neuronal, bem como remover determinados
transmissores das féndas sinapticas (Carpenter e Sutin, 1983).
Os astrocitos sao as primeiras células a apresentarem
alteragées em resposta a insultos do sistema nervoso central
como a isquemia, traumas, irradiagées e infecgao (Andersson

et al., 1992; Meneses, 1999).
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2 - OBJETIVOS



OBJETIVO GERAL

O extravasamento plasmatico neurogénico, parte do
fendmeno conhecido como inflamag¢do neurogéncia, tem sido
bem caracterizad_o em ratos. Neste estudo procuramos avaliar o
efeito da quercetina no extravasamento plasmatico, induzido
pela substancia P em diferentes tecidos do sistema nervoso

central.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o extravasamento plasmatico induzido pela
substancia P em diferentes tecidos do sistema nervoso central
de rato (cerebelo, bulbo oiftatorio e cortex), bem como na dura-
mater e caracterizar o receptor envolvido neste efeito.

2. Investigar através do uso de inibidores enzimaticos
especificos o papel da endopeptidase neutra e da enzima
conversora da angiotensina uma vez que estas enzimas
inativam a substancia P.

3. Estudar o mecanismo de ag¢ao através do qual a
quercetina potencia o extravasamento plasmatico induzido pela

substancia P.
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4. ldentificar o mediador inflamatério responsavel pelo
extravasamento plasmatico provocado pela quercetina atraveés
do uso de antagonistas especificos dos provaveis mediadores

envolvidos.
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3 - MATERIAIS E METODOS




3.1. - Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, pesando
entre 200 e 300 g, provenientes do Biotério Central da UFSC.
Os experimentos seguiram os regulamentos oficiais de cuidado
e tratamento com os animais que foram mantidos em gaiolas
de 6 elementos cada, com agua e racgcao sélida peletizada,
ambos ad libitum. A sala de manutengao tinha temperatura
ambiente climatizada e mantida entre 22° e 24° C em um ciclo
claro e escuro de 12 horas (luz das 7 as 19 horas). As
administragcées das substancias foram realizadas através da
veia peniana dorsal utilizando agulhas 13 x 4,5. Em todos os

grupos experimentais utilizamos 10 animais.

3.2. - Estudo do extravasamento plasmatico.

3.2.1 — Azul de Evans como marcador.

O corante de azul de Evans foi usado como

marcador para a quantificagdo do extravasamento plasmatico,

pois quando injetado intravenosamente, este se liga a uma
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proteina plasmatica, a albumina, e assim permanece dentro do
sistema vascuiar. Somente ira ocorrer extravasamento
plasmatico deste corante fluindo para os tecidos, na presenga
de mediadores quimicos que promovam a formag¢ao de poros
ao longo | do endotélio das vénulas pos-capilares. O
extravasamento plasmatico foi avaliado pela 'medida do

conteudo de azul de Evans nos tecidos selecionados.

3.2.2 - Procedimento experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico
na dose de 50 mg/Kg de peso atraveés da via intraperitoneal. As
veias jugulares foram dissecadas através de incisdo na regiao
cervical anterior e isoladas com fio de algodao para posterior
perfusdo e secgdo. Apods anestesia e dissecagao das veias, 0s
animais forma submetidos a diversos tratamentos conforme
protocolo experimental adiante. Subsequentemente o]
extravasamento plasmatico dos diversos orgaos em estudo, era
avaliado como descrito a seguir.

| Foi administrado intravenosamente, na dose de 20mg/Kg,
uma solugado do corante de azul de Evans na concentragao de

