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Envolvimento dos receptores B, e B, das cininas no extravasamento plasmatico (EP) induzido pela
bradicinina (BK) e desArg -bradicinina (DABK) na dura-mater (DM) de ratos. Os resultados mostraram
que a BK e DABK aumentam o EP na DM de ratos, mas ndo aumentaram no cerebelo e no coértex. Esta
verlflcagao f0| possivel gragcas a utilizagdo de antagonistas seletivos de receptores B; e By,
[Leu] desArg -BK e HOE 140, respectivamente. A administracdo de LPS provoca o aumento no EP na
DM. Entretanto, ndo foi observada indugao de receptores B4 nos animais pré-tratados com esta toxina e
injetados com o agonista B+, sugerindo que o efeito da DABK foi independente do pré-tratamento com
LPS.

Além disso, a administragdo da BK pode mediar a liberagdo de SP, através da utilizagdo do
antagonista seletivo de receptores NK;, o RP 67580. Sugerindo que a BK pode aumentar o EP na DM
tanto pela ativagao direta dos receptores B,, quanto pela estimulagdo de neurdnios sensoriais que
liberam SP. O pré-tratamento L-NAME, ndo alterou o EP induzido pelos agonistas de receptores B, e
B, na DM de ratos. Mostrando que neste estudo do EP na DM parece nao estar havendo participagao
direta do NO. O captopril (CAP) induziu um aumento no EP na DM de ratos, porém em animais pré-
tratados com CAP e que em seguida foi administrada a BK, nao foi verificada alteragao significante no
EP na DM, quando comparado ao grupo tratado com BK.

Seria necessaria a realizacdo de mais estudos, para verificagdo de uma possivel estimulagao da
liberagcao de SP, por parte da DABK, como ficou demonstrado no grupo tratado com BK e inibido com o
RP 67580. Além disso, verificou-se a necessidade de mais grupos experimentais com animais pré-
tratados com LPS em associacao a diferentes doses de DABK, para verificar um possivel aumento na
expressao de receptores B4, por parte do LPS.

E em experimentos futuros seria interessante a realizagdo de estudos de biologia molecular para
caracterizacao da expressdo dos receptores B4 na dura-mater de ratos, através da utilizacao de
técnicas como o PCR.
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extravasamento plasmatico, inflamagao.
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Resumo

Neste trabalho procurou-se avaliar a participagao dos receptores B4 e B, das
cininas no extravasamento plasmatico (EP) na dura-mater (DM), cerebelo e cértex
de ratos. A avaliagao do EP foi feita pela técnica do corante azul de Evans,
determinado por espectrofotometria (620 nm) e expresso em ug de azul de
Evans/g de tecido seco. A administragao (i.v.) de Bradicinina (BK), agonista By,
aumentou o EP na DM de ratos, sendo este efeito bloqueado pelo antagonista
seletivo de receptores By, HOE 140. A administracdo do agonista B4, desArg®-BK
(DABK), em ratos normais, aumentou o EP na DM e o pré-tratamento com um
antagonista B1 ([Leu]’desArg®-BK) inibiu esta resposta. O uso de antagonistas dos
receptores B, e B permitiu identificar a participagao destes receptores mediando o
EP na DM. Por outro lado, ndo observou-se modificagdes no EP basal no cerebelo
e cortex, com a injegdo dos agonistas B1 e B,. O lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) administrado isoladamente aumentou o EP na DM de ratos. A administragao
de captopril (CAP) em ratos induziu o aumento do EP na DM, mas também nao
alterou o EP nos demais tecidos estudados. Ja, o pré-tratamento com CAP, 10
minutos antes da administracdo de BK, ndo aumentou o EP induzido pela BK na
DM. O pré-tratamento com o antagonista de receptor NK1, RP 67580, reduziu o
EP induzido pela BK na DM. O pré-tratamento com L-NAME, 10 minutos antes de

DABK e de BK, nao alterou EP na DM em nenhum dos grupos.



Abstract

This work evaluated the participation of B, and B4 kinin receptors on plasma
extravasation (PE) in rat tissues (dura matter (DM), cerebellum and cortex).
Plasma extravasation was assessed by the Evans blue dye method, determined by
spectrophotometry (620 nm) and expressed in ug of Evans blue/g of dry tissue.
The administration of bradykinin (BK) i.v., a B, receptor agonist, increased the PE
in DM in rats and this effect was prevented by B, receptor selective antagonist,
HOE 140. The B4 receptor agonist ,desArg®-BK (DABK), administration in normal
rats increased the PE in DM and the pre-treatment with B4 receptor antagonist
(ILeu]®desArg®-BK) inhibited this effect. By and B, receptors antagonists agreeded
to indentify the PE in DM mediated by these receptors. PE basal was not
enhanced in cerebellum and cortex. The Lipopolysaccharide (LPS) isolated
increased the PE in DM. The isolated administration of captopril (CAP) induced the
increase of PE in DM, but did not alter the PE in the others tissues analysed. Pre-
treatment with CAP (10 minutes before BK), did not increase the PE induced by BK
in DM. Pre-treatment with NK1 receptor antagonist, RP 67580, decreased the PE
induced by BK in DM. L-NAME pre-treatment (10 minutes before DABK or BK) did

not alter the PE in DM in all tissues studied.



1. INTRODUGAO

1.1. Inflamacgao

Um organismo que tem de lidar com a invasao de um patégeno dispde de
uma gama prodigiosa de potentes respostas defensivas, e a consequéncia da
utilizacao destas respostas constitui a reagao inflamatoéria.

A inflamagao é uma resposta biologica normal a injuria tecidual, e atualmente
€ caracterizada pela ativagao interativa de multiplos mediadores e tipos celulares.
A ativagao desses diferentes componentes da resposta inflamatéria resulta em
aumento do fluxo sanglineo e da permeabilidade dos vasos sanguineos,
promovendo o movimento de células para dentro da area lesada (Bhoola, 1996).
Mediadores inflamatorios especificos produzidos nos locais da lesdo regulam a
resposta vascular a lesdo. Entre estes mediadores encontram-se moléculas
vasoativas que atuam diretamente sobre o epitélio vascular para aumentar a
permeabilidade vascular. Além disso, sao gerados fatores quimiotaticos que
recrutam leucécitos do compartimento vascular para o tecido lesado, que por sua
vez secretam mais mediadores inflamatorios que ampliam ou inibem a resposta
inflamatoria (Rubin e Farber, 1990).

Em termos do que ocorre localmente nos tecidos, as alteragcbes podem ser
divididas em eventos vasculares e celulares. Os eventos vasculares envolvem
uma dilatacdo inicial das pequenas arteriolas, ocasionando um aumento do fluxo
sanguineo, isto é seguido de lentificacdo e, depois, estase do sangue, aumento na
permeabilidade das vénulas poés-capilares e exsudagdo de liquido. A

vasodilatagao € causada por diversos mediadores como, por exemplo, histamina,



prostaglandina E; (PGEy) e prostaglandina I, (PGl,). Histamina e fator de ativagéo
plaquetaria sdo também responsaveis pela fase inicial do aumento da
permeabilidade vascular e a associacao de neutrofilos as paredes das vénulas
pos-capilares contribui para a fase posterior de aumento da permeabilidade
vascular (Dale et al., 1994).

Um componente adicional dessa resposta € a produgéo de dor, ndo somente
pelo trauma direto as fibras sensitivas, mas também através da liberagdo de
mediadores de terminais de nervos sensitivos (Bhoola, 1996).

Os mediadores quimicos que sao produzidos durante a inflamagéo séo as
aminas vasoativas: histamina e serotonina (5-HT); proteases do plasma: sistema
complemento; sistema de cinina: Bradicinina; sistema de coagulagao: Trombina e
Fator Xa; metabdlitos do acido araquidonico: prostaglandinas (PG), prostaglandina
E (PGE), tromboxano A2, leucotrieno (LT); PAF — fator ativador de plaquetas;
citocinas; interleucinas; quimocinas; 6xido nitrico e constituintes lisossémicos dos
leucocitos (ex. granulos azurodfilos e especificos dos neutrofilos).

Dentre estes mediadores inflamatérios, a bradicinina e o peptideo
intimamente relacionado calidina sao peptideos vasoativos formados pela agao de
enzimas sobre substratos protéicos denominados cininogénios (Dale et al., 1994).

As informacbes sobre esses peptideos derivaram originalmente de duas
linhas de pesquisas distintas. Werle et al. (1937), descreveram a calicreina, uma
enzima urinaria de agao sobre proteinas serinicas liberando calidina, que acarreta
uma baixa da pressao arterial. Independentemente, Rocha e Silva et al. (1949),
mostraram que certos venenos de cobra, quando incubados com soro, davam

origem a uma substancia hipotensora que também causava uma contragao lenta



de certas preparacdes musculares lisas. Devido a esta acido lenta, ela foi

denominada bradicinina (Dale et al., 1994).

1.2. Extravasamento Plasmatico

Exsudato é o liquido inflamatério extravascular rico em proteinas e detritos
celulares, com alto peso molecular, o que é uma indicagao de intensa alteragao na
permeabilidade vascular, e que causa um dos sinais cardinais da inflamacéao, o
edema. Todos os sinais clinicos classicos da inflamagéao (dor, calor, rubor), assim
como o edema, sdo causados por alteragcbes hemodinémicas, alteragcdes na
permeabilidade vascular e exsudagéao leucocitaria.

Em condigdes fisiolégicas, o balango dos fluidos € mantido por dois conjuntos
de forcas que se opdem. A pressao hidrostatica que promove no leito vascular o
movimento dos fluidos para fora do vaso, enquanto que em contra partida temos a
pressao coloidosmoética, que é a pressao osmotica provocada pelas proteinas
plasmaticas que causam o movimento dos fluidos para dentro do lumen vascular
(Gore e McDonagh, 1980).

A maior alteracdo na permeabilidade dos vasos durante a inflamacgao ocorre
na microcirculagcdo, abrangendo pequenas arteriolas, capilares e vénulas. Em
situacdes fisioldégicas normais, a transferéncia fluidica transcapilar € regulada
segundo o equilibrio de Starling; no terminal arteriolar do capilar, a diferenca entre
a pressao hidrostatica intravascular e a pressao hidrostatica intersticial excede a
diferenca entre a pressao oncatica intravascular e a pressao oncoética intersticial: o

gradiente de pressao resultante dirige o fluido vascular para dentro do espago



intersticial; como o fluido deixa o capilar, a pressao hidrostatica intravascular cai e
a pressao oncoética intravascular sobe, efeito da hemoconcentragdo. Entdo, no
terminal venoso do capilar o fluido intersticial € sugado para dentro do vaso.
Eventuais acumulos de fluido nos tecidos retornam a corrente circulatéria via
sistema linfatico. A presséao hidrostatica circulatoria € mantida pelo débito cardiaco
pela vasoconstrigdo arteriolar. A pressdo oncotica € mantida pela concentragao de
proteinas plasmatica.

Além das pressbes, hidrostatica e oncotica, dos espagos intra e
extravasculares, a troca de fluido também ¢é regulada pelo endotélio, camada
celular que recobre internamente os vasos sanguineos. O forro endotelial de todas
as arteriolas e vénulas e da maioria dos capilares € do tipo continuo. Os capilares
fenestrados sao proprios dos 6rgaos endocrinos, intestinos e glomérulo renal. O
endotélio, em condig¢des fisiolégicas normais, € uma barreira com permeabilidade
seletiva, permitindo a livre passagem de agua, ions e pequenos solutos e
limitando a passagem de macromoléculas plasmaticas, entre essas a proteina
plasmatica albumina. Jungdes endoteliais parecem ser os locais nos quais a
maioria das trocas de soluto e de macromoléculas ocorrem. Assim, um endotélio
intacto com jungdes endoteliais integras ¢é determinante para manter a
permeabilidade vascular normal (Svensjo e Grega, 1986).

O aumento da permeabilidade vascular, com consequente aumento do
extravasamento plasmatico induzido por mediadores inflamatorios se deve a
dilatacdo das juncdes endoteliais; as células do endotélio possuem, em sua rede
de microfilamentos, proteinas contracteis como a actina e miosina, similares as

presentes nas células musculares. A interacdo de mediadores inflamatérios com



seus receptores especificos nha membrana de células endoteliais dispara uma
cascata de eventos intracelulares que culmina na ativacdo de Ca*2dependente das
citadas proteinas contracteis, o que provoca contracido e modificacdo do formato
celular, aumentando assim o tamanho dos poros entre as células adjacentes. O
tamanho de um poro interendotelial varia de 30 a 40 A quando as células estao
relaxadas e sobe para 50 a 90 A quando as células se contraem. No edema
inflamatoério ocorre perda de liquido rico em proteinas, um vazamento do
endotélio, e, portanto, diminuigdo da pressao osmética intravascular, associada ao
aumento da pressao oncotica do intersticio, o que amplifica o efeito do vazamento
(Majno, 1965; Drenckhahn e Wagner, 1986; Renkin, 1986, Zhao et al., 1998).

Portanto, o extravasamento de fluidos ricos em proteinas da circulagdo é
largamente determinado por mecanismos vasculares envolvendo a separagao
fisica de células endoteliais, particularmente ao nivel de vénulas pos-capilares. A
vasodilatagdo local produzida por cininas (hiperemia inflamatéria) facilita a
exudagao (Marceau et al., 1998).

Alguns corantes como, por exemplo, o Azul de Evans podem se ligar a
proteinas, e com isto podemos detectar e quantificar o extravasamento plasmatico
(Petersson et al., 1993).

A medida do extravasamento de Azul de Evans tem sido usada para avaliar a
permeabilidade do cérebro e medula em 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).



1.3. Barreira Hematoencefalica

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

As laminas interna e externa da bainha perivascular fundem-se ao nivel de
arteriolas e vénulas. A bainha gradualmente desaparece e ao nivel de capilar é
substituida por uma bainha constituida por proje¢des 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 jungdes intimas (Ramon e Cajal, 1979). A regulagdo e a
formagao destas jungdes intimas nao estdo totalmente elucidadas. Recentemente
estudos tém demonstrado que as superficies luminal e adluminal das células
endoteliais possuem uma variedade de receptores peptidicos os quais estdo
ligados a segundos mensageiros intracelulares. Isto implica que a complexa
transducao de sinais ocorre dentro e entre as células endoteliais que compdem
uma barreira entre o sangue e o sistema nervoso (Betz, 1992).

Estas 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
apresentam apreciavel solubilidade aos componentes lipidicos das células
endoteliais sdo capazes de atravessar a barreira hemato-encefalica por difusdo

(Goldstein e Betz, 1986; Toumanem et al., 1993; Bartus et al., 1996).



