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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi analisar no modelo da
pleurisia em camundongos o efeito de drogas antiasmaticas, das
cininas e da substancia- P (SP). Os parédmetros analisados foram
a migragdo celular e o grau de exsudacéao.

Os resultadoé deste estudo demonstraram que:

1- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), gque
apresenta padrdo bifdsico da resposta inflamatéria (fases
precoce: 4 h e tardia: 48 h), as drogas antiasmaticas estudadas
inibiram significativamente os parametros analisados. Nestas
condigéeg, a teofilina (1,0-50 mg/kg, i.p.), o cromoglicato de
sédio (0,02-0,2 mg/cav.) e o salbutamol (0,05-50 mg/kg, i.p.)
administrados 30 min antes da-inducdo da pleurisia, inibiram
significativamente tanto a migrag¢do celular quanto a exsudacao
da primeira fase da reacdo inflamatéria. Este efeito inibitério

foi de <carédter prolongado, uma vez que o tratamento dos
animais, 0,5-8 h antes da inducdo da pleurisia, com uma das
drogas estudadas, causou uma redugdo significativa do processo

inflamatério.

2- A segunda fase desta reacdo inflamatdéria (48 h) foi inibida
significativamente pelo cromoglicato de sédio (0,02 mg/cav.)
quando administrado 0,5-24 h antes da inducdo da pleurisia. De
modo similar, a teofilina (50 mg/kg, i.p.), 0,5-4 h antes,

inibiu a migragdo celular induzida pela carragenina (48 h) na
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cavidade pleural. O salbutamol (5,0 mg/kg, i.p.), por sua vez,

ndo modificou esta resposta tardia.

3- Em outra série de experimentos, a BK (5, 10 e 20 nmol/cav.)
e a des-Arg’-BK (10, 20 e 40 nmol/cav.), 4 h apdés a aplicacao
de cada agonista na cavidade pleural, causaram migragéao
celular, de. forma dose-dependente, as custas do influxo de
mononucleares. Os valores estimédos das DEsys para a BK e para a
des—Arg9—BK foram de 3,2 (95% LC = 0,6-15,5) nmol/cav. e de 9,1
(1,2-66,8) nmol/cav., respectivamente. A andlise do perfil
temporal da reacdo inflamatéria gausada pela BK mostrou que o
efeito inflamatdério induzido por esta cinina é de carater
prolongado (até 72 h), sendo detectado 2 h apds a sua

administracdo e ocorrendo migracdo celular maxima 4 h apds.

4- O efeito da BK (10 nmol/cav.) foli inibido, de forma dose-
dependente, pelos antagonistas peptidicos do receptor B,, HOE
140 e NPC 17731 (DIss = 0,028 (0,05—0,16f e 0,45 (0,28-0,73)
prmol/cav., respectivamente. Nestas condigdes, a duragdo do
efeito inibitério causado pelo HOE 140 (0,1 pmol/cav.) foi
significativamente maior (até 8 h) em comparagdo com aquele
observado para o NPC 17731 (1,0 pmol/cav., até 4 h). Nas doses
testadas, o NPC 17731, administrado 30 min antes da BK, foi
efetivo em.inibir a migracdo celular pelas vias i.p., i.v. e
intrapleural, enquanto o HOE 140 causou efeito inibitério

apenas quando administrado pelas duas dltimas vias. O

antagonista do receptor B;, a deszrg9—Leu8—BK (0,10 e 3,0



nmol/cav.) ndo modificou a resposta inflamatdéria causada pelas

cininas na cavidade pleural.

5- 0 tratamento prévio dos animais com o inibidor da
ciclooxigenase (indometacina, 5 mg/kg, i.p.), da FLA;, da NO-
sintase induzida e da COX II (dexametasona, 0,5 mg/kg, i.p.),
com o antagonista do receptor H; da histamina (terfenadina, 50
mg/kg, i.p.), ou com o inibidor da sintese de NO (L-NOARG, 1,0
pmol/cav.), também inibiu significativamente o influxo celular
causado pela BK. Nestas condic¢des experimentais e com o auxilio
dos antagonistas dos receptores NK;, NK, e NK; das taquicininas
também foi avaliada a participagdo destes mediadores na
resposta inflamatéria induzida pela BK. A bpoténcia do
antagonista do receptor NK; (FK 888: 0,02-0,2 pmol/cav.) foi
significativamente maior (DIsx = 0,1, 0,02~0,5 pmol/cav.) em
comparacdo com a obtida para o antagonista do receptor NK; (SR
142801: 0,1—100 nmol/cav., DIss = 21,5, 8,9-51,9 nmol/cav.) em
antagonizar os efeitos da BK. Por sua vez, apenas doses
elevadas (100 nmol/cav.) do antagonista do receptor NK; (SR
48968)- das taquicininas foram efetivas em inibir o mesmo

parametro.