25 mg/ml em salina 0,9%. Depois de 15 minutos o térax foi
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aberto e uma céanula foi colocada no interior'da aorta. através
do ventriculo esquerdo para perfusdao de solugao salina
fisiologica (NaCl 0,9%) para a circulagdo cerebral sendo as
veias jugulares cortadas (Mossauoui et al., 1993b). Os animais
foram perfundidos com 60 ml dessa solugao por 3 minutos para}
a remogao do corante da circulagao cerebral.
Subsequentemente ocorreu a decapitacdao com posterior
incisdo no couro cabeludo e calota 6ssea na altura da sutura
sagital, desde o focinho atée a base do cranio. Apéds
craniotomia na sutura sagital com posterior afastamento das
porgdes cranianas, o encéfalo foi retirado. Cuidadosamente
fez-se o descolamento da dura-mater d‘a estrutura o¢ssea
craniana e em seguida foram separados dois fragmentos de
tamanhos e pesos semelhantes. Também foram removidos e
separados dois fragmentos dos seguintes tecidos: cerebelo,
~bulbo olfatorio e cortex. Os tecidos foram lavados em salina e
em seguida rapidamente colocados em papel filtro e
imediatamente pesados. Um fragmento de cada tecido foi seco
em estufa a 50° C por 24 horas e repesados. O azul de Evans
foi extraido dos tecidos remanecentes por incubagdo em
formamida né concentr‘agéo de 4 ml/mg de tecido na
temperatura ambiente por 24 horas. Para a medida de

densidade 6ptica da solugdao de azul de Evans foram retiradas
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aliquotas de 75pl de cada tecido incubado em formamida e
colocadas em placas de 96 pogos apropriadés péra a leitura
em um Leitor de Elisa (Titertek Multiskan). Um filtro que
permitia a leitura de comprimento de onda de 620 nm foi
utilizado. O conteudd do azul de Evans de cada tecido foi
expresso em microgramas de azul de Evans por grama de
tecido seco para serem evitados erros decorrentes da possivel
formacao de edema (Nicoiau et.al., 1993). O azul de Evans
extravasado foi quantificado pela interpolagdo em uma curva
padrao de diluicdo do corante em uma concentragao de 0,5 —
25 pg/mi de azul de Evans em formamida e expresso como ug
de corante/g tecido seco (Warwick et al., 1995).

Assim, os resultados foram expressos em pg de azul de
Evans/g de tecido seco, onde o produto de Abs x K é dividido
pela relagdao do peso seco/peso umido.

Abs = leitura espectrométrica da absorbancia em 620 nm.

K = constante calculada a partir da curva padrao de azul

de Evans.

3.3. - Grupos experimentais
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3.3.1 - Avaliagcao do extravasamento plasmatico
induzido pela substancia P na dura-mater, cerebelo, bulbo

olfatorio e cortex

Em uma série de experimentos os ratos receberam
inibidores seletivos enzimaticos, antagonistas seletivos e
substancia P. O primeiro grupo realizado foi o grupo controle
administrando-se azul de Evans mais solugao salina a 0,9%.
No segundo e terceiro grupo o extravasamento plasmatico foi
induzido pelo agonista dos receptores NK-1, substancia P (10 e
30 nmol/Kg, i.v.), associado com azul de Evans. No quarto
grupo o antagonista do r_eceptor NK-1, RP 67580 (10 nmol/Kg,
i.v.), foi dado 15 minutos antes da injegao intravenosa da

associagdo da substancia P e azul de Evans.

3.3.2 - Investigagdao da participagcao da enzima
endopep}tidase neutra e da enzima conversora da
angiotensina através do uso de inibidores enzimaticos
especificos

Nestes grupos, dois inibidores, captopril (10 nmol/kg, i.v.)
e fosforamidon (2,5 pmol/Kg, i.v.), da enzima conversora da

angiotensina (ECA) e da enzima endopeptidase neutra (NEP),
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respectivamente, foram injetados 15 minutos antes da

administragdao da combinacado do azul de Evans e substancia P

3.3.3 - Avaliagdao do papel da quercetina no

extravasamento plasmatico.

No grupo seguinte, a quercetina (30 mg/Kg, v.o.) foi
administrada uma hora antes da injegao intravenosa da
associacao de azul de Evans e da substancia P. A quercetina

foi dissolvida em solugdo de dimetilsufé6xido (DMSO) a 10 %.

3.3.4. - Identificagao do mediador inflamatério
envolvido no extravasamento plasmatico através do uso de

antagonistas seletivos

Os antagonistas RP 67580 (10 nmol/Kg) e HOE 140 que é
um antagonista do receptor BK B; (10 nmol/kg) foram
administrados intravenosamente e de forma simultanea com a
quercetina via oral e 1 hora apé6s foi administrado o azul de

Evans. Em todos os grupos 15 minutos apdés a injegao de azul
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de Evans os animais foram perfundidos conforme descrito

anteriormente.