Anatomicamente, a barreira hematoencefalica é composta por células
endoteliais formando juncdes complexas. Comparado com as células endoteliais
que formam capilares nos o6rgaos periféricos (ndo no SNC), células endoteliais
cerebrais apresentam numerosos processos astrociticos, mitocondrias, complexos
juncionais, varias fenestras, vesiculas pinociticas e especializada em sistema de
transporte (Brightman, 1992). Todas essas caracteristicas contribuem para a
capacidade da barreira hematoencefalica de restringir a difusdo de substancias
para o cérebro (Emerich et al., 2001).

Portanto as funcbes da barreira hematoencefalica sdo: protecao contra
agentes quimicos nocivos, variagbes na composigdo sangliinea e quebra do
gradiente de concentragao (Petty e Lo, 2002).

As células endoteliais de artérias cerebrais e microvasos sdo conectadas a
outras por proteinas especificas formando a barreira hematoencefalica, uma
barreira mecanica para o movimento da maioria de moléculas circulantes. Muitos
processos patoldgicos (isquemia, infecgdes, insultos hipertensos, hemorragia
subaracnoide, etc) alteram a integridade desta barreira. Como visto anteriormente,
num processo inflamatorio, algumas substancias, como histamina, serotonina
(5HT), e bradicinina, liberadas podem alterar a permeabilidade vascular produzida
por deslocacao de proteinas. O efeito da bradicinina na barreira hematoencefalica
€ provavelmente indireto, embora um aumento na liberacdo de substancia P (SP)
e peptideo-relacionado com gene da calcitonina (CGRP) de fibras sensoriais,
prostaglandina (PG) e leucotrieno (LT) provavelmente também contribuem uma
vez que seu precursor, acido araquidbnico, € formado em grande quantidade

(Sercombe et al., 2002).



A passagem de substéncias através da barreira hematoencefalica poderia
ocorrer através de células endoteliais (a via transcelular) ou entre as células (a via
paracelular). Em geral, a via transcelular permite entrada por difusdo passiva, mas
somente substancias lipofilicas neutras com peso molecular de menos de 450
KDa. Ha, entretanto, grupo de pequenas e grandes moléculas lipofilicas que
podem penetrar o cérebro por transporte ativo transcelular. O transporte especifico
por proteinas transmembrana também existe para nutrientes essenciais tais como
a glicose e certos aminoacidos. Outro sistema mediado por receptor é capaz de
transportar macromoléculas tais como transferrina para o cérebro (Pardridge,
1997).

jons e solutos se difundem entre células endoteliais adjacentes abaixo do
gradiente de concentragcdo. Entretanto, o espago paracelular esta quase
completamente obstruido por jungdes intimas (zona occludens), as quais sao
complexos juncionais célula-célula na regido apical das membranas celulares.
Estas juncdes previnem substancias com pesos moleculares maior que 180 KDa
da difusao paracelular, uma propriedade conhecida como func¢do portao (Mitic e
Anderson, 1998; Stevenson e Keon, 1998).

Componentes do sistema calicreina-cinina estdo presentes no cérebro
normal em baixas concentragdes, a qual pode aumentar dramaticamente durantes
insultos cerebrais tais como isquemia/reperfusdo (Wahl et al., 1988). Estudos in
vitro tém demonstrado que a bradicinina aumenta a permeabilidade da barreira
hematoencefalica para pequenas moléculas por agcao no receptor B, (Unterberg et
al., 1984) e diminui a resisténcia elétrica do endotélio cerebral (Butt, 1995),

sugerindo a abertura de juncdes intimas. Labradimil, um agonista de receptor B,



tem sido usado para aumentar a distribuicado de drogas no contexto de terapéutica
do Sistema Nervoso Central (Emerich et al., 2001). O processo celular no qual a
bradicinina induz o aumento na permeabilidade de ions na barreira
hematoencefalica inclui 0 aumento da concentracdo de calcio intracelular [Ca?'];

(Revest et al., 1991), ativacéo da fosfolipase A, liberagao de acido araquidénico e

producgdo de radicais livres (Sarker e Fraser, 1994).

1.4. Bradicinina

As cininas pertencem a um grupo de peptideos com 9 — 11 aminoacidos
incluindo bradicinina, calidina, T — cinina e seus metabdlitos ativos, desArgg-
Bradicinina (desArg®-BK) (Couture et al., 2001).

A participacao da bradicinina nos varios processos bioldgicos em diferentes
espécies vem sendo investigada desde o trabalho pioneiro de Rocha e Silva,
Beraldo e Rosenvfeld (1949). Neste trabalho, os autores demonstraram pela
primeira vez a ag¢ao estimulante da bradicinina no ileo isolado de cobaia e o efeito
hipotensor em cao.

Apoés a sua sintese por Boissonas et al. (1960), intensificaram-se os estudos
com este peptideo e varios efeitos farmacoldgicos foram encontrados. Entre eles,
o efeito hipotensor em céao, coelho, gato e rato; o aumento da permeabilidade
vascular em cobaia e rato; o efeito contratil no intestino isolado de cobaia e rato e
no utero e estdbmago de rato; e o efeito relaxante no duodeno de rato. Como

alguns destes efeitos sao sensiveis e especificos, eles tém sido usados como



bioensaios no estudo da bradicinina e cininas relatadas (Ferreira e Vane, 1967
Trautschold, 1970;).

A bradicinina, um nonapeptideo, € um dos produtos mais importantes de uma
série de processos patoldgicos que ocorrem seguido de uma lesao tecidual, como
visto acima (Walker et al., 1995; Hanson et al., 1996). Este poderoso peptideo pro-
inflamatério € liberado de seu precursor, o cininogénio de alto peso molecular, por
clivagem proteolitica de proteases séricas especificas chamadas de calicreina
como ilustrado pela figura 1 (Couture et al., 2001). Como ilustrado na figura 2, um
dos ativadores fisiologicos da pré-calicreina (que pode ser convertida em enzima
ativa, a calicreina) é o fator de Hageman (fator Xll da cascata de coagulagao
sangulinea), que se encontra na forma inativa no plasma, sendo ativado por
contato com superficies que tém uma carga negativa, como colageno, membrana
basal, lipopolissacarideos bacterianos, cristais de acido urico e outros. Entdo o
contato com superficies negativamente carregadas promove a interagado entre a

pré-calicreina e o fator Hageman, levando a geragéao de cininas (Dale et al., 1994).
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) CININASES
CALICREINAS

(Carboxipeptidase N)
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FISIOLOGIOS E
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Figura 1: Esquema das vias de formacao de degradagéo das cininas.

Pré-fator de Hageman

Fator Hageman Ativo

Proativador de plasminogénio

Coagulagao

Ativador de plasminogénio Pre-calicreina

Plasminogénio v
Calicreina
Plasmina
HMW cininogénio . » Bradicinina

Figura 2: Diagrama ilustrando a inter-relagédo entre calicreina plasmatica e sistema de coagulacao
(Adaptado de Katori et. al, 1975).
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As cininas circulam em concentracdes muito baixas no plasma e sao
degradas em cerca de 15 segundos por um grupo de peptidases conhecidas como
cininases. Em apenas uma passagem através do leito vascular pulmonar 80% a
90% das cininas podem ser destruidas. Cininases sao encontradas no sangue,
células endoteliais e outros tecidos. A cininase Il € uma dipeptidil
carboxipeptidase, também conhecida como Enzima Conversora da Angiotensina
(ECA), ou ainda E.C. 3.4.15.1, que remove o terminal C Phe-Arg da bradicinina e
esta localizada na face luminal da membrana de células endoteliais em grande
quantidade, sendo a principal responsavel pela hidrolise proteolitica local das
cininas. Entao a bradicinina, € convertida a bradicinina (1-7) e bradicinina (1-5),
metabdlitos inativos da bradicinina (Campbell et al., 1995; Gainer et al., 1998).
Estudos imunohistoquimicos e biolégicos demonstram a presenca da ECA nos
rins € na borda em escova da membrana das células do intestino delgado de
mamiferos (Lembeck et al., 1990), entretanto o principal local da acdo desta
enzima é o leito vascular do pulmao.

Inibidores da ECA podem exercer parte de seus efeitos farmacoldgicos via
mecanismos autocrinos-paracrinos, incluindo nao apenas o sistema renina-
angiotensina, mas também o sistema calicreina-cinina. Estes inibidores atenuam a
formagao de Angiotensina Il e levam cininas, como a bradicinina, a se acumularem
por inibicdo de sua degradacao. Entao, eles previnem as agdes sistémicas e locais
da Angiotensina Il e potencializam os efeitos metabdlicos e cardiovasculares da
bradicinina (Campbell, 1995; Linz et al., 1995). O captopril (D-3-mercapto-2-metil-
propanoil-L-prolina) € um inibidor enzimatico seletivo da ECA (Marceau et al.,

1983). A terapia com inibidores da ECA, os antihipertensivos, esta associada com
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aumento da prevaléncia da tosse ndo produtiva e edema angioneurotico, podendo
se classificar o captopril como tendo efeito pré-inflamatoério (Emanueli et al., 1998).
Esses efeitos colaterais dos antihipertensivos sao ocasionados por acumulo de
cininas e taquicininas, produzindo aumento do extravasamento plasmatico no
coracgao e liberacao aumentada de muco nas vias aéreas.

Elliot et al., 1960 mostraram que a bradicinina (BK) sintética injetada em
tecidos normais causou vasodilatagao, permeabilidade vascular aumentada e
percepcao da dor, sugerindo que este peptideo mimetiza varios eventos
inflamatorios distintos. E outros autores mostraram que a bradicinina esta
envolvida na formacdo de edema e varios outros aspectos que ativam a dor
inflamatdria, ativando e sensibilizando nociceptores (Steranka et al., 1988; Dray e
Perkins, 1993; Hall, 1997).

Foi observado ao nivel do sistema nervoso, que a administracao
intracerebroventricular de bradicinina provoca alteragées autonémicas (Ribeiro et
al., 1971; Correa e Graeff 1974, 1976; Correa et al., 1979) e também de
comportamento (Graeff e Arizawa, 1978). A descricdo de um sistema neuronal
com imunorreativaidade semelhante a bradicinina no cérebro de rato tem sugerido
um possivel papel neurotransmissor para este peptideo (Correa et al., 1979).

Com respeito a localizacao e efeito das cininas, as acdes destes peptideos
no sistema nervoso central (SNC), o qual contém todos os componentes do
sistema calicreina-cinina, ainda torna-se muito controversa (Hall e Geppetti, 1995;
Walker et al., 1995; Raidoo e Bhoola, 1998; Couture e Lindsey, 2000). Uma alta
densidade de sitios de ligacao de cininas que esta no SNC tem sido identificada

certamente em vasos sangliineos cerebrais. Porém, ambos receptores By e B>
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tém sido identificados nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e nas laminas superficiais
do corno dorsal, confinados com os terminais primarios de fibras sensérias da
medula espinhal (Steranka et al., 1988; Seabrook et al., 1997; Couture e Lindsey,
2000; Wotherspoon and Winter, 2000).

Do ponto de vista clinico, também tem sido implicada a participacdo das
cininas em algumas condigdes patoldégicas como na sindrome carcindide e
“‘dumping syndrome” pods-gastrectomia (Oates e Melmon, 1966; Roberts e
Mashford, 1972; Colman et al., 1976; Ishihara et al., 2002; Taub et al., 2003), no
choque hemorragico e endotédxico (Kellermeyer e Graham, 1968; Nies et al, 1968),
na pancreatite aguda (Roberts e Mashford, 1972), em doengas inflamatérias como
na artrite reumatica e outras formas de artrite (Melmon et al., 1967; Eisen, 1970),
em alteragbes vasculares da enxaqueca (Sicuteri, 1970), no infarto do miocardio
(Torstilla, 1978; Lagneux et al., 2003), na broncoconstricdo da asma (Collier et al.,
1960; Collier, 1963; Heitcsh, 2000) e no hiperbradicinismo (Streeten et al., 1972).
A importéancia do papel da BK nestas condigdes patoldégicas é ainda
desconhecida, sendo também dificil a interpretacdo da sua participacdo em
processos fisiolégicos normais, como nos eventos celulares e vasculares que
acompanham o processo inflamatério (Armstrong et al., 1954; Lewis, 1970;
Haberland e Rohen, 1973), como na hiperemia reativa em glandulas exdécrinas
(Hilton, 1970), como agente protetor contra a hipertensado (Mills, 1979) e na dor

(Armstrong, 1970).
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1.4.1 Receptores da Bradicinina

As cininas exercem seus efeitos farmacologicos através da ativagao de seus
receptores especificos. Em 1980, Regoli e Barabé subdividiram receptores de
cininas em dois tipos diferentes: receptores B4 € B,. Os receptores B4 pertencem a
superfamilia de receptores com sete dominios transmembrana (Figura 3),
acoplados a proteina G. Sua ativacdo estimula a hidrolise de fosfoinositol e o
aumento do [Ca*?]; através da subunidade G ag/11 e fosfolipase C (Austin et al.,
1997; Marceau et al., 1998). Estes receptores estao localizados primariamente na
musculatura lisa, e sao induzidos in vivo e in vitro por endotoxinas bacterianas,

citocinas, fatores de crescimento e durante leséo tecidual e inflamacao.

B1 Receptor

eaueaao DEEEEE

intraceliular
surface

Figura 3: Esquema do receptor B4. O N terminal extracelular, o C terminal intracelular e os 7
dominios transmembrana do receptor mostram grande homologia com o receptor B, (Fonte Raidoo
e Bhoola, 1997).

15



Os receptores B, estdo localizados em células endoteliais e na musculatura
lisa, sendo expressos constitutivamente (Marceau, 1998). Assim como o receptor
B1, o receptor B, pertence a familia de receptores com sete dominios
transmembranares (Figura 4), ligados a proteina G (Ga e Gq), que quando ativada
promove, via estimulagdo das fosfolipases A, € C, um aumento de [Ca®']i e a
formacao de prostaciclina I, 6xido nitrico e fator de ativagdo plaquetaria (Linz et

al., 1995) entre outros.

gatracellular face

T A BT
L B 3 W L

cytosolic tace

Figura 4: Esquema do receptor B, (Fonte Raidoo e Bhoola, 1997).