6- Em estudos subseqiientes, utilizou-se protocolo experimental
bastante similar ao descrito acima para estudar o efeito da SP
(10, 20 e 40 nmol) na cavidade pleural de camundongos. Foi
observado que esta tagquicinina, 4 h apdés a sua administracao,

determinou aumento significativo da migracdo celular, de forma
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dose-dependente (DE;; = 14,2 (10,7-19,1) nmol/cav., as custas
de mononucleares. O aumento da migracdo celular foi observado
no periodo de 2-24 h apdés a administracdo da SP na cavidade
pleural, havendo paralelamente influxo de neutrdé6filos entre 2-
48 h apds. Os niveis de exsudato, embora discretos, foram

significativos, sendo observados até 96 h apéds.

7- 0 antagohista do receptor NK; (SR 142801: 0,1-50 nmol/cav.)
das taquicininas foi trés vezes mais potente em inibir a
migragdo celular em comparagdo com © antagonista do receptor
NK; (FK 888: 100-200 nmol/cav., 5 min antes) (DIsps = 6,5 (0,44~
96) nmol/cav. e 19,3 (1,2-304 nmol/cav.), respectivamente).
Nestas condigdes, a reagdo inflamatdédria causada pela SP (20
nmol/cav.) ndo foi inibida pelo antagonista do receptor NK, (SR
48968: 20 nmol/cav.) das taquicininas. Doses mais elevadas (100
nmol/cav.) deste Ultimo antagonista seguido da administracdo do

agonista resultaram em morte de 100% dos animais.

8; A resposta inflamatéria induzida pela SP (20 nmol/cav.) foi
inibida, de forma dose-dependente, pelos antagonistas do
receptor B, da BK, HOE 140 (0,01-0,1 pmol/cav.) e NPC 17731
(0,01-0,1 pmol/cav.) (DIses = 0,03 (0,013-8,0)) pmol/cav. e 0,04
(0,018-0,087) pmol/cav., para a migracdo celular). Nestas
condi¢cdes, o antagonista do receptor B;, a des-Arg’ Leu’-BK (35
nmol/cav.) n&o modificou a reacdo inflamatdria estudada. Alénm
disso, a indometacina (5,0 mg/kg, i.p.), a L-NOARG (1,0

pmol/cav.), a dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), a terfenadina (50



mg/kg, i.p.) e o composto 48/80 (0,2 umol/cav., 5 dias antes)

também inibiram significativamente os paréametros estudados.

9- O tratamento prévio dos animais (30 min) com teofilina (50
mg/kg, 1i.p.) ou com salbutamol (50 mg/kg, i.p.) resultou em
inibigdo significativa da reacdo inflamatéria na cavidade

pleural induzida tanto pela BK como pela SP. O'cromoglicato de
sédio (0,4 pmol/cav.) foi efetivo apenas em inibir a migracao

celular induzida pela BK e a exsudagdo causada pela SP.

10- Os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos com as drogas antiasmaticas
confirmam estudos descritos em outros modelos de asma,
sugerindo que os medicamentos estudados exibem propriedades

antiinflamatoérias.

11- Os nossos estudos sugerem ainda que a BK e a SP, além de
promoverem é liberagdo uma da outra, utilizam simultaneamente
vias celulares comuns de segundos mensageiros, resultando em
aumento da liberacdo de histamina, de NO e de produtos da via

do AA, entre outros, no sitio do processo inflamatodrio.

12- TFinalmente, através do nosso trabalho s&o propostos
diferentes protocolos experimentais que permitam. estudar
modelos de inflamacdo neurogénica induzidos pelas cininas e

pela SP, além da pleurisia causada pela carragenina que podem



ser uteis para o estudo de drogas antiasmdticas com perfil

antiinflamatério.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the effect of anti-
asthmatic drugs and the pro-inflammatory mediators, kinins and
substance P (SP) on a murine model of pleurisy. The analysed
parameters were both cell migration and exudation levels into the
pleural cavity.

The resﬁlts of this study showed that:

1- 'In the pleurisy induced by. carrageenan that presents a
biphasic profile characterized by an early (4 h) and late (48 h)
phases of the inflammatory reaction, the studied anti-asthmatic
drugs significantly inhibited the analysed parameters. In this
condition, theophylline (1.0-50.0 mg/kg, l.p.), cromolyn (0.02-
0,2 mg/cav.) and salbutamol (0.05-50.0 mg/kg, i.p.), administered
30 min before pleurisy induction, were effective in inhibiting
both cell migration and exudation that occurred in the early (4
h) phase of the studied inflammatory reaction. These inhibitory
effects induced by either theophylline, cromolyn or salbutamol
were long-lasting, since pretreatment 0.5-8 h before pleurisy
induction resulted in a significant decrease of the inflammatory

indices.

2- The second phase of this inflammatory reaction (48 h) was
significantly inhibited by cromolyn (0.02 mg/cav.)‘administered
0.5-24 h before pleurisy induction. In a similar manner,

theophylline (50 mg/kg, i.p.) given 0.5-4 h before also inibited

both cell migration and exudation induced by carrageenan in the



pleural cavity. Under the same experimental conditions,
salbutamol (5 mg/kg, i.p.) was not effective in inhibiting this

late inflammatory response.