3.4. - Analise Estatistica

Os resultados foram expressos sob a forma de média %
erro padrao da média (+ EPM ) e os dados foram analisados
pela analise de variéncia.(ANOVA de uma via) seguido pelo
teste de pos-Hoc e Newman-Keuls para multiplas comparagdes.

Como nivel de significancia para todos os métodos
estatisticos, foi adotado um valor de p<0v,05. Esses

procedimentos foram realizados através de um programa

estatistico (Statistica versdo 5.0 — Statsoft Inc.).

3.5. — Drogas

O corante azul de Evans, a formamida, o captopril e a
quercetina foram obtidos do laboratério Sigma Chemicals Co
(St Louis, Mo); a substancia P e o RP 67580 foram gentilmente
doados pelo Dr Regoli, (University of Sherbrooke, Quebec,
Canada). O DMSO foi obtido do laboratério Merck. O HOE 140

(D-Arg-[Hyp3,thi5,D-tic7,0ic8]-bradicinina) e o Fosforamidon-
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N-(Rhamnopyranosyloxyhydroxyphosphinyl)-leu-trp foram
obtidos do laboratério RBI e o pentobarbital sédico (Hypnol®)

foi obtido do laboratério Cristalia, Brasil.

3.6. - Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram  utilizados: 1-
Espectrofotometro Titertek Multiskan (Flow Laboratories,
McLean, Va.) equipado com filtro de leitura em 6.20 nm de
comprimento de onda para 96 pogos. .2- Bomba Dosadora .
Peristaltica Milan modelo 202. 3- Balanga de precisao .(0 -

0,1mg) marca Sartorius.

49



4 - RESULTADOS




A administragao intravenqsa da substancia P (10 nmol/Kg)
induziu um aumento significativo de 52% no extravasamento
plasmatico de azul de Evans na dura-mater em relagao ao
grupo controle (Fig. 1, Tab I). Contudo, este neuropeptideo nao
afetou o extravasamento do corante nos demais tecidos
(cerebelo, bulbo olfatério e cértex). O aumento da dose da
substancia P para 30 nmoI/Kg; i.v., induziu um aumento do
extravasamento plasmatico na dura-mater em 102% em relagao
ao grupo qontrole, pdrtanto uma resposta dose relacionada,
nao modificando contudo o extravasamento plasmatico dos
outros tecidos (Fig. 1, Tab. I).

A administragao isolada do antagonista seletivo para o
receptor NK-1, RP 67580 (10 nmol/Kg i.v.), nao modificou o
extravasamento plasmatico de nenhum dos tecidos analisados
(Fig. 2). Entretanto, o pré-tratamento com este antagonista na
mesmé dose, 15 minutos antes da administragao da substancia
P, reduziu significativamente em 22% o extravasamento
plasmatico na dura-mater comparado ao efeito. da substancia P

administrada isoladamente. (Fig. 2, Tab. II).
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FIGURA 1 - Efeito da substancia P (SP, 10 e 30 nmol/Kg i.v.; n = 10) no
extravasamento plasmatico na dura mater, cerebelo , bulbo olfatério e cortex de
rato. A concentragdo de azu! de Evans de cada tecido foi usado como um indice
quantitativo do extravasamento plasmatico. As colunas indicam as médias e as
barras verticais o erro padrao das médias.

* p < 0,05 e % % p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente S|gn|f|cante do
efeito da substancia P em relagédo ao grupo controle.
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FIGURA 2 - Efeito da Substancia P (SP, 10 nmol/Kg i.v.; n = 10) isolado ou em
presenga do antagonista RP 67580 (10 nmol/Kg iv.; n = 10) sobre o
extravasamento plasmatico na dura-mater, cerebelo, bulbo olfatério e cértex de
rato. As colunas indicam as meédias e as barras verticais 0 erro padrao das
médias.

* p < 0,05 e x % p< 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do
efeito da substancia P em relagao ao grupo controle.