Os dois subtipos de receptores de cininas By e B, medeiam atividades
biolégicas de cininas como a BK, calidina (lys-BK), desArg®-BK e desArg'’-

Calidina (desArg9-KD) (Hess et al., 2002).
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A diversidade entre receptores de cinina By e B, de mamiferos resulta em
perfis farmacoldgicos distintos. BK e lys-BK sdo os agonistas endogenos do
receptor B, enquanto que desArg®-bradicinina e a desArg'®-calidina sdo agonistas
preferenciais do receptor By (Couture et al., 2001). Existem evidéncias sugerindo
que a calicreina e algumas outras proteases ativam receptores B, diretamente,
independente da liberagdo de bradicinina, sendo entdo proposto como um novo
grupo de receptores ativados por proteases séricas (Hecquet et al., 2000).

Uma vez formada na periferia, cininas ativam fibras A delta e C nos nervos
sensoriais produzindo dor, hiperalgesia ou alodinia em humanos e animais
experimentais. Ainda, podem ter efeitos indiretos mediados pela liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios e hiperalgésicos tais como neuropeptideos,
neurocininas e peptideo-relacionado com gene da calcitonina (CGRP), éxido
nitrico e metabdlitos derivados da via do acido araquiddnico, os quais também
participam das propriedades pro-inflamatorias e nociceptivas (Dray e Perkins,
1997; Calixto et al., 2000; Campos e Calixto, 2000; Calixto et al., 2001;).

Segundo Siebeck et al., (1998), enquanto que o receptor B, é constitutivo, o
receptor B1 € geralmente ausente no tecido normal e animais saudaveis, mas
expressos em animais com infec¢cao estabelecida. Foi mostrado, entdo, que o
receptor By € induzido e superexpresso durante a injuria tecidual, como por
exemplo, seguido do tratamento com endotoxinas bacterianas e citocinas tais
como interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) (Marceau et al.,
1997; 1998).

Resultados obtidos com modelos animais sugerem que receptores B, estao

envolvidos na fase aguda da resposta inflamatéria e nociceptiva, enquanto que os
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receptores B4 participam da fase crénica da resposta (Dray e Perkins, 1993; Dray,
1997). Isto ocorre porque as fungdes do receptor B, sdo controladas por
mecanismos de curta duragdo envolvendo rapida dissociacdo do ligante,
dessensibilizacdo do receptor e internalizagdo com uma estimulacido de longa
duragdo, como a diminuicdo da expressdo (downregulation) (Munoz e Leeb-
Lundberg, 1992; Munoz et al., 1993; Mathis et al., 1996; Faussner et al., 1999;
Phagoo et al., 1999; Marceau et al., 2001). Ao contrario, os receptores B4 elicitam
respostas persistentes e sinalizagdo que sao subjetivas para uma
dessensibilizag&o limitada e internalizagdo do receptor com uma dissociagao muito

lenta do ligante (Mathis et al., 1996; Austin et al., 1997; Faussner et al., 1999).

1.4.1.1 O papel especifico do receptor B, na inflamacgao

Os efeitos pro-inflamatorios dos receptores B4 incluem promogéo do trafico
de leucécitos, edema e dor (Couture et al., 2001).

Num modelo animal mostrado por Perron et al. (1999), onde a inflamacgao foi
induzida por inje¢ao intravenosa de Sephadex, a ativagao do receptor B4 induziu
infiltracdo leucocitaria pulmonar, a qual foi bloqueada por um antagonista do
receptor Bs.

Um receptor B4 constitutivo foi encontrado mediando a resposta inflamatéria
induzida por injecao intrapleural de agonistas B1 no modelo de pleurisia. Esta
resposta inflamatéria que incluiu permeabilidade vascular aumentada e influxo
celular, certamente de neutrofilos e em menor extensdo células mononucleares,

foi mediada pela liberagdo de neuropeptideos sensoriais primarios, tais como a
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substancia P e peptideo-relacionado com gene calcitonina (CGRP) e também por
oxido nitrico (Vianna e Calixto, 1998). Substéncia P e CGRP induzem expressao
rapida de moléculas de adesao celular (E-selectina, P-selectina e molécula de
adeséo intercelular 1), as quais tém um papel primario no desenvolvimento e
adesao de neutrofilos circulantes (Matis et al., 1990; Sung et al., 1992; Smith et al.,
1993; Nakagawa et al., 1995).

Os receptores B1 podem ativar indiretamente fibras aferentes sensoriais C
através da liberacdo de prostaglandinas (Dray e Perkins, 1993), mastdcitos
(McLean et al., 2000) e citocinas, especialmente interleucina 1 (Perretti et al.,
1993; Ahluwalia e Perretti, 1994).

Foi mostrado também que porcos em condi¢des inflamatorias pré-existentes,
mostram uma resposta hipotensiva aumentada ao agonista Bi. Enquanto que
animais sem sinais de infecgdo ndo respondem ou somente respondem a altas
doses de agonista B1. O que sugere que o receptor By aumenta sua expressao
(upregulation) e ap6s a indugao com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Siebeck
et al., 1998).

Em termos de eventos envolvidos na inflamacdo, foi mostrado que os
receptores B4 podem contribuir in vivo para o recrutamento de leucécitos, mas
parece ser através de um mecanismo indireto (Ahluwalia e Perretti, 1996) e que
um acumulo de leucdcitos & parcialmente prevenida pelo [Leul®desArg®-BK
(antagonista B+), mas ndo por HOE 140 (antagonista By). Além disso, a desArg®-
BK aumentou a migracdo de leucocitos sendo inibido por antagonistas de
substancia P e CGRP (Ahluwalia e Perretti, 1996), indicando que a estimulagao

dos aferentes sensoriais pela desArg®-BK provavelmente liberaram

19



neuropeptideos localmente, que entdo, determinaram a resposta quimiotatica
(Marceau et al., 1998).

A expressao do receptor B¢ foi mostrada em baixas concentragdes na maioria
dos tecidos em animais controle e induzida em tecidos inflamados, por exemplo,
apos o tratamento com LPS (Marceau et al., 1997).

Dentre os eventos vasculares envolvidos na inflamagédo, Hayashi et al.
(2002) mostraram que a expressdao de RNAm do receptor B4 induzido na pleura
aumentou de 3 a 5 horas apds a injegcao de carragenina na cavidade pleural e que
a injecdo exogena de desArg®-BK na cavidade pleural provocou uma aumento
significante no extravasamento plasmatico. A administragdo de antagonistas do
receptor B1, ([Leu]®desArg®-BK ou desArg®-D-Arg-[Hyp®, Thi°, D-Tic’,0ic®-BK)
significativamente reduziu a taxa de exsudacdo. Porém, em ratos deficientes de
cininogénios, a administracdo intrapleural de desArg®-BK ndo resultou num
aumento maior do extravasamento plasmatico. Portanto, a desArgg-BK gerada
endogenamente poderia contribuir para o extravasamento plasmatico na pleurite
induzida por carragenina, via mediagao de um receptor B4 induzivel.

No sistema nervoso do rato, receptores B¢ funcionais foram encontrados na
medula espinhal e sua ativacao provavelmente facilita o reflexo nociceptivo, como
mostrado nos camundongos “knock-out” de receptores B+, que reduziram o reflexo
nociceptivo (Pesquero et al., 2000). Dray et al. (1997), mostraram que a ativagao
do receptor By pode ter efeitos indiretos nos neurbnios pela estimulacdo da

liberagao de outros mediadores neuroativos de células imunes.
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Através de técnicas de imunomarcacao, os receptores B4 foram localizados
nos neurbnios humanos do talamo, medula espinhal e hipotalamo (Raidoo e
Bhoola, 1997).

Foi mostrado que antagonistas de receptores B; tornam-se mais
progressivamente efetivos em reduzir o extravasamento plasmatico inflamatorio
basal usando o modelo de artrite crénica induzida por antigeno (Cryws et al.,
1994).

Um estudo, realizado com coelhos tratados com lipopolissacarideo (LPS),
uma resposta hipotensiva foi observada com um agonista desArg®-BK seletivo
para receptor B4, ndo sendo observada em animais controles (Regoli et al., 1981;
Marceau et al., 1983). Este efeito foi bloqueado por um antagonista competitivo de
receptor B1, desArg'-[Leu]’calidina (Nwator e Whalley, 1989). Um estudo recente
demonstrou que endotoxinas aumenta a formacdo de edema mediado por

receptor By em modelos de primatas nao-humanos (DeBlois e Horlick, 2001).

1.4.1.2 O papel especifico de receptor B, na inflamacao

Os receptores B,, considerados receptores classicos das cininas, medeiam a
maioria das respostas biologicas induzidas pela bradicinina incluindo
broncoconstricgcao, hipotensao, resposta inflamatoéria aguda, dor e hiperalgesia e
estdo presentes em varios tecidos (Steranka e Burch, 1991; Hall, 1997; Dray e
Perkins, 1993). Estes receptores tém sido descritos em numerosas preparagoes in
vitro, incluindo preparagoes intestinais, cardiovasculares, genito-urinaria e trato

respiratorio e também em tecidos oculares e neuronais (Hall, 1997).
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Alguns autores mostraram que a produgcdo de edema e permeabilidade
vascular aumentada sao certamente mediados pelo receptor B, constitutivo em
varios modelos de inflamagéo visceral aguda e cutanea tais como pancreatite e
cistite ou ocorre em resposta ao tratamento com carragenina ou colagenase
(Burch e DeHass, 1990; Wirth et al., 1991; Décarie et al., 1996; Griesbacher e
Legat, 1997; 2000).

Whalley et al. (1984) mostraram que a medida do edema agudo produzido
por injecdo de cinina na pata do rato, baseado no uso de peptideos agonistas e
antagonistas, se deve ao envolvimento do receptor B;, sem o significante
envolvimento de B4. Entdo, um antagonista especifico de B, como o FR 167344,
exerce algumas atividades antiinflamatérias em modelos animais agudos
associados com ativagao do sistema calicreina-cinina (Asano et al., 1997).

Em um modelo de infecgdo cronica com injecdo de micobactéria BCG na
pata do rato determinou um estado persistente de 10 semanas na sensibilidade ao
desArg®-BK, medida através da formagdo de edema da pata apds a injecdo local
(Campos et al., 1997). A administracdo repetida de um agonista By, [Tyr®]-BK, na
pata do rato sensibilizou o animal ao desArg®-BK, enquanto que o edema causado
pelo [Tyr¥]-BK exibiu taquifilaxia, sugerindo que a estimulagado intensa de B, pode
disparar diretamente ou indiretamente o aumento na expressao de receptores B
para amplificar a resposta tecidual as cininas durante a reacao inflamatoria
(Campos et al., 1997). No sistema nervoso sensorial do rato, receptores B, tém
sido localizados nos ganglios da raiz dorsal e corno dorsal (Winter, 2000). Através
de técnicas de imunomarcacao, os receptores B, foram encontrados em neurdnios

no encéfalo de humanos, no tronco cerebral, nucleo basal, cértex cerebral, talamo
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e hipotalamo e também no seio dural sagital superior e epéndima do terceiro
ventriculo e ventriculo lateral (Raidoo e Bhoola, 1997).

Trabalhos indicaram que o HOE 140 (D-Arg-[Hyp?, Thi®, D-Tic’, Oic®]-BK) ¢
um, antagonista especifico e seletivo dos receptores B, in vivo e in vitro (Wirth et
al., 1991; Rhaleb et al., 1992). Este antagonista mostrou a capacidade de bloquear
0 extravasamento plasmatico induzido pela bradicinina na traquéia de cobaias
(Watanabe et al.,, 1999) e na pata de ratos (Legat et al.,, 1994). A auséncia de
efeito do HOE 140 na resposta a PGE,, dopamina, TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8
confirma a especificidade do HOE 140 relatada em outros sistemas e fornecem
evidéncias de que os receptores B, nao estdo envolvidos na mediagcdo de
respostas a esses outros algésicos (Ferreira et al., 1993; Walker et al., 1995).
Desta forma o desenvolvimento de antagonistas efetivos e metabolicamente
resistentes dos receptores B, poderia contribuir para o tratamento dos sintomas de
doengas como a artrite reumatdide e a gota, e talvez até modificar o curso das
doencgas, ja que todos os constituintes do sistema calicreina-cinina foram
identificados no fluido sinovial de pacientes com artrite de varias etiologias e

outras doencas relacionadas (Blais et al., 1997).
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Quadro 1 - Principais caracteristicas dos receptores das cininas

Agonistas naturais

Principais
seletivos

agonistas

Padrao de expressao

Vias de transdugcao de
sinal

Vias alternativas de
sinalizacao
Interacdo com  outros

sistemas envolvidos
inflamacgao

na

Dissociacao do agonista

Dessensibilizacao

Envolvimento em
respostas infamatérias e
dolorosas

Potencial terapéutico

Receptores B;
BK e calidina

HOE 140, NPC 17731, WIN
64338, FR 177344, NPC 18884
e bradyzide

Constitutivos, sendo induziveis
na musculatura lisa das artérias,
células sinoviais e pulmdes
humanos

Vias dependentes da PKC e do
aumento transitério nas
concentracdes de Ca™"

Sua estimulagdo pode ativar:
MAPK, TK, PI3K

Estimulagdo da PLA;, COX-1/2
e NOS, e inducédo de algumas
citocinas (IL-18, IL-6 e IL-8)

Rapida

Facilmente dessensibilizado

Associado a fase aguda da dor
e da inflamacao

Questionavel, sua estimulacao
esta freqientemente
relacionada a processos
fisiologicos

Receptores B
DesArg®-BK e desArg'®-KD

[Leu]®desArg®-BK,
[Leu]’desArg’®-KD,  deaArg'®-
HOE 140, B 9858, R 715

Sao induzidos apds traumas ou
em processos inflamatodrios.
Expressos constitutivamente em
alguns tecidos

Vias dependentes da PKC e de
um aumento sustentado nas
concentracdes de Ca™"

ser
da

Sua expressao
requlada pela
MAPK, PKC e TK

pode
ativacao

Sua expressao ocorre
freqientemente em paralelo a

de outros componentes do
processo inflamatorio, como:
COX-2 e NOS;

Lenta

resistem a
exceto
expressos

Normalmente
dessensibilizacao,
quando
artificialmente

Envolvida no estagio crénico da

inflamagédo e da resposta
dolorosa
Alta, é possivel que

antagonistas nao-peptidicos
seletivos para receptores B
tenham utilidade no tratamento
de doencas inflamatorias
cronicas

Adaptado de Campos, (2001). NOS, oxido nitrico sintase; COX, ciclooxigenase; PKC,

proteina quinase; TK, tirosina-quinase; MAPK, MAP-quinase; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinase.
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Apesar de terem sido realizados outros estudos em nosso laboratério, que
utilizaram mediadores inflamatorios para verificar o extravasamento plasmatico no
sistema nervoso central, um ponto interessante a ser investigado é se a desArg®-
BK e a bradicinina, agonistas dos receptores B4 e B, das cininas, respectivamente,
que como vistos anteriormente também participam ativamente do processo
inflamatorio, poderiam influenciar de alguma forma o extravasamento plasmatico

induzido na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Neste trabalho foi avaliada a participagdo dos receptores B¢ e B, das cininas

mediando o extravasamento plasmatico na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o extravasamento plasmatico induzido pela bradicinina e pela
desArg®-BK na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos;

Avaliar o efeito de antagonistas de receptores B1 e B, sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela bradicinina e desArg®-BK;
Verificar o efeito de doses sub-letais de LPS isoladamente no
extravasamento plasmatico e um possivel envolvimento dos
receptores B4 e By;

Analisar o envolvimento de receptores NK4, da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e da NO sintase no extravasamento plasmatico
induzido pela BK através do uso de antagonistas de receptor NKj,
inibidores da ECA e também através da inibicdo da enzima NO

sintase, na acio das cininas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 300 gramas,
provenientes do Biotério Central da UFSC. Os experimentos seguiram o0s
regulamentos oficiais de cuidado e tratamento com os animais (CEUA - protocolo
185), que foram mantidos em gaiolas de 6 elementos cada, com agua e ragao
sélida peletizada, ambos ad libitum. A sala de manutencao tinha temperatura
ambiente climatizada e mantida entre 22° e 24° C em ciclo de claro e escuro de 12
horas (luz das 7 as 19 horas). As administragdes das substancias foram realizadas
via veia peniana dorsal, utilizando para tanto, agulhas 13 x 4,5 mm. Na maioria

dos grupos experimentais utilizamos aproximadamente 10 animais.