3- In other experiments, bradykinin (BK) (5, 10 and 20
nmol/cav.) and des-Arg’-BK (10, 20 and 40 nmol/cav.), 4 h after
their administration, caused a dose-dependent increase of cell
influx into the pleural cavity. The estimated values of the EDsus
for each agonist were 3.2 (95% CL = 0.6-15.5) and 9.1 (1.2-
66.8) nmol/cav., respectively. Analyses of the time-course
profile induced by BK (10 nmol/cav.) showed that cell influx
peaked at 4 h (P < 0.01) and remained elevated for up 72 h (P <

0.01).

4- The antagonists of the B, BK receptor, HOE 140 (0.1-0.3
pmol/cav.) and NPC 17731 (0.1-1.0 pmol/cav._), gi&en 30 min
before pleurisy induction, fully inhibited BK (10 nmol/cav.)
effects in a dose-dependent fashion with estimated values of
IDsos of 0.028 (0.05-0.16) and 0.45 (0.28-0.73) pmol/cav.,
respectively. In this condition, HOE 140 (0.1 pmol/cav.)
inhibitory effects were longer-lasting (up to 8 h) than those
caused by NPC 17731 (1.0 pmol/cav., up to 4 h). However, at the
studied doses, NPC 17731 was effective in inhibiting BK effects
when administered by intrapleural, i.v. or 1i.p. routes in
contrast with HOE 140, which caused inhibition only when given by

i.v. or by intrapleural routes. Des-Arg’-Leu’-BK, a B, selective
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receptor antagonist, (0.1 and 3.0 nmol/cav., 30 min before) did
not inhibit either BK or des-Arg°-BK effects.

5- Prior treatment (30 min) of the animals with indomethacin
(an inhibitor of the cyclooxigenase, 5 mg/kg i.p.), terfenadine
(histamine H; receptor antagonist, 50 mg/ kg i.p.),
dexamethasone (an inhibitor of FLA,, induced NO-sinthase, and
of COX 1II, among others, 0.5 mg/kg i.p.) or L-NOARG (an
inhibitor of NO synthesis, 1 pmol/cav.) significantly inhibited
the recruitment of cells stimulated by BK (10 nmol, 4 h). BK
effects were also inhibited by NK; (FK 888: 0.02-0.2 pmol/cav.)
and NK; (SR 142801: 0.03-100 nmol/cav.) tachykinin receptor
antagonists. The estimated IDsy values for each antagonist were
0.1 {0.02-0.5) pmol/cav. and 21.5 (8.9-51.9) nmol/cav.,
respectively. At the same conditions, only higher doses of the
putative NK,; tachykinin receptor antagonist (SR 48968: 100

nmol/cav.) were effective in inhibiting cell migration.

6—- In the next series of experiments, the inflammatory effects
induced by SP (10, 20 and 40 nmol/cav.) in the experimental
murine model of pleurisy were analysed. SP increased cell
migration in a dose-dependent fashion due to an influx of
mononuclear cells with estimated values of EDs; of 14.2 (10.7-
19.1) nmol/cav.. The enhancement of mononuclear cells was
observed 2-48 h after SP administration into the pleural cavity.
In parallel, neutrophil influx was also detected 2-48 h after
pleurisy induction, whereas exudation, although significant, was

not marked.
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7- The NK; tachykinin receptor antagonist (SR 142801: 0.1-50.0
nmol/cav., 5 min before) was 3 times more potent in inhibiting
the cell influx caused by SP in comparison to the NK; tachykinin
receptor antagonist (FK 888, 100-200 nmol/cav.). The estimated
values of IDsos for each antagonist were 6.5 (0.44-96), and 19.3
‘(1.2—304) nmol/cav.), respectively. Under the same experimental
conditions, the NK; tachykinin receptor antagonist (SR 48968: 20
nmol/cav.) was ineffective in inhibiting the inflammatory
process induced by SP. In addition, the treatment of the animals
with this later antagonist (100 nmol/cavﬁ) followed by the
administration of the agonist | was associated with a 100%

‘mortality ratio.

8- The inflammatory response induced by SP was also inhibited in
a dose-dependent fashion by B, BK receptor antagonists like HOE
140 and NPC 17731, with estimated values of IDss of 0.03 (0.013-
8.0) and 0.04 (0.018-0.087) pmol/cav., respectively. In this
condition, the B; receptor antagonist (des-Arg’-Leu®-BK: 35
nmol/cav.) did not modify the studied inflammatory reaction.
Furthermbre, pretreatment (30 min) of the animals with
indomethacin (5.0 mg/kg, i.p.), L-NOARG (1.0 pmol/cav.),

terfenadine (50 mg/kg, i.p.) or the compound 48/80 (0.2
umol/cav., 5 days before pleurisy induction by SP) was effective

in inhibiting the same parameters.



9- The pretreatment (30 min) of the animals with theophylline
(50 mg/kg, i.p.) and salbutamol (50 mg/kg, i.p.) caused a
significant inhibition of the inflammatory précess induced by
both BK and SP in the pleural cavity of mice. Cromolyn (0.2
mg/cav.) was effective in inhibiting the cell influx induced by

BK and the exudation caused by SP.