Mp <005l Np < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do
efeito do antagonista NK-1 RP 67580 comparado com o extravasamento
plasmatico induzido pela substancia P.
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A administragao intravenosa de captopril, um inibidor da
enzima conversora da angiotensina (10 nmol/Kg), 15 minutos
antes da inje¢dao de azul de Evans, induziu um aumento
significativo no extravasamento plasmatico em 43% na dura-
mater em relagado ao controle (Fig 3). Contudo observou-se uma
significativa redugdo no extravasamento plasmatico no cerebelo,
bulbo olfatérib e cortex em 28%, 41% e 36%, respectivamente,
em relagdao ao grupo controle. O pré-tratamento cdm captopril
(10 nmol/kg i.v.) 15 minutos antes, poténbiou éignificativamente
o extravasamento plasméﬁco induzido pela substancia P na
dura-mater em 61%, mas nao afetou a quantidade de azul de
Evans extravasado nos outros tecidos (Fig. 3, Tab. IlI).

A administragcdo intravenosa de fosforamidon (2,5
umol/Kg), um inibidor da endopeptidase neutra, 15 minutos
antes do azul de Evans, induziu um aumento significante no
extravasamento plasmatico na dura-mater em 48% e no cerebelo
em 34%, enquanto que foi observado uma tendéncia no aumento
do extravasamento plasmatico em bulbo olfatério e cortex. (Fig
4). O pré-tratamento com fosforamidon na mesma dose provocou
aumento significativo. do extravasamento plasmatico induzido
pela substancia P na dura-mater em 30%, no cerebelo em 49%,

no bulbo olfatério em 44% e no cértex em 40% (Fig. 4, Tab. Hl).
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FIGURA 3 - Efeito do captopril (10 nmol/Kg i.v.; n = 10) e da sua associa¢gdo com a
substancia P (SP, 10 nmol/Kg i.v.; n = 10) sobre o extravasamento plasmatico na
dura-mater, cerebelo, bulbo olfatério e cértex de rato. As colunas indicam as
médias e as barras verticais o erro padrédo das medias.

* p < 0,05 e % % p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do efeito
da substancia P e captopril em relagio ao grupo controle.

M p < 0,05 e MM p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do efeito
do captopril associado a substancia P em relagd@o ao efeito da substancia P isolada.
® p < 0,05 ¢ ® ® p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do efeito
do captopril comparada com o controle.
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FIGURA 4 - Efeito do fosforamidon (2,5 pmol/Kg i.v.; n = 10) e da sua associagao
com a substancia P (SP, 10nmol/Kg i.v.; n = 10) sobre o extravasamento
plasmatico na dura-mater, cerebelo, bulbo olfatério e cértex de rato. As colunas
indicam as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

* p < 0,05 e % % p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do
efeito da substancia P e do fosforamidon em relagao ao controle.

m p < 0,05 e mmp < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante
do efeito da associacao do fosforamidon e da substéncia P em relagdo a
substancia P isolada.
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A administragao oral do flavondide quercetina (30 mg/Kg),
60 minutos antes do azul de Evans, induziu um aumento
significante no extravasamento plasmatico na dura mater em
86%, no cerebelo em 31%, no bulbo olfatorio em 37% e no
cortex em 55%, comparado com os valores controle (Fig 5, Tab
IV). O veiculo da quercetina foi DMSO a 10% e este nao afetou
o extravasamento plasmatico na dura-mater, no bulbo olfatério
e cortex, mas foi observado uma significante reducao do
extravasamento plasmatico basal no cerebelo em 51% (Fig. 5,
Tab. IV). O pré-tratamento com quercetina (30 mg/Kg, v.0.), 60
minutos antes, potencializou o extravasamento plasmatico
induzido pela substancia P (10 nmol/Kg, i.v.) na dura-mater em
39%. Contudo nao afetou o extravasamento plasmatico induzido

pela substancia P no cerebelo, bulbo e cortex (Fig. 6).
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* p < 0,05 e % % p < 0,01 indicam a diferenca estatisticamente significante do

efeito da quercetina em relagéo ao controle.

padrao das médias.

®p<005e@®®p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do

efeito do DMSO em relagao ao controle.
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FIGURA 6 - Efeito da quercetina (30 mg/kg v.o.; n
com a substancia P (SP, 10 nmol/Kg i.v.; n

30

plasmatico na dura-mater, cerebelo, bulbo olfatério e cértex de rato. As colunas

indicam as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

% p < 0,05 e % % p < 0,01 indicam a diferenga estatisticamente significante do

efeito da substancia P e quercetina em relagdo ao controle.