3.2. Estudo do extravasamento plasmatico

3.2.1. Azul de Evans como marcador

O corante azul de Evans foi usado como marcador para a quantificagao do
extravasamento plasmatico, pois quando injetado intravenosamente, este se liga a
uma proteina plasmatica, a albumina, e assim permanece dentro do sistema
vascular. Somente ira ocorrer extravasamento plasmatico deste corante fluindo

para os tecidos, na presenca de mediadores quimicos que promovam a formacao
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de poros ao longo do endotélio das vénulas pods-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 através da via intraperitonial. As veias jugulares foram dissecadas
através de incisao na regiao cervical anterior e isoladas com fio de algodao para
posterior secgado e perfusdo. Apds anestesia e dissecagdo das veias, os animais
foram submetidos a diversos tratamentos conforme protocolo experimental
adiante. Subsequientemente o extravasamento plasmatico dos érgaos em estudo
foi avaliado, como descrito a seguir.

Foi administrado intravenosamente, na dose de 20 mg/Kg, uma solugdo do
corante azul de Evans na concentragdo de 25 mg/ml em salina 0,9%. Depois de
10 minutos o térax foi aberto e uma cénula foi colocada no interior da aorta através
do ventriculo esquerdo para perfusdo com solugao salina fisiolégica (NaCl 0,9%)
para a circulagao cerebral sendo as veias jugulares cortadas (Mossauoui et al.,
1993). Os animais foram perfundidos com 60 ml dessa solugdo por 3 minutos para
a remocao do corante da circulacdo cerebral. Subseqlentemente ocorreu a
decapitacdo dos animais com posterior incisdo no couro cabeludo e calota
craniana na altura da sutura sagital, desde o focinho até a base do cranio. Apoés

craniotomia na sutura sagital com posterior afastamento das por¢des cranianas, o
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encéfalo foi retirado. Cuidadosamente fez-se o descolamento da dura-mater da
estrutura dOssea craniana e em seguida foram separados dois fragmentos de
tamanhos e pesos semelhantes. Também foram removidos e separados dois
fragmentos do cerebelo e do 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 remanescentes por incubagdo em
formamida na concentragdo de 4 ml/mg de tecido na temperatura ambiente por 24
horas. Para a medida de densidade Optica da solugdo de azul de Evans foram
retiradas aliquotas de 75ul de cada tecido incubado em formamida e colocadas
em placas de 96 pocos apropriadas para leitura em um leitor de Elisa (Titertek
Multiskan). Um filtro que permitia a leitura de comprimento de onda de 620 nm foi
utilizado. O conteudo do azul de Evans de cada tecido foi expresso em
microgramas de azul de Evans por grama de tecido seco prevenindo desta forma
erros decorrentes da possivel formacao de edema (Nicolau et al., 1993). O azul de
Evans extravasado foi quantificado pela interpolacdo em uma curva padrao de
diluicdo do corante em uma concentracdo de 0,5-25 ug/ml de azul de Evans em
formamida e expresso como ug de corante/g de tecido seco (Warwick et al., 1995).

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

Abs = leitura espectrométrica da absorbancia em 620 nm.

K = constante calculada a partir da curva padréo de azul de Evans.
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3.3. Grupos experimentais

3.3.1. Efeito da bradicinina (BK) sobre o extravasamento plasmatico na
dura-mater, cerebelo e cértex de ratos e da administragcao de antagonistas

seletivos dos receptores B1 e B; sobre este extravasamento plasmatico.

Para verificar o efeito da BK no extravasamento plasmatico, foi utilizada a
dose que provocou queda na pressao arterial de ratos anestesiados (Nicolau et
al., 1996) e a que induziu o aumento do extravasamento plasmatico em diversos
tecidos de ratos (Wille et al., 2001; Nicolau et al, 2003). Posteriormente a dose de
BK foi reduzida para que o extravasamento plasmatico na dura-mater pudesse ser
observado.

Em uma série de experimentos, os ratos receberam BK, um agonista de
receptores B,, isoladamente ou associada ao pré-tratamento com antagonistas
seletivos de receptores: B; ([Leu]®desArg®-BK) e B, (HOE-140) das cininas.
Primeiramente no grupo controle, foi administrado azul de Evans em solugao
salina a 0,9%. O extravasamento plasmatico foi induzido pela BK nas
concentracdes (0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 nmol/Kg, i.v.), associado com azul de
Evans.

Nos animais tratados com antagonistas, estes foram administrados dez
minutos antes da injecéo intravenosa de BK, num grupo o HOE-140 (10 nmol/Kg,

i.v.) e em outro grupo o [Leu]®desArg®-BK (1 nmol/Kg, i.v.).
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3.3.2. Efeito da desArg®-BK (DABK) sobre o extravasamento plasmatico
na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos e da administracao de
antagonistas seletivos dos receptores B1 e B, sobre este extravasamento

plasmatico.

Em outra série de experimentos, os ratos receberam DABK, um agonista de
receptores B4, isoladamente ou associada ao pré-tratamento com antagonistas
seletivos de receptores: By ([Leu]’desArg®-BK) e B, (HOE-140) das cininas. O
extravasamento plasmatico foi induzido pela DABK nas concentracdes (0,03; 0,1;
0,3; 1 e 3 nmol/Kg, i.v.), associado com azul de Evans.

Nos animais tratados com antagonistas, estes foram administrados dez
minutos antes da injecdo intravenosa de DABK, num grupo o [Leu]®desArg®-BK (1

nmol/Kg, i.v.) e em outro grupo o HOE-140 (10 nmol/Kg, i.v.).

3.3.3. Efeito da administracdao do antagonista de receptores NK; sobre
o extravasamento plasmatico induzido pela bradicinina na dura-mater,

cerebelo e cortex de ratos
Num grupo de animais um antagonista de receptor NK1, o RP 67580 (10

nmol/Kg, i.v.), foi injetado 10 minutos antes da administragédo de BK (0,3 nmol/Kg,

iv.).
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3.3.4. Efeito da administracao de um inibidor de NO sintase sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela BK e no extravasamento

plasmatico induzido pela DABK na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos

O inibidor da NO sintase, N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 10
nmol/Kg, i.v.), em um grupo de animais o L-NAME foi injetado 10 minutos antes da
administragao de BK (0,3 nmol/Kg, i.v.), € em outro grupo o pré-tratamento com L-

NAME foi administrado 10 minutos antes da injegdo de DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.).

3.3.5. Efeito do captopril (CAP) sobre o extravasamento plasmatico

induzido pela BK na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos

O CAP (10 nmol/Kg, i.v.), um inibidor da enzima conversora da angiotensina
(ECA), em um grupo experimental foi administrado isoladamente. Em outro
grupo,o0 CAP (10 nmol/Kg, i.v.) foi injetado 10 minutos antes da administracao da
BK (0,3 nmol/Kg, i.v.). E um terceiro grupo de animais foi pré-tratado (10 minutos)
com HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.), depois de 10 minutos foi injetado o CAP (10

nmol/Kg, i.v.) e apos 10 minutos foi administrada a BK (0,3 nmol/Kg, i.v.).
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3.3.6. Efeito do lipopolissacarideo bacteriano (LPS) sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela DABK na dura-mater, cerebelo e

cortex de ratos

Em um grupo de animais o LPS (100 ug/Kg, i.v.), foi injetado isoladamente
24 horas antes da inje¢cao do corante azul de Evans. Em outro grupo, os animais
foram pré-tratados (24 horas) com LPS, e entdo administrado o DABK (0,3
nmol/Kg, i.v.). Outros dois grupos de animais foram também pré-tratados (24
horas) com LPS, em um deles foi administrado [Leu]®desArg®-BK (1 nmol/Kg, i.v.)
10 minutos antes da inje¢gdo de DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.). E no outro grupo foi
administrado o HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes da inje¢gdo de DABK

(0,3 nmol/Kg, i.v.).

3.4. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (+
EPM) e os dados avaliados pela analise de varidancia (ANOVA de uma via),
seguida pelo teste de post-hoc de Newman-Keuls, para multiplas comparagdes.

Como nivel de significancia, foi adotado um valor de p<0,05. A analise foi
realizada, através de um programa estatistico (Statistica versao 5.0 — Statsoft

Inc.).
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3.5. Drogas

Corante azul de Evans, DABK, BK, [Leu]’desArg®-BK, HOE-140, LPS,
captopril e L-NAME foram obtidos do laboratério Sigma Chemicals Co (St Louis,
USA); RP 67580 foi gentilmente doado pelo Dr. Regoli (University of Sherbrooke,
Quebec, Canada). A formamida foi obtida do laboratério Merck e o pentobarbital

sédico (Hypnol®) do laboratdrio Cristalia, Brasil.

3.6. Equipamentos
Os seguintes equipamentos foram utilizados: 1- Leitor de Elisa Titertek Multiskan
(Flow Laboratories, McLean, Va.) equipado com filtro de leitura em 620 nm de

comprimento de onda para 96 pocos. 2- Bomba Dosadora Peristaltica Milan

modelo 202. 3- Balanga de precisao (0-0,1 mg) marca Sartorius.
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4. Resultados

4.1. Efeito da bradicinina (BK) sobre o extravasamento plasmatico na

dura-mater, cerebelo e cortex de ratos

A administracao intravenosa de BK (0,03 nmol/Kg, i.v.) ndo induziu alteragéo
significativa em nenhum dos seguintes tecidos: dura-mater, cerebelo e cortex. A
BK na dose de 0,1 nmol/Kg, i.v., induziu um aumento significativo de 39% no
extravasamento do corante azul de Evans na dura-mater comparado ao grupo
controle. O extravasamento do corante no cerebelo e no cértex ndo foi afetado.
Doses de bradicinina 0,3; 1 e 3 nmol/Kg, i.v., induziram um aumento dose-
dependente e significativo do extravasamento do corante azul de Evans na dura-
mater de 73%, 56% e 65%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle. Uma
dose maior de BK (10 nmol/Kg, i.v.) aumentou em apenas 31% na dura-mater, ndo
significativa em relagdo ao grupo controle. Nos demais tecidos, cértex e cerebelo,
as doses testadas ndo alteraram significativamente o extravasamento plasmatico

(Fig. 5, Tab. I).
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FIGURA 5 - Efeito da BK (0,03 a 10 nmol/Kg, i.v.) no extravasamento

plasmatico na dura-mater,

cerebelo e cortex de

ratos. A

concentragao de azul de Evans de cada tecido foi usada como indice
quantitativo do extravasamento plasmatico. As colunas indicam as médias

€ as barras verticais o erro padrao das médias.

* p<0,05 e ** p<0,01 indicam as diferengas significativas do efeito da

BK em relagdo ao grupo controle.
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TABELA | — Efeito do extravasamento plasmatico induzido pela BK
(0,03 a 10 nmol/Kg i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos.

BK (nmol/Kg) DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 0,9 (n=17) 32,1 £ 1,4 (n=28) 29,1 + 1,5 (n=23)
0,03 66,7 £ 1,2 (n=6) 30,8 + 2,1 (n=6) 24,6 + 1 (n=6)
0,1 73,3 £ 1,4 (n=5) * 26,5 + 2,6 (N=6) 29,4 + 4,2 (n=6)
0,3 91,2 +£3,7 (n=12) ** 29,3 + 1,1 (n=20) 31,1 £1,7 (n=18)
1 82,4 + 2,4 (n=19) ** 33 £ 0,9 (n=23) 27,2 + 1 (n=31)
3 87,3 £ 3,9 (n=17) ** 29,3 + 1,2 (n=25) 29,9 + 2 (n=17)
10 69,3 £ 2,2 (n=11) 29 + 2,5 (n=09) 28,4 + 2,5 (n=09)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apos a
administragcao de BK. Os grupos experimentais foram comparados com o controle
e avaliados pela analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de
post-hoc e Newman-Keuls para multiplas comparacgoes.

* p<0,05 e ** p<0,01 indicam as diferencgas estatisticamente significantes do efeito
das doses de BK em relagao ao grupo controle.
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41.1. Efeito de antagonistas e receptores B; e B, sobre o

extravasamento plasmatico induzido pela BK

O pré-tratamento com o antagonista de receptores B,, HOE 140 (10
nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes da administracdo da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.),
reduziu significativamente em 51,2%, o extravasamento plasmatico na dura-mater,
comparado ao efeito da BK administrada isoladamente (Fig. 6, Tab. II). A
administracdo de HOE 140 isoladamente ndo modificou o extravasamento
plasmatico nos tecidos analisados (resultados ndo mostrados).

A administraco isolada do antagonista de receptores By, [Leu]®des Arg®-BK
(LDABK, 1 nmol/Kg, i.v.), ndo modificou o extravasamento plasmatico nos tecidos
analisados (Fig. 7, Tab. Il). O pré-tratamento com este antagonista, 10 minutos
antes da administracdo da BK (1 nmol/Kg, i.v.), ndo reduziu o extravasamento

plasmatico induzido pela BK na dura-mater (Fig. 7, Tab. Il).
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FIGURA 6 - Efeito da administracao do HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg,
i.v.) na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos. As colunas indicam as
médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenga significante do efeito da BK em relagdo ao
grupo controle.