10- The data obtained with the anti-asthmatic drugs in the murine
model of pleurisy induced by carrageenan confirm the results
obtained in other experimental models of asthma in the literature
suggesting that these drugs exert potent anti-inflammatory

effects.

11- Our study clearly showed that BK and SP can be released by
each other. Inasmuch, both agonists exert their pro-inflammatory
effects by sharing the same second messengers systems as well as
stimulating the release of other mediators like histamine, NO or

produts of arachidonic acid pathways.

12- At last, it is proposed different experimental protocols that
permit the study of a model of neurogenic inflammation induced by
both kinins and SP. Furthermore, the pleurisy induced by
carrageenan provide an useful tool to study and to screen anti-

asthmatic drugs with anti-inflammatory profile.



1 INTRODUGAO

O processo inflamatdério envolve uma série de eventos que
podem ser desencadeados por numerosos estimulos, cada um
relacionado a um tipo de resposta tecidual. Além disso, podem
ocorrer pequenas variagdes na expressido desta reacdo inflamatédria
dependendo do agente lesivo, das caracteristicas do tecido ou do-
6rgdo afetado e da coexisténcia de estados patolégicos (Rocha e
Silva, 1978; SegdWick, e Willoughby, 1985). A resposta
inflamatdéria é geralmente acompanhada dos seguintes sinais:
calor, dor, rubor e tumor, descritos por Cornelius Celsus, no
inicio da era cristid. A perda de fung¢do do tecido ou 6rgdo lesado
foi intréduzida posteriormente como o gquinto sinal cardeal por
Virchow (citado em Rocha e Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby,
1985).

Ao longo dos anos, varios mediadores do pProcesso
inflamatério foram identificados, entre eles citam-se: aminas
vasoativas (histamina e serotonina), cininas, sistema complemento
como por exemplo C3a, C5a-C5b-C9, componentes da coagulagdo e de
fibrindélise (fibrino-peptideos, produtos da degradagéo da
fibrina, entre outros), metabdlitos do écido araquiddonico (AA)
como o0s produtos da via da ciclooxigenase (COX), incluindo
endoperdxidos, prostaglandinas (PGs) e +tromboxanos (TX)) e da
lipooxigenase (leucotrienos (LT)), acidos
hidroxiperoxieicosatetraendéico (HPETE) e hidroxi-eicosatetraendico
(HETE), radicais livres derivados do oxigénio, fator agregante
de piaquetas (PAF-acéter), 6xido nitrico (NO) e citocinas (Cotran

et al., 1991).



De modo didatico, a resposta inflamatdéria é categorizada em
trés fases distintas, cada uma delas sendo mediada aparentemente
. por mecanismos diferentes. Assim, é inicialmente evidenciada uma
fase aguda, de duragdo variével, onde ocorre vasodilatacdo local
e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase subaguda
caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e de. células
fagociticas e stteriormente, ocorre regeneragado tecidual ou
fibrose. Cada uma destas fases estudadas pode ser dividida em
varios subgrupos que sd&o apresentados no esquema 1.

Na primeira fase da reagdo inflamatédéria, o aumento do fluxo
sangiineo na &rea lesada, devido a dilatagéQAe engurgitamento dos
capilares e arteriolas. bem como- do recrutamento adicional de
-outros vasos que normalmente estao hipofuncionantes, é
responsavel pelo eritema ou rubor da Aarea comprometida, podendo
haver também elevagdo da temperatura local (calor) (Rocha e
Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby, 1985). A vasodilatacdo se
deve & acdo de mediadores, a nivel arteriolar e venular. E
reconhecido que os mediadores liberados nesta fase s&o inumeros,
entre eles,  citam-se as <cininas, histamina, serotonina,
leucotrienos, PAF—aqéter, C5a, prostaglandinas (PGD,, PGE;, PGF,,)
e substéancias liberadas localmente nas termina¢des nervosas
(taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina -
(CGRP) (Hua, 1986; Haanen e Vermes, 1995). 0O exsudato formado
facilita a liberagd@o de outros mediadores, o que amplifica a

resposta inflamatéria.



REAGAO INFLAMATORIA
~ i -
LESAO TECIDUAL
(Produtos bacterianos, toxinas, complexos imunes, agressido fisica,
citocinas)

{
QUIMIOTAXIA E ADESAO CELULAR
PGD/PGE/PGF ' -vasodilatacgéao
5-HETE -quimiotaxia
PAF (célula endotelial) -quimiotaxia, aumento da permeabilidade,
agregacdo leucocitéria
IL-8 (mondcitos) -atracdo de granulécitos
Leucotrienos —aumento da permeabilidade e edema
Ativacdo do Fator XII ~-formagdo de cininas, coagulagédo e
fibrindlise
Ativagdo do Sistema -C5a (quimiotatico), C3b (fagocitose)
Complemento
Ch5a, TNF -expressdao das integrinas na superficie dos
leucdcitos: LFA-1, Mac-1, P150-95
IL-1, TNF —expressdo de moléculas de adesdo na
' superficie das cél. endoteliais: ELAM-1, ICAM-
1, vCAM-1
N2
Marginalizacdo, Adesdo, Migrag¢idao e Acumulo de Leucdcitos
J .
Granulédécitos -liberacdo de enzimas lisossomais, radicais

livres do 0,, 6xido nitrico.