Hp < 0,05¢ HHEp < 0,01 indicam a diferenca estatisticamente significante do

efeito da quercetina associada a substéncia P em relacdo a substancia P

isolada.
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Procuramos comparar o efeito da quercetina com dois
inibidores do metabolismo da substédncia P, captopril e
fosforamidon (Tab V). Nestes experimentos nao foram
utilizadas doses equimoleculares da quercetina, captopril e
fosforamidon, portanto nado poderemos comparar as poténcias
destes inibidores. Como pode ser observado, a que'rcetina, 0
captopril e o fosforamidon potencializaram o aumento do
extravasamento plasmatico induzido pela substadncia P na dura-
mater em 39%, 61% e 30% respectivamente. O fosforamidon
potencializou significativamente também o aumento do
extravasamento plasmatico induzido pela substancia P no
cerebelo, bulbo olfatério e cortex (Tab V).

Com o proposito de entender melhor o efeito da
quercetina no aumento do extravasamento plasmatico induzido
pela sua administragéovisolada ou em assoéiagéo com a
substancia P, utilizamos neste grupo experiméntal antagonistas
s_eletivos da bradicinina e da substancia P.

A quercetina (30 mg/Kg, v.0.) aumentou o extravasamento
plasmatico significativamente na dura-mater em 86%, no
cerebelo em 31%, no bulbo olfatorio em 37% e no cortex em
55%. O pré-tratamento com o antagonista do receptor BK B2,
HOE 140 (10 nmol/Kg i.v.), 5 minutos depois da administragao

da quercetina por via oral, nao alterou o extravasamento do



corante de azul de Evans induzido pela quercetina na dura-
mater, cerebelo, bulbo olfatério ou cortex (Fig. 7, Tab. VYI). 0]
pré-tratamento com o0 antagonista dos receptores NK1 da
substancia P, RP 67580 (10 nmol/Kg i.v.), reduziu
marcadamente o aumento do extravasamento plasmatico
induzido pela quercetina na dura-mater em 41%, no cerebelo
em 17%, bulbo olfatorio em 42%, e cortex em 38% (Fig. 8, Tab.

Vi),
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5 - DISCUSSAO



Conforme inumeros estudos ja realizados ©por
diferentes grupos, a inflamagado neurogénica é mediada pela
liberagao de taquicininaé das fibras sensoriais tipo C,
estimulando o extravasafnento plasmatico nas vénulas poOs-
capilares da lamina propria das vias aéreas de cobaias
(McDonald, 1988), bexiga urinaria e pele de ratos ‘e cobaias
(Figini et al., 1997). O extravasamento plasmatico
neurogénico €& restrito a certos tecidos, nao sendo
observado no cora'géo e nos rins de ratos (Figini et al.,
1997). As taquicininas liberadas das terminag¢6es dos nervos
sensoriais se ligam a receptores NK-1 na supérficie das
células endoteliais dos vasos, e com isso induz a formagao
de espagos intercelulares no endotélio vascular permitindo
assim o extravasamento plasmatico (Egiezos et al., 1991;
Bowden et al., 1994). Este extravasamento varia em
diferentes tecidos sendo que no sistema nervoso central e
‘na dura-mater, objetos de nosso estudo, eles apresentam
caracteristicas préprias. Assim podemos observar que nos
capilares das meninges existe uma estrutura vascular‘
diferenciada em relagdo a estrutura presénte no
parénquimé. Neste ultimo, as células séo'unidas‘ por jungodes
intimas que impedem a penetragcdo e passagem de

macromoléculas para o meio extravascular, ndao havendo

63



espagos intercelulares entre as células endoteliais
adjacentes, com a auséncia de fenestragbes (poros).
Também existem poucas vesiculas pinociticas e as células
ndo sao contrateis, possuindo poucas proteinas de actina e
miosina. Os astrécitos por sua vez possuem o0S pés
vasculares que contatam com osr capiblares cerebrais, corpos
celulares, dendritos e axénios dos neurdénios com fuhgéo de
sustentacdo e isolamento. Ja nas meninges em particular na
dura-mater encbntramos uma estrutura capilar que se
caracteriza por fenestragdes, que sao poros que se abrem ou
fecham conforme as necessidades do tecido permitindo a
pass.agem de macromoléculas com maior facilidade. Isto
provoca uma resposta diferenciada com relagao as
taquicininas e a inflamag¢ao neurogénica. (Vrieé et al.,
1997).