€ ¢ p<0,01 indica a diferenga significante do efeito do antagonista B,
(HOE 140), associado a dose de BK, comparado com o extravasamento
plasmatico induzido pela BK.
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FIGURA 7 - Efeito da administragdo do [Leu]®desArg®-BK (LDABK, 1
nmol/Kg, i.v.), sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK
(1fnmol/Kg, i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As
colunas indicam as médias e as barras verticais o erro padrdo das
médias.

** p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da BK em relagéo ao
grupo controle.

®® p<0,01 indica a diferenca estatisticamente significante do efeito do
antagonista B4, (LDABK), + BK comparado com o grupo controle.
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TABELA Il — Efeito da administracao do HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) e da
administracdo do [Leu]’desArg®-BK (LDABK, 1 nmol/Kg, i.v.), sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela BK (1 nmol/Kg, i.v.) na dura-mater,
cerebelo e cortex de ratos.

DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 £ 0,9 (n=17) 32,114 (n=28)  29,1%1,5(n=23)
BK 0,3 91,2+37(n=12)*  293+1,1(n=20)  31,1+1,7 (n=18)
HOE 140 + BK 0,3 | 64,2+ 12 (n=09) &  30,1%3,1(n=8) 27 +2,8 (n=8)
BK 1 82,4 + 2,4 (n=19) ** 33 +0,9 (n=23) 27,2 + 1 (n=31)
LDABK 1 54,5 + 1,9 (n=7) 29,7 + 4,9 (n=6) 24,3 + 2,4 (n=5)
LDABK 1+BK1 | 83,672 (n=7) ee 28,2 + 2,8 (n=8) 26,4 + 1,8 (n=8)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apdés a
administracao de BK (0,3 nmol/Kg i.v.) isoladamente ou em presenga de HOE 140,
e da BK (1 nmol/Kg i.v.) isoladamente ou em presenga de LDABK . Os grupos
experimentais foram comparados com o controle e avaliados pela analise de
variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de post-hoc e Newman-Keuls
para multiplas comparacoes.

** p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da BK (0,3 e 1 nmol) em relagao
ao grupo controle.

¢ ¢ p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito do HOE 140, associado a dose
de BK, comparado com o extravasamento plasmatico induzido pela BK.

ee p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do LDABK, associado a dose
de BK, comparado com o extravasamento plasmatico induzido pela BK.
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4.2. Efeito da desArg®-BK (DABK) no extravasamento plasmatico na

dura-mater, cerebelo e cortex de ratos

A administragéo intravenosa de DABK (0,03 nmol/Kg, i.v.), ndo alterou o
extravasamento plasmatico do corante azul de Evans na dura-mater, cerebelo e
cértex de rato. Ja a elevagdo na dose deste agonista By para 0,1 nmol/Kg, i.v.
induziu um aumento significativo de 39% no extravasamento plasmatico de azul
de Evans na dura-mater em relacdo ao grupo controle. Sem alterar o
extravasamento do corante nos outros tecidos estudados (cerebelo e cortex). O
aumento da dose de DABK para 0,3 e 1 nmol/Kg, i.v., aumentou de forma dose-
dependente o extravasamento plasmatico na dura-mater de forma significante em
68% e 63%, respectivamente, em relagdo ao controle, mas sem qualquer tipo de
modificagdo nos demais tecidos. A maior dose de DABK (3 nmol/Kg, i.v.), ndo
alterou de forma significante o extravasamento plasmatico nos tecidos analisados

(dura-mater, cerebelo e cortex) (Fig. 8, Tab. IlI).
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FIGURA 8- Efeito da DABK (0,03 a 3 nmol/Kg, i.v.) sobre o
extravasamento plasmatico na dura-mater, cerebelo e coértex de
ratos. A concentragcdo de azul 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 as diferencas significativas do efeito das
doses de DABK em relag&o ao grupo controle.
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TABELA Il — Efeito da DABK (0,03 a 3 nmol/Kg, i.v.) sobre o
extravasamento plasmatico na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos.

DABK (nmol/Kg)

DURA-MATER

CEREBELO

CORTEX

CONTROLE
0,03
0,1
0,3
1

3

52,7 + 0,9 (n=17)
59,1 + 1,5 (n=6)
73,6 + 1,4 (n=5) *
88,6 + 2,6 (n=20) **
86,3 + 2,9 (n=9)**

67 + 4,6 (N=6)

32,1+ 1,4 (n=28)
23,1+ 1,4 (n=6)
22,4 + 1 (n=5)
29,2 + 1,2 (n=26)
29,7 + 1,6 (n=13)

28,4 +2,7 (n=7)

29,1+ 1,5 (n=23)
20,2 + 0,6 (n=6)
24,1+ 1,1 (n=5)
28,2 + 1,1 (n=24)
29,2 + 1,7 (n=14)

22,1 +0,9 (n=5)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apos a
administragdo de DABK. Os grupos experimentais foram comparados com o
controle e avaliados pela analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo
teste de post-hoc e Newman-Keuls para multiplas comparacgoes.
* p<0,05 e ** p<0,01 indicam as diferengas significativas do efeito das doses de
DABK em relagdo ao grupo controle.
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4.2.1. Efeito de antagonistas B; e B, sobre o extravasamento

plasmatico induzido pela DABK

O pré-tratamento dos animais com o [Leu]’des Arg®-BK (LDABK, 1
nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes da administracdo da DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.),
reduziu significativamente em 57% o extravasamento plasmatico na dura-mater,
comparado ao efeito isolado da DABK. N&o foi observada alteragcdo no
extravasamento plasmatico no cerebelo e no coértex (Fig. 9, Tab. IV).

Contudo, a administragdo do HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes
da DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.), ndo reduziu significativamente o extravasamento

plasmatico induzido pelo agonista B1 na dura-mater (Fig. 10, Tab. IV).
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FIGURA 9 - Efeito da administracdo do LDABK (1 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela DABK (0,3
nmol/Kg, i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As colunas
indicam as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da DABK em relagao
ao grupo controle.

€ ¢ p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do antagonista
LDABK, + DABK, comparado com o extravasamento plasmatico induzido
pela DABK.
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FIGURA 10 - Efeito da administracao do HOE 140 (10 nmol/Kg i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela DABK (0,3
nmol/Kg i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As colunas
indicam as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenga significativa do extravasamento plasmatico
induzido pela DABK em relag&o ao grupo controle.

@0 p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do extravasamento
plasmatico induzido pelo antagonista HOE 140 , + DABK comparado com
0 grupo controle.
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TABELA |V — Efeito do pré-tratamento com LDABK (1 nmol/Kg i.v.) e do
HOE 140 (10 nmol/Kg i.v.), sobre o extravasamento plasmatico induzido pela
DABK (0,3 nmol/Kg i.v.) na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos.

DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 £ 0,9 (n=17) 32,1+1,4 (n=28)  29,1%1,5(n=23)
DABK 88,6 +2,6 (n=20)*  29,2+1,2(n=26) 28,2 +1,1 (n=24)
LDABK 54,5 + 1,9 (n=7) 29,7 + 4,9 (n=6) 24,3 + 2,4 (n=5)
LDABK + DABK | 585+2,4 (n=15)e ¢ 28,6 +2,1 (n=10) 29 + 1,2 (n=16)
HOE 140 + DABK | 922 +45 (n=11) e 32,4 +27 (n=11) 29,3 + 2,4 (n=8)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apos a
administracao de DABK isoladamente ou em presenca de LDABK ou de HOE 140.
Os grupos experimentais foram comparados com o controle e avaliados pela
analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de post-hoc e
Newman-keuls para multiplas comparacoes.

** p<0,01 indicam as diferengas estatisticamente significantes do efeito da dose de
DABK (0,3 nmol) em relagédo ao grupo controle.

¢ ¢ p<0,01 indica a diferenca estatisticamente significante do efeito do LDABK,
associado a dose de DABK, comparado com o extravasamento plasmatico
induzido pela DABK.

ee p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do HOE 140, associado a dose
de DABK, comparado com o extravasamento plasmatico induzido pela DABK.
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4.2.2. Efeito do LPS sobre o extravasamento plasmatico induzido pela

DABK na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos

A administracao de lipopolissacarideo bacteriano (LPS, 100 ug/Kg, i.v.), 24
horas antes da inje¢cdo do corante azul de Evans, induziu um aumento significativo
do extravasamento plasmatico em 71% na dura-mater, em relagdo ao controle. O
LPS n&o provocou alteragdes significativas no cerebelo e no cértex (Fig. 11, Tab.
V). O pré-tratamento dos animais com LPS (100 ug/Kg, i.v.), 24 horas antes,
aumentou o extravasamento plasmatico induzido pela DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.) na
dura-mater de forma nao significativa, comparado ao grupo tratado com desArg®-
BK. Este tratamento n&o afetou o extravasamento nos outros tecidos analisados
(Fig. 11, Tab. V).

A injecdo de [Leu]®des Arg®-BK (LDABK, 1 nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes
da injecao da DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.), num grupo de animais pré-tratados 24
horas antes com LPS, foi observado a redugédo significativa no extravasamento
plasmatico na dura-mater em 52,8%. O extravasamento plasmatico nos demais
tecidos estudados nao foi alterado (Fig. 12, Tab. V).

Em outro grupo de animais pré-tratados 24 horas antes com LPS, a
administragdo do HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.) 10 minutos antes da injecdo da
DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.), ndo alterou o extravasamento plasmatico, comparado ao
grupo tratado com desArg®-BK, de forma significativa na dura-mater, cerebelo e no

cortex, respectivamente (Fig. 13, Tab. V).
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FIGURA 11 - Efeito do pré-tratamento com LPS (100 pg/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela DABK (0,3
nmol/Kg, i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As colunas
indicam as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferencga significativa do efeito da DABK em relagao

ao grupo controle.
mm p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do LPS em relagao

ao grupo controle.
*® P<(,01 indica a diferenga significativa do efeito da associa¢éo entre
o LPS e DABK em relagao ao grupo controle
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FIGURA 12 - Efeito do pré-tratamento de LPS (100 ml/Kg, i.v.) com
DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.) isoladamente ou em presenca de LDABK
(1Tnmol/Kg, i.v.) sobre o extravasamento plasmatico na dura-mater,
cerebelo e cortex de ratos. As colunas indicam as médias e as barras
verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito das doses de LPS e
DABK em relagéo ao grupo controle.

€ & p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do antagonista
LDABK, sobre a associacdo entre o LPS+DABK, comparado com o
extravasamento plasmatico induzido pelo LPS+DABK.
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FIGURA 13 - Efeito do pré-tratamento de com o LPS (100 ng/Kg, i.v.)
com DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.) isoladamente ou em presenca do
HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.) sobre o extravasamento plasmatico na
dura-mater, cerebelo e cortex de rato. As colunas indicam as médias
e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenca estatisticamente significante do efeito das
doses de LPS e DABK em relag&o ao grupo controle.

OO p<0,01 indica a diferenga estatisticamente significante do efeito do
HOE 140, sobre as doses de LPS e DABK, em relagdo ao grupo

controle.
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TABELA V — Efeito do pré-tratamento de LPS (100 ug/Kg, i.v.) com o
DABK (0,3 nmol/Kg i.v.) isolado ou em presenca do LDABK (1 nmol/Kg, i.v.) e
do HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.) sobre o extravasamento plasmatico na dura-
mater, cerebelo e cértex de ratos.

DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 +0,9 (n=17) 32,1 + 1,4 (n=28) 29,1 £ 1,5 (n=23)
DABK 88,6 + 2,6 (n=20) ** 29,2 + 1,2 (n=26) 28,2 + 1,1 (n=24)
LPS 90,2 + 4,0 (n=15) ** 29,7 £ 1,3 (n=24) 28,1 £ 1,2 (n=19)
LPS + DABK 98,2 +5,9 (n=11) ** 26,9 + 2,4 (n=10) 30,6 + 2,5 (n=10)
LPS+LDABK+DABK | 70,4+ 1,9 (n=5)¢ ¢ 34,8 + 3,9 (n=5) 34,5 + 2,9 (n=5)
LPS+HOE140+DABK | 98,9 + 1,8 (n=5) OO 39,4 £ 1,6 (n=5) 39,1 + 2,4 (n=5)

Valores médios + erro padrao da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex de rato apds a
administracdo de DABK isoladamente ou em presenca de LPS, e desta
associagao em presencga de LDABK ou HOE 140. Os grupos experimentais foram
comparados com o controle e avaliados pela analise de variancia (ANOVA de uma
via), seguida pelo teste de post-hoc e Newman-Keuls para multiplas comparagoes.
** p<0,01 indicam as diferengas significativas do efeito da dose de DABK (0,3
nmol/Kg i.v.), do LPS (100 ug/Kg i.v.), da DABK associada com o LPS em relagcéo
ao grupo controle.

¢ +p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do antagonista de receptores
B4, LDABK (1 nmol/Kg i.v.), sobre a associa¢ao entre o LPS e DABK, comparado
com o extravasamento plasmatico induzido pelo LPS+DABK.

O0Op<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do antagonista de receptores
B,, HOE 140 (10 nmol/Kg i.v.), sobre a associagao de LPS e DABK, em relacéo ao
grupo controle.
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4.3. Efeito do captopril (CAP) sobre o extravasamento plasmatico

induzido pela BK na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos

A figura 14 mostra que a BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) aumentou o extravasamento
plasmatico apenas na dura-mater. A administragdo intravenosa de CAP, um
inibidor da enzima conversora da angiotensina (10 nmol/Kg, i.v.), induziu um
aumento significativo do extravasamento plasmatico de 41% na dura-mater em
relacdo ao grupo controle, sem afetar o cerebelo e cértex. O pré-tratamento com
CAP (10 minutos antes) nao reduziu o extravasamento plasmatico induzido pela
BK na dura-mater (Fig. 14, Tab. VI).