Monbécitos -mobilizagdo, ativacdo, transformacéio peias'
' citocinas (Cba, FMLP, IFN, IL-1, MCP-1, TGF-B,
TNF) .
Macréfagos —-quando ativados liberam proteases,

colagenases, 6xido nitrico metabdélitos do
acido araquidénico, citocinas (CSFs, PDGF,

FGF, TGF-B, IL-1, IL-8, TNF)

Células Epitelidides -transformacio induzida pelo INF-A
$

APOPTOSE de células adjacentes e de granuldécitos (estimulada pelo TNF,, |
NO, suprimida por CSF, Cba), APOPTOSE de mondcitos (estimulada pela IL-

4, suprimida pela IL-1B, CSF, INF., TNF,)

RESOLUCAO INFLAMATORIA

Esquema 1- Fases do processo inflamatério: componentes celulares e
bioquimicos. Vide texto e 1lista de abreviagdes para compreensao das
siglas. '



Como 'citado anteriormente, a segunda fase da resposta
inflamatéria ¢é caracterizada pela migracdo de leucdcitos e -
outras células fagociticas para o sitio da lesd8o. De um modo
geral, denomina-se de quimiotaxia ao processo pelo qual as
células leucocitarias sdo atraidas para o sitio do processo
inflamatério. Estes fatores quimiotdticos sdo gerados tanto na
corrente sangiiinea quanto no sitio da lesdo. Assim, o sistema
complemento e as cininas s&do considerados importantes fatores
quimiotaticos de origem plasmatica (Burch et al., 1990; Abbas
et al., 1991; Davies et al., 1994). A mobilizacdo adequada dos
leucécitos circulantes ¢é fundamental para a defesa do
brganisﬁo, devido a sua capacidade fagocitica e de destruicao
do agente noeivo. Entre os leucébédcitos, os neutrdéfilos possuem
papel importante nesta fase da. reagdo inflamatéria.

Existem muitas revisdes demonstrando que na vigéncia de
certas reacdes inflamatérias ocorre a ativagcdo do sistema
complemento com liberagdo do fragmento C5a, que é quimiotéatico
para neutréfilos (Macmillan e Foster, 1988; Yancey, 1989; Abbas
et al., 1991a; Davies et al., 1994). Por exemplo, qguando
anticorpos especificos interagem com a superficie de um
microorganismo patdgeno, o complexo antigeno-anticorpo formado
estimula a protedlise dos componentes da via cléssicé do
Sistema complemento. Através de reagbes bioquimicas e
enzimaticas, proteinas precursoras sao clivadas em fragmentos
gue, por sua vez, vao ativar outros componentes do sistema
comblemento. As principais proteinas deste sistema, que sa&o

liberadas no plasma e que participam da quimiotaxia sdo os



componentes C3a e. Cba (Abbas et;al,, 1991a; Davies, et al.,
1994) . Outros eventos como a degranulacdo local de mastécitos e
a indugdo da agregagdo plaquetaria podem resultar na liberacao
de mediadores que s&o quimiotdticos para macrbé6fagos e mondcitos
(Sibille e Reynolds, 1990). Entré 0s mediadores considerados
quimiotaticos, citam-se: PGI,, PGD,, PGE, e PGF,, 5-HETE,
cininas, fibrino-peptideos, peptideos liberados por neutréfilos
e o leucotrieﬁo By (LTB,), enfre outros (Fontone, 1985; Beutler
e Cerami, 1986; Haanen e Vermes, 1995).

Paralelamente, com a gerag¢do plasmatica ou no sitio da
lesdo de fatores quimiotéticos‘juntamente com a vasodilatacgédo
local, ocorrem mudanc¢as nha distfibuigéo dos componentes
celulares em relagdo ao fluxo sangiineo (Cotran et al., 1991).
Nesta condicgdo, os leucdcitos, gque normalmente circulam no
centro da 1luz vascular, passam a ser detectados nas
proximidades da parede do vaso, sendo este processo denominado
de marginalizagdo leucocitdria. Além disso, a migracdo celular
é facilitéda pela expressdo de moléculas de adesdo em
diferentes tipos de células (Bevilacqua, 1993). Estas moléculas
sdo expressas por estimulos gerados no sitio do processo
inflamatério e tém sido identificadas tanto em leucécitos,
macrbéfagos, fibroblastos, plaquetas como em células endoteliais
(Bevilacqua, 1993). E reconhecido, atualmente, que os fatores
quimiotdticos que estimulam tanto os leucdécitos como as células
endoteliais a expressar moléculas de adesdo facilitam, em
dltima analise, a adesividade entre estas células, processo

este conhecido como rolling (Lasky e Rosen, 1992; Bevilacqua,



1993). A adesd@o posterior dos granulbécitos a parede do
endotélio facilita a migragéo destas'células para o foco da
lesédo.