Muitas respostas da inflamag¢dao neurogénica sao
moduladas por duas peptidases ligadas a membrana celular,
a endopeptidase neutra e a enzima conversora da
angiotensina. A inibicdo pelos bloqueadores seletivos, tais
como fosforamidon e captopril, respectivamente, tem sido
bem documentada, demonstrando alterar as respostas
inflamatérfas neurogénicas através do aumento da
permeabilidade vascular induzido pela substadncia P

endoégena ou exégena (Piedimonte, 1995).
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Desse modo, alguns trabalhos tem evidenciado que a
endopeptidase n_eutra na presenc¢a de inibidor especifico,
como o fosforamidon por exemplo, gera um aumento no
extravasamento plasmatico na traquéia e mucosa nasal de
ratos, permitindo deste modo um maior efeito no
extravasamento plasmatico produzido pela substancia P e
neurocinina A (Umeno et al., 1989; Lindell et al., 1994,
Piedimonte,1995). Assim, as taquicininas, seus receptores,
e suas peptidases estao extensamente localizados no trato
respiratério, aonde eles tem demonstrado evocar respostas
biolégicas que séb tipicas de doengas inflamatérias. A
inibicao da endopeptida~se neutra e da enzima conversora da
angiotensina potencia o aumento da permeabilidade
vascular produzida pela inje¢do exégena da substancia P
nas vias aéreas de rato (Piedimonte, 1995),.e na traquéia e
bexiga urinaria de camundongo (Baluk, et al., 1999)

De forma semelhante, alguns autores demonstraram
inflamégéo neurogénica na dura-mater e tem sido sugerido
ser este um dos mecanismos na produgdo de enxaquecas
(Moskowitz, 1992; Shepheard et al., 1993). Como descrito
anteriormente, a dura-mater é uma es‘trutura no qual
podemos também encontrar alteragdes vasculares que
provocam extravasamento plasmatico similares a aqueles

encontrados em outros tecidos periféricos. Contudo, alguns
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estudos demonstraram que em regides do parénquima
cerebral a inflamag¢ao neurogénica é menor ou ausente (Hall
e Geppetti, 1995).

A endopeptidase neutra é amplamente expressa no
cérebro, e portanto ela pode influenciar peptideos que
atuam como neurotransmissores centrais assim como
peptideos ligados a mecanismos inflamatérios (Lu, et
al.,1997). De acordo com outros estudos (Turner et al.,
1985; Bertrand e Geppetti, 1996), a substancia P tem 1000
vezes mais afinidade para a endopeptidase neutra do que
para a enzima conversora da angiotensina,

Através do nosso experimento pudembs observar que a
administragcdo de fosforamidon isoladamente induziu um
aumento significativo do extravasamento plasmatico na
dura-mater e no cerebelo e apenas um ligeiro aumento nao
significante no bulbo olfatério e cértex. Este resultado
parece sugerir que o fosforamidon atuaria na dura-mater
inibindo a endopeptidase neutra potenciando o efeito da
substancia P enddégena .ou exdgena. Nos outros tecidos onde
a barreira hematoencefalica esta presente
constitutivamente, também foi possivel evidenciar o acesso
do fosforamidon através desta estrutura devido ao aumento
do extravasamento plasmatico de forma significativa no

cerebelo. Estes dados sao reforgados pela auséncia de
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somag¢ao de efeito quando o fosforamidon foi associado com
a substancia P ex()gena._ Provavelmente o fosforamidon
atravessou a barreira hematoencefalica aumentando a
concentragdo da substancia P enddgena e esta se ligou a
receptores NK-1 localizados na regido abluminal do
endotélio.

O captopril administrado isoladamente aumentqu o}
extravasaemnto plasmatico na dura-mater e quando
associado com a substancia P potenciou o efeito desta
taquicinina. Estes dados sugerem que a enzima conversora
da angiotensina também participa do metabolismo da
substancia P neste tecido.

Pudemos observar também uma diminuigao significativa
do extravasamento plasmatico no cerebelo, bulbo olfatério e
coértex apdés a administragdo do captopril, isso ocorreu
possivelemente pela agdo do captopril no metabolismo de
outros mediadores inflamatélrios provocando este efeito.