O pré-tratamento (10 minutos) dos animais com HOE 140 (10 nmol/Kg, i.v.)
antes da administragédo do CAP (10 nmol/Kg, i.v.), que foi administrado 10 minutos
antes da injegdo da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.), ndo alterou significativamente o
extravasamento plasmatico na dura-mater quando comparado com o grupo pré-

tratado com CAP + BK (Fig. 14, Tab. VI).
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FIGURA 14 - Efeito da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.), do CAP (10 nmol/Kg,
i.v.), da associacdo entre eles antes e apés o pré-tratamento com
HOE 140 (10nmol/Kg, i.v.) sobre o extravasamento plasmatico na
dura-mater, cerebelo e cortex de ratos. As colunas indicam as médias
e as barras verticais o erro padrdo das médias.
** p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da BK em relagao ao
grupo controle.
@@ p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito do CAP em relagéo
ao grupo controle.

p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da BK associada ao
BAP em relagéo ao grupo controle.
mm p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito do antagonista B,

HOE 140 , associado a dose de BK e de CAP comparado com o grupo
controle.
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TABELA VI — Efeito da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.), CAP (10 nmol/Kg, i.v.) e
de associacao entre eles antes e apés o pré-tratamento com o HOE 140 (10
nmol/Kg, i.v.) sobre o extravasamento plasmatico na dura-mater, cerebelo e

cortex de ratos.

DURA-MATER

CEREBELO

CORTEX

CONTROLE

BK

CAP

CAP + BK

HOE 140+CAP+ BK

52,7+ 0,9 (n=17)

91,2 +3,7 (n=12) **

745 + 6,8 (n=7) **

82,6 + 4 (n=13) **

87,4 + 5,3 (n=9) **

32,1+ 1,4 (n=28)
29,3 + 1,1 (n=20)
24,5 + 0,7 (n=11)
26,2 + 1,1 (n=18)

28,7 + 1,3 (n=13)

29,1+ 1,5 (n=23)
31,1+ 1,7 (n=18)
22,6 + 1,5 (n=7)
25+ 0,9 (n=11)

26,4 + 1,2 (n=10)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex de rato apos a
administracdo de BK e CAP isoladamente ou em associagdo, bem como a
administragdo destes com o pré-tratamento com HOE
experimentais foram comparados com o controle e avaliados pela analise de
variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de post-hoc e Newman-Keuls
para multiplas comparagoes.
Significancia — ver Figura 14.

140. Os grupos
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4.4. Efeito do antagonista de receptores NK; (RP 67580) sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela BK na dura-mater, cerebelo e

cortex de ratos

O antagonista seletivo para o receptor NK4, RP 67580 (10 nmol/Kg, i.v.) ndo
modificou o extravasamento plasmatico em nenhum dos tecidos analisados (dura-
mater, cerebelo e cortex), quando comparado com o grupo controle (Fig. 15, Tab.
VIl). O tratamento prévio dos animais com o RP 67580 (10 nmol/Kg, i.v.), 10
minutos antes da administragdio da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) reduziu
significativamente em 100%, o extravasamento plasmatico induzido por este

peptideo na dura-mater (Fig. 15, Tab. VII).
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FIGURA 15 - Efeito da administracdo do RP 67580 (10 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg,
i.v.), na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos. As colunas indicam
as médias e as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferencga ,significativa do efeito da BK em relacao ao
grupo controle.

€ & p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito do RP 67580 +
BK, comparado com a BK.
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TABELA VIl — Efeito da administracdo do RP 67580 (10 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) na
dura-mater, cerebelo e cortex de ratos.

DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 +0,9 (n=17) 32,1 1,4 (n=28) 29,1 + 1,5 (n=23)
BK 91,2+3,7 (n=12)* 29,3+ 1,1 (n=20) 31,1 £1,7 (n=18)
RP 67580 43,3 + 4.5 (n=10) 34,3 £ 3,2 (n=10) 37,6 + 4,1 (n=10)
RP 67580 + BK 487 £ 1,4 (N=7) ¢ ¢ 23,3 £ 0,9 (n=7) 23,4 £0,9 (n=7)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apos a
administracao de BK e RP 67580 isoladamente ou da BK em associagao com RP
67580. Os grupos experimentais foram comparados com o controle e avaliados
pela analise de variancia (ANOVA de uma via), seguida pelo teste de post-hoc e
Newman-Keuls para multiplas comparacoes.

** p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito da dose de BK (0,3 nmol/Kg, i.v.)
em relagao ao grupo controle.

¢ ¢ p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito do pré-tratamento com o RP
67580, sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg, i.v.),
comparado com o extravasamento plasmatico induzido pela BK.
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4.5. Efeito de um inibidor de NO sintase (L-NAME) sobre o
extravasamento plasmatico induzido por agonistas de receptores B4 e B, na

dura-mater, cerebelo e cortex de ratos

O pré-tratamento dos animais com o inibidor da NO sintase, L-NAME (10
nmol/Kg, i.v.), 10 minutos antes da administragdo da BK (0,3 nmol/Kg, i.v.), ndo
alterou o extravasamento plasmatico induzido pela BK na dura-mater, no cerebelo
e no cortex (Fig. 16, Tab. VIII).

No estudo com a DABK, o pré-tratamento com o L-NAME (10 nmol/Kg, i.v.),
10 minutos antes da administragcdo da DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.), ndo alterou o
extravasamento plasmatico induzido pela desArg®-BK na dura-mater (Fig. 17, Tab.

VII).
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FIGURA 16- Efeito do L-NAME (10 nmol/Kg, i.v.), sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) na
dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As colunas indicam as médias
€ as barras verticais o erro padrao das médias.

** p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito da em relagdo ao

grupo controle.
®® p<(,01 indica a diferenga significativa do efeito do L-NAME + BK,

comparado com o grupo controle.
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FIGURA 17 - Efeito do L-NAME (10 nmol/Kg, i.v.), sobre o
extravasamento plasmatico induzido pela DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.)
na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos. As colunas indicam as
médias e as barras verticais o erro padrdo das médias.

** p<0,01 indica a diferencga significativa do efeito da DABK em relagéo
ao grupo controle.

mm p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito L-NAME + DABK,
comparado com o grupo controle.
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TABELA VIl — Efeito da administracao do L-NAME (10 nmol/Kg, i.v.),
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela BK (0,3 nmol/Kg, i.v.) e da
DABK (0,3 nmol/Kg, i.v.) na dura-mater, cerebelo e cértex de ratos.

DURA-MATER CEREBELO CORTEX
CONTROLE 52,7 0,9 (n=17) 32,1 £ 1,4 (n=28) 29,1 + 1,5 (n=23)
BK 91,2 +£3,7 (n=12) ** 29,3 + 1,1 (n=20) 31,1 £1,7 (n=18)
L-NAME + BK 96,2 £ 5,1 (n=9) ee 26,4 + 1,5 (n=10) 30,7 £2,9 (n=7)
DABK 88,6 * 2,6 (n=20) ** 29,2 + 1,2 (n=26) 28,2 + 1,1 (n=24)

L-NAME + DABK

92,1 +5,9 (N=7) mm

28,4 + 1,5 (n=9)

28,8 + 1,7 (n=8)

Valores médios * erro padrdo da média do extravasamento plasmatico do azul de
Evans em ug/g de tecido seco na dura-mater, cerebelo e cortex, apos a
administracdao da BK isoladamente ou em presenca do L-NAME e da DABK
isoladamente ou em presenca de L-NAME. Os grupos experimentais foram
comparados com o controle e avaliados pela analise de variancia (ANOVA de uma
via), seguida pelo teste de post-hoc e Newman-keuls para multiplas comparacgoes.
** p<0,01 indicam as diferengas significativas do efeito das doses de BK e da
DABK em relagao ao grupo controle.

ee p<0,01 indica a diferenca significativa do efeito da dose de BK associada com
o L-NAME em relagao ao grupo controle.

mm p<0,01 indica a diferenga significativa do efeito da dose de DABK associada
com o L-NAME em relagao ao grupo controle.
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5. Discussao

O extravasamento de proteinas ocorre diferentemente nos diversos tecidos.
Na dura-mater e no sistema nervoso central, a estrutura dos capilares das
meninges € diferente daquela encontrada no parénquima cerebral. No parénquima
as células sdo unidas por jungdes intimas que dificultam a passagem de
macromoléculas para o meio extravascular, ndo existindo espagos intercelulares
entre as células endoteliais adjacentes, portanto, com a auséncia de poros
(fenestragdes), poucas vesiculas pinociticas e células ndo contrateis e ainda, os
astrocitos possuem pés vasculares que fazem contato com os capilares cerebrais,
corpos celulares, dendritos e axénios dos neurbnios. Entretanto, na dura-mater
verifica-se uma estrutura vascular apresentando um epitélio fenestrado, formando
poros que se abrem e fecham, possibilitando a passagem de grandes moléculas
de maneira mais facil do que no parénquima cerebral (Vries et al., 1997).

Segundo Steranka e Burch (1991), as cininas sdo poderosos agentes
vasoativos na microcirculagdo, onde elas possuem agdées no musculo liso ou
células endoteliais de microvasos promovendo vasodilatacdo arteriolar e
extravasamento plasmatico. As cininas sao liberadas a partir dos cininogénios, por
clivagem de proteases chamadas de calicreinas e sdo catabolizadas por enzimas
conhecidas como cininase Il e endopeptidadese neutra (NEP) (Skidgel et al.,
1987; Roques et al., 1993). Células endoteliais vasculares possuem peptidases de
superficie incluindo a NEP e a enzima conversora de angiotensina (ECA).
Cininase Il € também chamada de ECA, pois causa a conversao da angiotensina |

no agente vasopressor angiotensina Il.

64



As acgoes pro-inflamatérias das cininas sdo mediadas através da estimulagao
de seus dois tipos de recptores, B¢ e B, (Regoli e Barabé, 1980).

O mecanismo pelo qual a bradicinina (BK) induz o relaxamento da
musculatura lisa vascular ocorre através de sua interagdo com os receptores B..
Estes estdo acoplados a proteina G e, deste modo sua estimulagdo desencadeia
uma cascata de segundos mensageiros, incluindo a ativagcdo de fosfolipase C
(PLC) e fosfolipase A, (PLAy), formando inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG), com aumento de AMP ciclico (AMPc) (Hall e Geppetti, 1995; Linz et al.,
1995; Bascands e Girolami, 1996).

Assim, a estimulacdo destes receptores provoca a ativagdo da enzima NO
sintase endotelial (eNOS) constitutiva que regula a produgéo de 6xido nitrico (NO)
e induzem a produgdo de prostaciclinas e outros prostandides dependentes de
ciclooxigenase, como o superoxido, ativa canais de K* sensiveis & caribdotoxina e
ainda, induz a formagdo do acido epoxieicosatriendico pelo citocromo P-450
epoxigenase (Bartha et al., 1989; D’Orleans-Juste et al., 1989; Wiemer et al.,
1999; Fulton et al., 1995; Fleming et al., 1996; Bagate et al., 2001). Outro
mecanismo de acdo da BK é que ela possui efeito pré-inflamatério causando a
formacdo de poros endoteliais, aumentando o extravasamento de proteinas;
podendo induzir macréfagos a liberar mediadores que sado quimiotaticos para
neutrofilos, eosindfilos e mondcitos; induzindo a adesao leucocitaria ao endotélio
venular pos-capilar (Majno et al., 1969; Alexander et al., 1988; D’'Orleans-Juste et
al., 1989; Roger et al., 1990; Farmer et al., 1991; Bhoola et al., 1992; Mayhan,
1992; Green et al., 1993; Cambridge e Brain, 1995; Feléton et al., 1996; Rozsa et

al., 1998; Shigematsu et al., 1999; Abbott, 2000;).
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Em humanos, Berman et al. (1996) mostraram que a BK produz um aumento
dose-dependente na resisténcia periférica basal das vias aéreas de asmaticos,
mas nao de sujeitos normais e induz o extravasamento plasmatico no pulmao. Em
um modelo animal mostrado por Erjefalt e Persson (1991), a BK aumenta a
permeabilidade vascular da mucosa traqueobrénquica de cobaias. Watanabe et al.
(1999) mostraram que como mediador inflamatério, a BK é capaz de provocar o
aumento do extravasamento plasmatico via receptores B, nas células endoteliais
das vias aéreas de cobaias.

Ensaios preliminares desenvolvidos em nosso laboratério mostraram que a
administracdo endovenosa de BK aumentou o extravasamento plasmatico de
maneira dose-dependente na dura-mater de ratos (dados nao publicados), no
duodeno, pancreas, traquéia e bexiga urinaria (Nicolau et al., 2003).

Neste estudo, os animais injetados com BK apresentaram um aumento do
extravasamento plasmatico apenas na dura-mater. No cerebelo e cértex nao
houve modificagdo no extravasamento plasmatico. O efeito da BK foi inibido pelo
antagonista B, (HOE 140), mas nao pelo antagonista seletivo para receptores B4
([Leu®]desArg®-BK).

O HOE 140 é um potente, antagonista seletivo dos receptores B, de cininas,
pois, nao interage com receptores de outros peptideos (SP, NKA) ou agentes nao-
peptidicos (NA, ACh). Este antagonista mostrou seletividade para B, em estudo
feito sobre a contragcdo de aorta de coelhos, onde o HOE 140 nao afetou a
resposta ao agonista seletivo de receptor By, desArg’-BK (DABK) (Rhaleb et al.,

1992).
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Este efeito foi também observado por Bartus et al. (1996), sendo que a
administracao de HOE 140 aboliu completamente o fluxo de calcio induzido por
um agonista de receptor By, o RMP-7, em ratos. Rhaleb et al. (1992) mostraram
que o HOE 140 antagonizou o efeito causado pela BK na traquéia de cobaia.
Ainda, Tomoda et al. (1996) mostraram que numa série de experimentos para
determinar a dose de HOE 140 que poderia antagonizar os efeitos
cardiovasculares da BK exd6gena por um periodo de poucas horas, seria a dose de
10ug/kg, pois aboliu completamente a resposta depressora de 1ug/kg da BK. Além
disto, o HOE 140 foi capaz de inibir respostas hiperalgésicas causadas pela BK
injetadas em ratos Wistar (Poole et al., 1999). O pré-tratamento com HOE 140
preveniu o aumento do rolamento, da adesdo e da migragdo leucocitaria e o
extravasamento plasmatico induzido pela BK no mesentério intestinal de ratos
(Shigematsu et al.,, 2002). O HOE 140 também reduziu o extravasamento
plasmatico induzido pela BK em varios tecidos (duodeno, ileo, bexiga, traquéia e
brénquios) de ratos (Wille et al., 2001).

Neste trabalho o antagonista de receptores B4, ndo bloqueou o aumento do
extravasamento plasmatico pela induzido pela BK na dura-mater de ratos.
Também Matsukado et al. (1998) observaram que a injecdo do [Leu®]desArg®-BK
em ratos ndo inibiu o aumento da permeabilidade de microvasos tumorais
estimulados pela BK.

Estes resultados sugerem que o aumento da permeabilidade na dura-mater

de ratos induzido pela BK é mediado pelos receptores B..