As moléculas de adesdo sdo agrupadas em familias com base
em sua estrutura quimica e sdo classificadas em integrinas,
selectinas, superfamilia das imunoglobulinas do tipo
carboidratos e adressinas vasculares, entre outras (Bevilacqua,
1993; Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993).

As moléculas de ades&o da superfamilia das imunoglobulinas
tém estrutura molecular semelhante a das imunoglobulinas. Para
a interagdo entre os leucdcitos e o endotélio, os mais
importantes membros desta familia sdo as moléculas_de adeséao
intercelular 1 (ICAM-1) e 2 (ICAM-2) e moléculas de adesdo
vascular-1 (VCAM-1) (Williams e Barclay, 1988; Frenette et al.,
1996a e b) (tabela 1).

As moléculas de adesdo da familia das integrinas sédo
importantes na interacgdo entre as células ou entre estas com a
matriz celular (Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993).

Todas as integrinas s&o heterodimeros identificados por suas
fracdes a e P expressas na superficie da membrana celular,
sendo conhecidas pelo menos quatorze subunidades o (1-8, E,
L, M, J, X, 11b) e oito subunidades P. Diferentes combinacdes
das subunidades a e B atuam como receptores de diferentes

ligantes. Em relagdo as interacdes 1leucd)cito-endotélio, o

componente mais importante s&o os VLA (very late antigen)

constituida pelas cadeias o; B; (Belivaqua, 1993; Hellewell,



Tabela 1 - Moléculas de adesdo liberadas por células que participam

do processo

inflamatério.

MOLECULAS DE ADESAO

CELULAS INTEGRINAS SUPER FAMILIA SELECTINAS OUTRAS
DAS IMUNO-
GLOBULINAS
BASOFILOS pl50°, gpIla, Mac-1" ICAM-3, LFA-3, LECAM-1 CcD9, CD59, CD63, CR1l, H-CAM-1,
PECAM-1 H-CAM-1
ENDOTELIO vitronectina, gpIla, CAM~105, ICAM-1, ELAM-1, CD34, CD59, endoglina, L-VAP22,
VASCULAR 49F/104 ICAM-2, LFA-3, PADGEM glicoproteina GPIIIB, SYNDECAM,
PECAM-1 VAP-1, PSGL-1
EOSINOFILOS VLA-4, Mac-1", pl50", ICAM-3, LFA-3, LECAM-1 CD9, CD59, CDé3, CR1l, endoglina
gplla PECAM-1, CD48 FCE-RII, H~CAM-1
FIBROBLASTOS VLA-2, gplla HCAM-1
LINFOCITOS VLA-2, VLA-4, VLA-5, LFA-2, CD4, CD8, LECAM-1 CD59, CD63, CRl, endoglina ECE-
LFA-1", Mac-1", LPAM- ICAM-1, ICAM-2, RII, H-CAM-1, L-VAP22
1, gpIla ICAM-3, LFA-3,
cD48, NCAM,
PECAM-1
LINFOCITOS B VLA-3, pl50°, gpIla, BL-CAM, ICAM-3, CD39, CD40, SYNDECAM
vitronectina B7, B7-2
LINFOCITOS T VLA-1, pls0°, ICAM-2, NCAM, CD40, LIGANTE CD40
ATIVADOS PECAM-1, cD28,
CTLA-4, CcD4,
cD8, LFA-1
MACROFAGOS LFA-1", Mac-1", ICAM-3, ICAM-1Q,
p150°, gpIla VCAM-1
MASTOCITOS GP IIA, P150" ICAM-3
MONOCITOS ViA-1, VLA-4, VLA-5, CD4, CD48, CAM- LECAM-1 cD59, CD63, endoglina,
VLA-6, LFA-1", Mac~ 105, ICAM-1, glicoproteina GPIIIB, H-CAM-1
17, pl507, gplla, ICAM-3, LFA-3,
vitronectina B7-2
NEUTROFILOS LFA-17, Mac-1", ICAM-3, LFA-3, LECAM-1 CD59, CD63, CR1, H-CAM-1
pl507,gplla CAM-105, PECAM-
1, CD48
PLAQUETAS VLA-2, VLA-4, VLA-5, CAM-105, PECAM-1 PADGEM cD9, CD63, glicoproteinas
pl50°, glicoproteina GPIIIB E GPIB-IX
gpIIa IIB-IIIA, VLA-
6, vitronectina
* - P150, MaC~l e LFA-1 = subtipos do complexo CD11/CD18. Vide texto e lista de abreviagdes
para compreensdo das siglas.
1993). A subfamilia B das integrinas, expressas