Por outro lado, o tratamento com captopril em
pacientes diabéticos e hipertensos que desenvolveram
microalbumintria provocou redug¢do da excre¢ao da
albumina, seguido de uma redu¢do do extravasamento
proteico a nivel glomerular (Casado et al., 1988; Wiegman et

al., 1992).
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Contudo, nao temos evidéncias suficientes para
_esclarecer o mecanismo de ac¢ao pelo qual o captopril
reduziu o extravasamehto plasmatico nos tecidos onde
existe a barreira hematoencefalica. Também devemos
salientar que a enzima conversora da angiotensina tem
menor afinidade pela substancia P quando comparada com a
bradicinina (Damas et al., 1996).

Bioflavondides sdo encontrados em varios alimentos e
plan'tas, incluindo frutas, sementes, verduras, chd e vinho
(Shoskes, 1998). Estes compostos afetam uma larga
variedade de sistemas bioldégicos em mamiferos, exibindo
efeitos anti-oxidante, antiinflamatério, anti-viral, anti-
proliferativo e anticarcinogénico (Morand et al., 1998).
Flavonoldes tem também demonstrado propriedades
inibitérias enzimaticas envolvidas no metabolismo das
cininas tal como a enzima conversora da angiotensina
através de analises realizadas in vitro (Hansen et al., 1995).
Assim estudos, tem demonstrado que a quefcetina em
particular € um potente antioxidante o qual pode afetar a
atividade de inumeras enzimas (Manach et al., 1998).

Como pudemos observar a administragcao da quefcetina
induziu um aumento do extravasamento plasmatico na dura-
mater, cerebelo, bulbo olfatdorio e cortex, e o pré-tratamento

com este flavondéide aumentou o extravasamento plasmatico
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na dura-mater induzido pela substancia P. entretanto nao
modificou o extravasamento plasmatico nos outros tecidos.

Curiosamente, o efeito observado com a quercetina
associada a substancia P nao apresenta a mesma
intensidade quandocomparamos com o efeito da quercetina
administrada isoladamente. Esta redugao do efeito nao pode
ser justificada apenas com os resultados obtidos neste
estudo.

Para esclarecer estes resultados somente a realizagéao
de uma curva dose resposta com a quercetina na presen¢a e
auséncia da substancia P poderia fornecer subsidios para
esclarecer o mecanismo de agao através do qual houve
reducao do extravasamento plasmatico.

Varios experimentos com -agonistas e antagonistas
seletivos tém evidenciado que o receptor NK-1 é o principal
se ndao o unico mediador do extravasamento plasmatico,
induzido tanto pela substancia P exbégena bem como pela
substancia P enddgena liberada pela capsaicina ou pela
estimulagadao nervosa (Maggi, 1996). Somente em brénquios
secundarios de cobaia, os rceptores NK-2 foram
identificados como mediadores do extravasamento
plasmatico (Tousignant, 1993).

Alguns peptideos biologicamente ativos e que regulam

o extravasamento plasmatico em diversos tecidos , séo

69



metabolizados pela endopeptidase neutra. Entre eles
podemos incluir a bradicinina, substancia P e as
endotelinas. Por essa razdo em nosso trabalho foram
utilizados antagonistas seletivos dos receptores NK-1 e B,
para identificar 0s mediadores do aumento do
extravasamento plasmatico induzido pela quercetina. O pré-
tratamento com HOE 140 nao reduziu o extravasamento
plasmatico induzido pela quercetina em nenhum tecido.
Estes resultados estdao de acordo com trabalhos recentes
gue observaram que a bradicinina n&o aumenta o
extravasamento plasmatico na dura-mater dev ratos
(Matsukado et al., 1998). Por outro lado, o antagonista para
receptores NK-1 (RPl 67580) inibiu o aumento no
extravasamento plasmatico evocado pela quercetina,
sugerindo que a substancia P é o mediador endédgeno neste
efeito. Estes resultados estdo de acordo com os dados de
outros autores, mostrando que a administra¢ao prévia de um
antagonista NK-1, previne o extravasamento plasmatico
induzido pela substancia P na dura-mater (Mousssaoui et
al., 1993b; Shepheard et al., 1993).