67



Contudo ndo podemos esquecer, que a BK pode estimular terminais
nervosos nociceptivos causando dor, sensibilizagao e liberacdo de neuropeptideos
pro-inflamatorios como a substéncia P (SP) e a neurocinina A (NKA) (Walker et al.,
1995).

A SP, liberada a partir das terminacbes nervosas sensoriais, liga-se
preferencialmente ao receptor NK; na superficie das células endoteliais dos vasos
sanguineos induzindo a formagao de espagos intercelulares no endotélio vascular,
ocasionando desta forma o extravasamento plasmatico (Eglezos et al., 1991;
Bowden et al., 1994).

Maggi et al. (1995) mostrou que no trato respiratério (traquéia, bronquio
principal e mucosa nasal) a SP aumenta a permeabilidade microvascular,
resultando em extravasamento de proteinas plasmaticas dose-dependente. Mas,
Markowitz et al. (1987), Hall e Geppetti (1995) e Harrison e Geppetti (2001)
mostraram que a SP ndo aumentou o extravasamento plasmatico no parénquima
cerebral. Entretanto, Cyrino et al. (2002) mostraram que a administragao
intravenosa de SP induziu um aumento significante do extravasamento plasmatico
na dura-mater, ndo modificando o extravasamento plasmatico no cerebelo e
cortex, e que o pré-tratamento feito com um antagonista de receptores NK4, o RP
67580, 15 minutos antes da administracdo de SP, reduziu significativamente este
efeito na dura-mater, demonstrando que a agao da SP se da sobre os receptores
NKj. Figini et al. (1997) mostraram que o extravasamento plasmatico induzido pela
BK em diferentes tecidos de camundongos foi devido a liberacdo de SP e NKA de
terminais sensoriais nervosos e consequentemente a estimulagdo dos receptores

NKj.
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Neste estudo, o pré-tratamento com o RP 67580, inibiu o extravasamento
plasmatico induzido pela administragdo de BK na dura-mater de ratos. Sugerindo,
portanto, que o extravasamento plasmatico na dura-mater de ratos pode estar
sendo mediada através da estimulacdo direta dos receptores By, através da BK,
ou a BK poderia estar estimulando neurdnios sensoriais a liberarem SP, que
levaria a um aumento no extravasamento plasmatico.

De acordo com o que foi descrito anteriormente, a BK aumentou o
extravasamento plasmatico na dura-mater de ratos, porém, a BK na dose de 10
nmol/Kg (maior dose utilizada neste ensaio) ndo provocou aumento significativo no
extravasamento plasmatico, quando comparado ao grupo controle. Isto se deve
possivelmente a uma diminuicdo na expressao dos receptores By, relacionada
com a rapida dessensibilizagdo do receptor sob a constante estimulagdo do
agonista (Schanstra et al., 1999). A dessensibilizagdo do receptor B, tem sido
observada in vitro numa variedade de tipos celulares, incluindo células
mesangliais renais (Bascands et al., 1993). Este fenbmeno é também observado
in vivo no rim de ratos, onde a dessensibilizagao envolve um sequiestro rapido do
receptor (Praddaude et al., 1995). A administracdo isolada de BK ou o seu
analogo, RMP-7, um agonista B,, aumentam os niveis de calcio citosélico (Bartus
et al., 1996). Entretanto, quando administrados juntos, este aumento nao foi
observado, sugerindo uma dessensibilizagao devido a uma via mediada por
receptores comuns que provocam o aumento no calcio (Bartus et al., 1996).

Estudos bioquimicos tém sugerido que a dessensibilizacao induzida pela BK
envolve mudancas ao nivel do receptor, além de alteragdes nas vias de segundos

mensageiros envolvidos na transducao de sinal. Dados da literatura demonstram
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que a incubacido de BK em cultura de fibroblastos humanos por um intervalo de 5
a 10 minutos resulta em diminuigdo das respostas causadas pela BK. A reducao
dessas respostas parece estar relacionada com a inibicdo da formacido de
prostandides (Roscher et al., 1984). Além disso, foi mostrado que a
dessensibilizagdo induzida pela BK em neurdnios sensoérias, € mediada pela
liberacao de NO, que ativa a guanilato ciclase, promovendo aumento nos niveis
intracelulares de GMP ciclico (GMPc) (McGehee et al., 1992; Harvey e Burguess,
1993). E possivel que a dessensibilizacdo dos receptores B, esteja envolvida com
a alteragdo da producao de IP3;, mediada pela ativagdo de uma proteina quinase
sensivel ao GMPc, através da produgdo NO (Bradley e Burguess, 1993; Rueff et
al., 1994). Porém, sdo poucas as evidéncias que comprovam a participacao de
AMPCc na dessensibilizagdo dos receptores B, (Rueff et al.,, 1994). Sendo assim, a
dessensibilizagao induzida pela BK parece envolver diretamente, a interferéncia
com os sistemas efetores acoplados ao receptor B,. Podendo haver ainda o
envolvimento de processos de agregagao, internalizagdo ou redugdo do numero
de receptores (Roscher et al.,1990; Munoz e Leeb-Lundberg, 1992; Wolsing e
Rosenbaum, 1993).

Para verificagdo da inducao do extravasamento plasmatico mediado pela BK
na dura-mater, cerebelo e cortex de ratos utilizamos ainda inibidores da ECA.
Tendo em vista que a NEP e a ECA metabolizam taquicininas e que a inibicdo da
atividade da NEP e da ECA mostrou potenciar os efeitos das cininas
administradas exogenamente ou liberadas endogenamente das taquicininas
(Bertrand et al., 1993; Emanueli et al., 1998; Nadel 1991; Mizuno et al., 1995;

Erdds e Skidgel, 1987). Portanto, a inibicdo da ECA eleva os niveis de cininas com
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consequentes efeitos inflamatérios, produzindo, em particular, vasodilatacao e
aumento na permeabilidade vascular (Wilhelm, 1973; Murata et al., 1995).

Em um estudo feito em camundongos, Emanueli et al. (1998) mostraram que
a administracdo aguda de captopril (CAP), um inibidor da ECA, aumentou o
extravasamento do corante Azul de Evans nas vias aéreas, pancreas e intestino.
Mostrou ainda que o CAP inibe a ECA por 30 minutos, sendo um intervalo de
tempo suficiente para aumentar significativamente a permeabilidade vascular. Em
estudo feito em traquéia de ratos, a combinagdo de CAP e fosforamidon (inibidor
de NEP) aumentou o extravasamento plasmatico (Brokawe e White, 1994).

Cyrino et al. (2002) mostraram que a administracdo de CAP, 15 minutos
antes da injecdo de Azul de Evans, induziu um aumento significante no
extravasamento plasmatico na dura-mater de ratos. Em outro trabalho, a
administracdo de CAP potencializou o extravasamento produzido pela capsaicina
(Petersson et al., 1993), sugerindo que estes inibidores enzimaticos permitem o
acumulo de seus substratos (SP, BK).

Neste estudo, a administracao isolada de CAP em ratos induziu um aumento
significativo no extravasamento plasmatico na dura-mater sem, no entanto, alterar
0 extravasamento plasmatico no cerebelo e no cértex. Ja, o pré-tratamento de
CAP, 10 minutos antes da administragcao de BK, ndo alterou significativamente o
extravasamento plasmatico induzido pela BK na dura-mater. Sendo que inibidores
da ECA atenuam a formacgao de angiotensina Il e levam cininas, como a BK, a se
acumular por inibicdo de sua degradacgao (Linz et al., 1995; Campbell, 1995). Este
aumento na concentracao de BK circulante pode ter dessensibilizado os

receptores B, nao alterando assim o extravasamento plasmatico na dura-mater.
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Segundo Bhoola et al. (1996), o CAP além do acumulo de BK, permite ainda o
acumulo de outros mediadores que também sao hidrolisados pela ECA, como:
endotelinas, neurotensinas e SP, que poderiam estar modulando diretamente os
efeitos pro-inflamatérios das cininas, como verificado por Campos (1997), que
demonstrou que a co-injecdo de outros mediadores inflamatérios (SP, PGE,
PGl,), é capaz de alterar o perfil da dessensibilizagdo induzida pela BK.

No presente trabalho o tratamento feito com o HOE 140, 10 minutos antes da
inje¢gdo do CAP, que foi administrado 10 minutos antes da inje¢do da BK, nao foi
eficaz em inibir o extravasamento plasmatico na dura-mater causado pela
associagdao de CAP com BK. Provavelmente o HOE 140 ndo bloqueou o
extravasamento plasmatico porque o CAP permite acumulo de outros mediadores
também hidrolisados pela ECA, principalmente a SP (Bhoola et al., 1996). Um
resultado parecido com este também visto em outra oportunidade por Vianna
(2003), onde o tratamento prévio com HOE 140 aumentou a migragdo de
neutrofilos e de células mononucleares para a cavidade pleural de ratos
diabéticos-(STZ), que receberam injecao i.pl. de DABK, e este aumento continuou
presente durante o bloqueio dos receptores B; com o antagonista R-715,
sugerindo que este efeito exercido pelo HOE 140 neste modelo parece ser
mediado por outros mecanismos independentes da ativacao dos receptores B1 e
B.. No entanto, este resultado difere do obtido por Emanueli et al. (1998), onde a
administragcdo de HOE 140 bloqueou o extravasamento plasmatico induzido pelo
CAP mediado pela BK em camundongos.

Varias evidéncias sugerem que muitos dos efeitos das cininas tanto os

mediados pela ativagao de receptores B, quanto os mediados por receptores B1,
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ocorrem através da liberacdo de NO ou de substancias relacionadas (Schlemper e
Calixto, 1994; Nakamura et al., 1996). Ja foi descrito que o NO possui potente
acgao vasodilatadora na circulagdo bronquial e pode regular o fluxo sanguineo nas
vias aéreas (Barnes, 1992). Sendo entdo o NO capaz de induzir exsudagao
plasmatica por aumento do fluxo sanguineo para vénulas poés-capilares além de
produzir edema nas vias aéreas.

Os agonistas B, e B4, administrados intraarterialmente agem como
vasodilatadores através da redugdo do tbnus venoso, diminuindo assim, a
resisténcia vascular periférica, através de um mecanismo envolvendo a
musculatura lisa, mas nao prostanoides ou a geracdo de NO pelo endotélio
(Gardiner et al., 1990; Bjornstadostensen e Berg, 1994).

Nakano et al. (1996) e Matsukado et al. (1998), detectaram em seus estudos
altos niveis de expressdao de NO sintase neuronal em cultura e células RG2
intracerebrais, mas nao em tecidos cerebrais normais. A forma endotelial da NO
sintase, também é expresso em cultura de células de glioma RG2, a expresséao de
NO sintase endotelial em tumores foi detectado em niveis mais altos que em
cérebros normais. Quando injetaram BK na carétida notaram aumento na
permeabilidade nas microveias do tumor cerebral, mediadas pelo NO. E que na
auséncia de altos niveis de NO sintase, o cérebro normal pode ter uma resposta
menor a permeabilidade para a BK em suas microveias.

Embora existam evidéncias sugerindo que certas acgbes das cininas,
resultantes da ativacdo de receptores B4 e B,, sdo indiretamente mediados pela
liberagdo de NO (Schlemper e Calixto, 1994; Vianna e Calixto, 1998), Ferreira et

al. (2000), mostraram que o edema da pata do rato, envolvendo receptores B4,
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nao depende da liberacdo de NO. Em outro estudo, a inibicdo da NO sintase
através do L-NAME, nao influenciou a emigragédo e a adesao leucocitaria induzida
pela BK, nem preveniu o aumento do numero de rolamentos leucocitarios
causados pela BK no mesentério intestinal de ratos (Shigematsu et al., 2002).

Segundo Nicolau et al. (1996), no que diz respeito aos efeitos vasodilatador e
hipotensivo da BK e da Sar[D-Phe®|desArg®-BK (agonista de receptores B;),
ambos parecem ser independentes da geracdao de NO ou prostaglandinas,
particularmente PGl,.

No presente estudo, o pré-tratamento com L-NAME, 10 minutos antes da
administragdo de BK, ndo alterou extravasamento plasmatico na dura-mater de
ratos. Portanto o extravasamento plasmatico na dura-mater induzido pelo agonista
de receptores B, neste estudo parece nao ser mediado através do NO.

Como ja descrito anteriormente, no cerebelo e no cortex dos animais
analisados neste estudo, ndo houve modificagdo no extravasamento plasmatico, o
que pode indicar que a BK possui dificuldades em atravessar a barreira
hematoencefalica.

Porém, alguns estudos mostram que a infusdo de BK no lumen da
vasculatura cerebral pode permeabilizar a barreira hematoencefalica, facilitando a
passagem de compostos para o sistema nervoso, 0os quais sao normalmente
excluidos por barreiras vasculares (Raymond et al., 1986; Wall et al., 1987;
Inamura e Black, 1994; Nomura et al. 1994;). Bartus et al (1996) mostraram que a
BK e seu analogo, RMP-7 (Labradimil), aumentam a permeabilidade vascular em
tumores cerebrais e tecidos que estdo proximos ao tumor mais do que em

cérebros sadios.
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Recentemente o agonista seletivo de receptores By, Cereport (também
chamado de RMP-7), tem mostrado um aumento transitorio na permeabilidade da
barreira hematoencefalica. Embora inicialmente desenvolvido para aumentar a
permeabilidade vascular que alimenta um glioma, estudos recentes mostraram
que o Cereport também aumenta a distribuicao de agentes farmacolégicos através
de barreiras hematoencefalicas normais (sem tumor) (Borlongan e Emerich, 2003).

O ndo aumento no extravasamento plasmatico nos tecidos do sistema
nervoso central nos animais deste trabalho pode ter ocorrido porque como via de
administracdo da BK foi utilizada a veia peniana dorsal e ndo a vasculatura
cerebral. Como foi mostrado em ratos Wistar injetados com células de glioma,
sendo que o tumor poderia facilitar a passagem de substancias através da barreira
hematoencefalica (Bartus et al., 1996; Emerich et al., 2001), ou entdo o tipo de
marcador celular utilizado neste estudo pode ter influenciado neste resultado,
posto que este é diferente dos marcadores utilizados nos trabalhos dos autores
acima citados.

Quanto aos receptores B4 de cininas, eles exibem uma alta afinidade para
metabolitos da carboxipeptidase ativa que clivam BK formando a desArg®-
bradicinina (DABK) e desArg'%-calidina (DAKD) (Marceu et al., 1998; McLean et
al., 2000). Alguns autores relatam que a carboxipeptidase € encontrada
predominantemente ligada a membrana e € densamente distribuida, incluindo a
microvasculatura (Erdés, 1990).