exclusivamente nos 1leucédcitos,

pelas siglas CDlla

(al) I4

CD11lb

(o) 4

CDllc

(o),

sdo classicamente reconhecidas

as quais, sao

constituidas por cadeias o e estdo associadas com a subunidade



B, (CD18) (tabela 1). Todo o complexo é conhecido genericamente

por CD11/CD18. Subtipos deste complexo tém sido identificados
em vdrios tipos celulares recebendo o nome de pl50-95, LFA-1 ou
Mac-1l. Um defeito, de origem congénita, na subunidade B, é
responsavel pela entidade patoldégica conhecida como deficiéncia
da adeséo leucocitéria (Paller, et al., 1994; Shearer et al.,
1994) . Neutréfilos isolados destes pacientes mostram defeito na
funcdo de adesdo, quimiotaxia e fagocitose (David, 1991).
OQutras integrinas sdc encontradas em outros tipos celulares e
sua fungdo primaria é servir como receptor para matriz protéica
extracelular como colageno, laminina e a fibronectina
(Belivacqua, 1993; Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993).
Simultaneamente, no endotélio, 4as custas de estimulos
gerados pela reagdo inflamatoédria, sdo também expressas
moléculés de adesdo, sendo as mails conhecidas as selectinas
(Bevilacgqua et al., 1991; Gahmberg et al., 1992; Lasky, 1992;
Bevilacqua, 1993). S&o identificados pelo menos trés subtipos
diferentes de selectinas: E, L e P (Bevilacqua et al, 1991;
Israels et al., 1992). A familia das moléculas de selectinas do
tipo E é expressa nas células endoteliais quando estimuladas
por lipopolissacdrides de membrana celular de bactérias gram-—
negativas (LPS) ou por citocinas do tipo TNF e IL-1. J& as
moléculas do tipo P foram identificadas tanto em granulos
secretdrios das plagquetas como no endotélio. Em poucos minutos,
as P-selectinas sao expressas no endotélio apds estimulacio
pela histamina ou pela trombina, por elementos finais do

sistema complemento e/ou pelo perdéxido de hidrogénio



(H,0,) (Bonfanti et al, 1989; Hattori et al., 1989; Patel et
al., 1991). Como mostra a tabela 1, atualmente é descrito um
grande numero de moléculas de adesd&o que também sdo expressas
em pequena dquantidade em condigdes fisiolégicas (Bevilacqua,
1993; Gahmberg et al., 1992). Sua importéncia tanto no processo
inflamatério como nos mecanismos relacionados a propaga¢do de
neoplasias malignas tem despertado grande interesse nos ultimos
anos (Bevilacqua, 1993; Gahmberg et al., 1992).

Com base no exposto acima, ¢é possivel concluir que a
resposta celular ao dano tecidual depende do tipo, da duracdo e
da severidade da lesdo, bem como do tipo de interacéao celular e
0 estado imunoldégico do hospedeiro (Cotran et al., 1991). As
células que migram ou que sdo ativadas para o sitio do processo
inflamatério sé&o, portanto, responsaveis ©pela geracgdo e
manutencdo dos mediadores inflamatérios. Por exemplo, a
mobilizagdo de leucédcitos (polimorfonucleares e mononucleares)
para o sitio do processo inflamatdério resulta na ativacéao
destas células que, por sua vez, passam a sintetizar e liberar
um grande numero de agentes tipo produtos da via do AA e
citocinas, entre outros (Wolfe e Horrocks, 1994).

Leucécitos‘polimorfonucleares (neutréfilos) s&do ativamente
fagociticos e a energia para este processo é derivada da via
glicolitica. A destruicdo de microorganismos suscetiveis pelos
neutréfilos estéa intimamente associada a0 processo de
degranulagdo, onde ocorre a liberagdo de granulos do fagossoma
dessas células (Cramer, 1992). No citoplasma dos neutréfilos

sdo identificados trés tipos de gréanulos, denominadds de
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primédrios, secundarios e terciarios (Cramer, 1992). Os granulos
primarios contém enzimas lisossomais hidroliticas abundantes,
grande quantidade de mieloperoxidase (matriz verde, responsavel
pela coloragdo do pus), de lisozima, elastase e de proteinas
catidnicas. J& os gréanulos secunddrios contém lactoferrina e
lisczima, enquanto e} contetdo dos terciarios é ainda
desconhecido, porém podem ser distinguidos pela presenca de
fosfatase écida. Nos neutréfilos ativados e que migram para o
local da 1lesdo sdo identificados fagossomas dque tém a
facilidade de envolver o corpo estranho ou outra célula,
ocorrendo posteriormente a fagocitose. Considerando que a
capacidade fagocitica de destruigdo do neutréfilo depende da
via glicolitica, eventos celulares subseqgiientes envolvendo o
consumo de oxigénio também conhécido como burst repiratério tém
sido bastante estudados (Thelen et al., 1993). Os mecanismos
pelos quais os neutréfilos lisam ou destroem o corpo estranho
ndo sdo ainda totalmente conhecidos. No entanto, ndo ha davidas
que a geragdo de radicais livres é de fundamental importéancia
nesta etapa da reacdo (Southorn e Powis, 1988).