Portanto, o efeito observado com a quercetina nestes
tecidos esta possivelmente relacionado. com a inibicdo da
endopeptidase neutra, e consequente acumulo da substancia

P enddégena uma vez que o antagonista do receptor NK-1
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bloqueou este efeito. Estes resultados sugerem que a
substancia P ¢ mantida em niveis basais pela endopeptidase
neutra e a auséncia desta enzima €& a causa do
extravasamento plasmatico que é mediado pelo receptor
NK-1.

A administragdo da substdncia P exb6gena nao
aumentou o extravasamento plasmatico no cértex, cerebelo
e bulbo olfatério. E.stes dados estao de acordo com alguns
autoores que nao verificaram a presenga de extravasamento
plasmatico neurogénico no parénquima cerebral (Hall e
Geppetti, 1995). Por outro lado podemos supor que um outro
motivo.que justificaria a auséncia do efeito da substancia P
exogena & a dificuldade vdesta substancia em atravessar a
barreira hematoencefalica e por isso nao teria acesso aos
receptores localizados nas celulas endoteliais na regiao
abluminal. Contudo nossos resultados mostram um aumento
do extravasamento plasmatico no parénquima induzido pela
guercetina. A associagao de substancia P e quercetina nao
aumentou o efeito basal deste flavondide sugerindo que a
substancia P administrada ex6genamente é metabolizada ou
ainda sua distribuigéo vascular nestes tecidos é restrita ou
limitada. Portanto pode ser sugerido um acumulo de
substancia P enddgena, para explicar o efeito da quercetina,

uma vez que o RP 67580 bloqueou este - efeito.

71



Possivelmente a quercetina atravessaria a barreira
hematoencefalica ihibindo a endopeptidase neutra e
aumentando assim os niveis de substancia P enddégena.

O efeito do fosforamidon nestes tecidos deve ser
atribuido a concentragao insuficiente deste inibidor que
permitiu um aumento do extravasamento plasmatico somente
na dura-mater e cerebelo. Contudo podemos verificar que
apesar de nao ter ocorrido um aumento significativo no
bulbo olfatério e cértex houve um aumento do
extravasamento plasmatico em todos os tecidos.

A auséncia de efeitos da substédncia P exégena no
parénquima pfovavelmente foi devido a alta concentragao da
endopeptidase neutra nestes tecidos. O fosformidon
administrado isoladamente aumentou o extravasamento
plasmatico no parénquima sendo significante apenas no
cerebelo. Entretanto o pré-tratamento com fosforamidon
aumentou significativamente o extravasaemento plasmatico
induzido pela substdncia P em todas as regides.

No presente estudo, nossos dados mostraram que a
inibicao farmacoldgica seletiva da endopeptidase neutra, e
da enzima conversora da angiotensina aumentaram o
extravasamento plasmatico induzido pela substancia P na
dura-mater de ratos, muito provavelmente pela inibicao da

degradag¢ao do neuropeptideo. Além disso, a associagdo da
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quercetina com a substancia P aumentou o extravasamento
plasmatica induzido pela substancia P administrada
isoladamente, sugerindo que o efeito deste flavondide tenha
provocado uma redug¢do no metabolismo da substancia P
comparével a atividade dos inibidores da endopeptidase
neutra e da enzima conversora da angiotensina na dura-
mater. Além do mais, o pré-tratamento com o antagonista
dos receptores NK-1 e B, foi usado para identificar os
mediadores do extravasamento plasmatico induzido pela
guercetina. Os resultados mostraram que somente os
antagonistas dos receptores NK-1 bloquearam este efeito,
sugerindo que a redugao na de.-gradagéo da substancia P
c.ausou o aumento no extravasamento plasméticd induzido
pela quercetina na dura-mater.

Os flavonéides sao naturalmente encontrados em
abundancia em frutas, vegetais e bebidas derivados de
plantas tais como, chas e vinho. Considerando que a
quercetina € o mais abundante flavonéide o qual é
encontrado na alimentacao, e a ingesta de quercetina € uma
parte integral da dieta humana, é possivel associar o
consumo de quercetina como um dos possiveis. mecanismos
de desencadeamento de dores de cabeca uma vez que.

Assim podemos concluir que a inflamag¢ao neurogénica tem
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sido proposta como um dos principais mecanismos

envolvidos nas enxaquecas e dores de cabegas correlatas.
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