Assim como os receptores By, os receptores B sdo acoplados a proteina G,
e ativam primariamente a fosfolipase C, aumentando o turnover de

fosfatidilinositol, como visto anteriormente. Segundos mensageiros formados por
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enzimas dependentes de Ca?*, tais como eNOS e PLA; citosdlico, levam a
formagao de NO e eicosandides mediados por receptores B4 (Drummond e Cocks,
1995; Levesque et al., 1995; Pruneau et al., 1996; Marceau et al., 1998). Uma
caracteristica importante dos receptores B; € que eles sofrem up-regulation
(Marceau et al., 1998).

Ligantes de receptores B4 causam vasoconstricgdo de vasos sangulineos
como: aorta de coelho (Regoli et al., 1977; Deblois et al., 1992; Levesque et al.,
1993), veia mesentérica de coelho (Regoli et al., 1978) e artéria e veia umbilical
humana (Gobeil et al., 1996; Sardi et al., 1997; Abbas et al., 1998; Meini et al.,
1999). Ja a resposta vasodilatadora mediada por B; € um fenébmeno dependente
do endotélio como ocorre na artéria coronaria de rato, boi e humanos (Drummond
e Cocks, 1995) e artérias mesentérica e carétida de coelhos (Deblois e Marceau,
1987; Pruneau e Belichard, 1993). Foi mostrado que a vasodilatagdo mediada por
receptor B4 das artérias coronarias de ratos e mesentérica de coelho envolve a
liberagao de eicosanoides, em particular prostaciclinas (McLean, 1999).

Esta diversidade funcional e no mecanismo da reatividade vascular mediada
pelo receptor B4 pode estar relacionada com a espécie e/ou variagao regional, ou
ainda, devido a diferencas na sensibilidade ao mediador vasodilatador. A dilatagao
arterial associada com a venoconstriccdo poderia aumentar a pressao hidrostatica
aumentando entdo o extravasamento de proteinas plasmaticas e os eventos
inflamatorios associados (McLean et al., 2000).

Ferreira et al. (2002) mostraram que a injec¢ao intratecal de DABK ou DAKD
em camundongos resultou numa hiperalgesia térmica dose-dependente, medida

no teste da placa quente.
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Em camundongos knock-out de receptor B1 ndo mostraram aumento da
contratilidade do estémago na presenga de DABK (Marceau et al., 1998).

Resultados preliminares realizados em nosso laboratorio mostraram que a
injegdo intravenosa de DABK aumenta significativamente o extravasamento
plasmatico na dura-mater de ratos (dados nao publicados).

Neste estudo, a administragcéo intravenosa de DABK induziu um aumento no
extravasamento plasmatico na dura-mater, ndo afetando o extravasamento no
cerebelo e no cértex. Verificou-se também, que a maior dose de DABK nao alterou
de forma significante o extravasamento plasmatico nos tecidos analisados. Assim
como os receptores B, podem ser dessensibilizados com altas concentragdes de
BK, os receptores B4 também poderiam ser dessensibilizados e internalizados em
altas concentragcbes de DABK. Faussner et al. (1999), observaram que em
culturas de células ocorreu dessenssibilizacdo e down-regulation dos receptores
B, e apenas dessenssibilizagao parcial dos receptores B4, possivelmente pelo fato
de que apenas os receptores B, sdo constitutivos, enquanto os receptores B
foram induzidos.

Os receptores B1 ndo sao comumente expressos em condi¢des fisioldgicas
normais, mas podem ser induzidos durante uma inflamacao (Hayashi et al., 2002).
Trabalhos recentes, entretanto, tem revisado este conceito. Marceau et al. (1995),
admite a existéncia de uma populagdo basal de receptores B1 que tem o seu
numero aumentado em artérias de coelho, tecidos de rato, cdo, porco e colon
humano. Nakhostine et al. (1993), também observaram a presenga de receptores

B4 constitutivos na artéria aorta de cao.
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Em um modelo proposto por Vianna e Calixto (1998), a injecéo intratoraxica
de desArg’-BK produziu uma resposta inflamatéria caracterizada por
extravasamento de proteinas plasmaticas e acumulacao de leucdcitos em animais
sem tratamento prévio, sugerindo a presenga de receptores Bq constitutivos em
camundongos. Recentes estudos imunohistoquimicos sugerem que receptores B4
podem ser constitutivamente expressos em neurdnios sensoriais periféricos de
ratos (Wothersponn e Winter, 2000; Ma et al., 2000). O mRNA do receptor B4 foi
detectado por RT-PCR nos ganglios da raiz dorsal de camundongos, ratos e
humanos (Seabrook et al., 1997; Levy e Zochodne, 2000; Ma e Heavens, 2001).
Ma e Heavens (2001) mostraram que em ratos ha uma densa marcagéo de
receptores B1 constitutivos no corno dorsal da medula espinhal, que aparece nos
terminais centrais de aferentes primarios ou de dendritos e terminais axonais de
neurdnios espinhais. No corno dorsal da medula espinhal, a marcagao de receptor
B4 foi encontrada nas laminas 1 e 2 (predominantemente) (Wotherpoon e Winter,
2000). No Sistema Nervoso Central de humanos, Raidoo e Bhoola (1997)
encontraram receptores B1 constitutivos no talamo e hipotalamo. O aumento do
extravasamento plasmatico ap6s a administragdo do agonista B1 e o bloqueio
desta resposta pelo antagonista B4, permitem supor que na dura-mater de ratos,
os receptores B4 estariam expressos constitutivamente. Essa suposi¢ao pode ser
feita, tendo por base alguns resultados que serao discutidos a seguir.

O pré-tratamento (10 minutos) com [Leul’desArg®-BK, um antagonista
seletivo para o receptor By (Regoli e Barabé, 1980), inibiu o extravasamento
plasmatico na dura-mater, em resposta a inje¢ao i.v. de DABK. Ao contrario o pré-

tratamento (10 minutos) dos animais com o antagonista seletivo para os
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receptores Bz, o HOE 140, ndo foi capaz de interferir de maneira significativa com
o extravasamento plasmatico causado pela DABK na dura-mater de ratos.

Os dados deste estudo indicam que o extravasamento plasmatico na dura-
mater de ratos também €& mediado via receptor B; sendo seletivamente
antagonizado por [Leul’des Arg®-BK. Estes resultados estdo de acordo com
Siebeck et al. (1998), que mostraram que a resposta a DABK em porcos néo foi
bloqueada pelo antagonista seletivo B,, HOE 140, enquanto que o trabalho de
com Regoli et al. (1977) mostrou que o [Leu]’des Arg®-BK é seletivo para receptor
B1.

Em um estudo feito por Drummond e Cocks (1995) mostraram que
preparagcdes de anel de artérias coronarias desenvolvem com o tempo a
capacidade de responder a DABK resultando num relaxamento dependente do
endotélio que foi competitivamente antagonizado por [Leu]®des-Arg®-BK, mas nao
por HOE 140. Regoli et al. (1981) e McLean et al (1999) mostraram que a
administragao de antagonistas de receptores B4 bloqueiam os efeitos hipotensivos
de agonistas de receptores B1 administrados exogenamente.

Outro estudo mostrou que o acumulo de leucdcitos usando um modelo
animal é parcialmente prevenida por [Leul’des-Arg®-BK, mas ndo por HOE 140
(Ahluwalia e Perreti, 1996).

Por outro lado, ndo podemos descartar também a possibilidade do agonista
B4 ter provocado a liberacdo de SP com conseqliente aumento do efeito em
estudo. Uma vez que ja foi mostrado ser possivel bloquear a resposta do agonista
B+ por antagonistas de receptores NK; (Ma et al., 2000; Pesquero et al., 2000;

Vianna e Calixto, 1998).
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A inducao dos receptores B4 tem sido descrita em varias preparagdes de
musculatura lisa, em resposta ao dano tecidual produzido pela incubacgao in vitro,
ou ainda pela adicao de varias substancias, como citocinas e produtos bacterianos
(Marceau et al., 1998; Sardi et al., 2000). O lipopolissacarideo bacteriano (LPS),
maior constituinte da parede celular de bactérias gram-negativas, pode interagir
com células inflamatorias e endoteliais e esta presente em uma grande variedade
de ambientes e isso implica em muitas doengas inflamatérias. O LPS induz a
liberagdo de varios mediadores inflamatérios, sendo que alguns deles, como
histamina, BK e prostaglandina, tém mostrado aumentarem a quimiosensibilidade
bronquiopulmonar das fibras C (Kaufman et al., 1980; Lee e Morton, 1993; 1995),
além de potencializar os niveis de expressdo dos receptores B4 (Parrat, 1994;
Marceau, 1995). Varios grupos tém usado a administracao de LPS sistémico como
modelo de infec¢ao e inflamagao. A inalagédo do LPS causa broncoconstricao no
homem (Jamison e Lowry, 1986), e ainda pode resultar em uma resposta
inflamataria, incluindo infiltragcao leucocitaria, edema e aumento da permeabilidade
vascular (Hudson et al., 1997; Pauwels et al., 1990; Esbenshade et al., 1982),
também exerce um papel no agravamento da asma (Hutchison et al.,1983), na
patogénese do edema pulmonar e injuria pulmonar in vitro quando uma grande
dose de LPS é administrada (Harlar et al., 1983).

A Injecdo de LPS sistémico mostrou induzir mudangas na pressao
sanguinea, osmolaridade, dor, consumo de oxigénio, febre, metabolismo
energético, faléncia de multiplos 6rgaos e diferentes mudangas no sistema
enddcrino, assim como ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (Lacroix et

al., 1998).
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No trabalho de Andersson et al. (1992), verificou-se que quando administrado
centralmente, o LPS (0,02-150 ug i.c.v.), mostrou induzir respostas inflamatorias
agudas nos ventriculos, plexos coroides e espago subaracnoideo.

Em estudos realizados previamente no nosso laboratério foi observado que a
inje¢gdo de LPS provocou um aumento no extravasamento plasmatico na bexiga
urinaria de ratos (Wille et al., 2001), e também um aumento no extravasamento
plasmatico na dura-mater (dados nao publicados).

No presente estudo, o pré-tratamento com LPS, 24 horas antes da injecéo do
corante azul de Evans, induziu um aumento significativo do extravasamento
plasmatico na dura-mater de ratos, mas sem alterar o extravasamento plasmatico
basal no cerebelo e no cértex. A administragdo DABK, em um grupo pré-tratado
com LPS, nao alterou significativamente o aumento no extravasamento plasmatico
na dura-mater quando comparado com os animais tratados somente com DABK.
O extravasamento plasmatico na dura-mater induzido pela associagao entre o LPS
e o agonista B4 foi bloqueado pelo antagonista de receptores B, [Leu]’des-Arg®-
BK, mas nao pelo antagonista de receptores B,, HOE 140. Segundo Wille et al.
(2001) o tratamento com LPS potencializou o efeito do agonista B4 utilizado, no
duodeno, ileo, traquéia e brénquios, que foi bloqueado pelo antagonista B4, mas
nao pelo antagonista B,, estando de acordo com este estudo.

Este é outro resultado que reforga a sugestao da presencga do receptor B4 na
sua forma constitutiva, na dura-mater de ratos, pois, a injecdo i.v. de DABK
causou a mesma resposta inflamatéria nos animais que foram pré-tratados com

LPS.
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No presente estudo, foi verificada também se ocorre a participacdo do NO,
no aumento do extravasamento plasmatico na dura-mater de ratos mediada por
um agonista de receptores B4, o DABK. Assim como na resposta observada no
extravasamento plasmatico induzido pela BK, quando realizado o pré-tratamento
com L-NAME, 10 minutos antes da administracdo de DABK, nao observou-se
alteracdo no extravasamento plasmatico na dura-mater de ratos. Portanto o
extravasamento plasmatico na dura-mater induzido pelo agonista de receptores
B4, assim como o induzido pelo agonista de receptores B,, parece nao ser
mediado através do NO.

Em conclusado, os resultados obtidos neste estudo permitiram demonstrar
que os agonistas seletivos dos receptores B e By, (DABK e BK, respectivamente),
quando injetados por via i.v. em ratos aumentam o extravasamento plasmatico na
dura-mater, isto foi possivel gracas ao uso de agonistas e antagonistas seletivos.
Porém, nao foram verificados aumento no extravasamento plasmatico no cerebelo
e no cortex, com nenhuma das doses das cininas utilizadas. Confirmando,
portanto que a barreira hematoencefalica limita o acesso de substancias ao
parénquima cerebral.

Observou-se que a administracdo de doses sub-letais de LPS provoca o
aumento no extravasamento plasmatico na dura-mater. Entretanto, nao foi
observada inducédo de receptores B nos animais pré-tratados com esta toxina e
injetados com o agonista B4, sugerindo que o efeito da DABK foi independente do
pré-tratamento com LPS.

Além disso, verificou-se que a administracdo da BK pode mediar a liberagao

de SP, isso pode ser avaliado, através da utilizacdo do antagonista seletivo de
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receptores NK;y, o RP 67580, que bloqueou o aumento no extravasamento
plasmatico induzido pela BK na dura-mater de ratos. Sugerindo entdo, que a BK
pode aumentar o extravasamento plasmatico na dura-mater tanto pela ativacao
direta dos receptores By, quanto pela estimulagdo de neurdnios sensoriais que
liberam SP. Ficou demonstrado também, que o pré-tratamento com L-NAME, nao
alterou o extravasamento plasmatico induzido pelos agonistas de receptores B4 e
B, na dura-mater de ratos. Mostrando que neste estudo do extravasamento
plasmatico na dura-mater parece nao estar havendo participacao direta do NO. Ja
a administracdo isolada de CAP induziu um aumento no extravasamento
plasmatico na dura-mater de ratos, porém em animais pré-tratados com CAP e
que em seguida foi administrada a BK, nao foi verificada alteragao significante no
extravasamento plasmatico na dura-mater, quando comparado ao grupo tratado
somente com BK.

Seria necessaria a realizacdo de mais estudos, para verificagdo de uma
possivel estimulagdo da liberagdo de SP, por parte da DABK, como ficou
demonstrado no grupo tratado com BK e inibido com o RP 67580. Além disso,
verificou-se a necessidade de mais grupos experimentais com animais pré-
tratados com LPS em associagao a diferentes doses de DABK, para verificar um
possivel aumento na expressao de receptores B, por parte do LPS.

E em experimentos futuros seria interessante a realizacdo de estudos de
biologia molecular para caracterizacao da expressao dos receptores B4 na dura-

mater de ratos, através da utilizacdo de técnicas como o PCR.
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