De acordo com o tipo de reacdo inflamatéria, além dos
neutréfilos, outros leucdcitos como  0S mononucleares podem
migrar preferencialmente para o local da 1lesdo (Sibille e
Reynolds, 1990). Ao migrarem para o sitio do processo
inflamatério, estas células sdo ativadas por produtos liberados
principalmente pelos macrdéfagos e passam a sintetizar e liberar
um grande numero de agentes tipo citocinas e produtos da via do

AA, além de outros mediadores. Eventos celulares subseqiientes
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ocorrem, tais como aqueles descritos para os. neutréfilos,
envolvendo o consumo de oxigénio (burst respiratdério) que é
detectado em segundos apds a interacdo entre um corpo estranho
e estas células, resultando na geracdo de radicais livres
(Southorn e Powis, 1988).

Outras células envolvidas neste processo sao oS
eosindfilos. Estima-se que estas células tém uma vida média
superior a dos neutréfilos (Kay e Corrigan, 1991; Bainton,
1992; Kita et al., 1995). Estas células, quando ativadas pelo
PAF-acéter, por exemplo, liberam mediadores lipidicos biocativos
e derivados do AA, entre outros, bem como das proteinas de
Charcot Lyden, catidnica, bésica principal (MBP) e peroxidase
do eosindfilo (Bainton, 1992; Ferguson et al., 1995; Kita et
al., 1995). Citocinas tipo fator estimulante de coldnia de
macréfagos _e/ou de granulédcitos (GM-CSF), IL-3 e \IL—5
produzidas por l1linfécitos T e do tipo IL-1 e TNF derivadés de
mondécitos e macrdfagos tém também importéncia reconhecida no
processo de ativacgdo destas células (Kita et al.,vl995; Lukacs
et al., 1995). Dependendo do tipo de processo inflamatdrio, a
liberagcdo excessiva destes produtos resulta em destruicéo
tecidual importante como déscrito, na asma brdénquica (Shelhamer
et al, 1995). O eosindéfilo ativado pode sér distinguido dos
inativos pela presenca de vaclolos citoplasmaticos, que na
microscopia eletrdnica s@o denominados de gréanulos hipodensos
{David, 1991). Estas células ativadas liberam seus
constituiﬁtes intracelulares. Os eosindfilos expréssam feceptor

para o fragmento especifico do tipo Fc para imunoglobulinas
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(Ig) do tipo IgE e, portanto, sdo importantes efetores nas
reagdes 1imunes, por éxemplo, nas parasitoses por helmintos
(David, 1991). Os eosindéfilos também tém sido relacionados nas
reagcdes alérgicas e autoimunes (Shelhamer et al.,1995). E
descrito que pacientes com atopia, asma, infecc¢des helminticas
crdnicas, sindrome hipereosinofilica idiopatica ou portadores
de certas neoplasias apresentam eosinéfilos hipodensos no
sangue periférico (Weller, 1993).

Também tem sido demonstrado que os macré4fagos residentes
ou mondcitos participam ativamente do processo inflamatério
(Cramer, 1992; Galli, 1993). Os macréfagos como os mondcitos,
originam-se da mesma célula progenitora na medula éssea ou a
partir de outros tecidos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Quando a
diferenciagdo ocorre na medula oéssea, provavelmente este
macrb6fago serd uma célula residente nos linfonodos, baco ou
figado, fazendo parte dos sistemas conhecidos como
reticuloendotelial e fagocitico mononuclear, respectivamente.
Neste papel, os macrdéfagos exercem a fungdo de limpeza do
organismo, removendo células sangiiineas defeituosas ou
estimulando o sistema imunolégico na defesa contra agentes
estranhos. Quando a diferenciagdo celular dos macréfagos ocorre
fora da medula éssea, estas células séd morfologicamente
distintas (menores e com pouco citoplasma) e sdo conhecidas
como mondécitos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Os mondcitos séo
recrutados para o sitio do processo inflamatério através de
fatores quimiotaticos gerados localmente. Estas células também

sdo recrutadas por proteinas catidnicas, liberadas dos gréanulos
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de neutréfilos. Como os neutrdfilos, os macrdfagos ativados
fagocitam material estﬁanho (Cramer, 1992). Além disso, os
macrbfagos possuem trés diferengaé em comparagdo com OsS
neutré6filos: i) séo capazes'de divisdo celular, importante na
defesa do organismo, como no granuloma; ii) podem sobreviver no
tecido por meses ou até anos e 1iii) secretam mediadores da
inflamacdo (Nielsen et al, 1994; Stewart et al., 1994). De um
modo geral, estas células quando ativadas tém a capacidade de
realizar a fagocitose, s&o responsaveis pelo recrutamento de
neutréfilos da circulacdo, bem como o desencadeamento de edema
e de dor (Cunha et al., 1986; Cramer, 1992),. entre outros. Além
disso, os macréfagos ativados expressam a No—sintasé, a
'ciclooxigenase tipo II (COX-II) adquirindo a capacidade de
sintetizar. e liberar NO e prostandéides, além de diversas
citocinas (Moncada e Higgs, 1993; Baumann, e Gauldie, 1994).

O quinto sinal da inflamagdo que equivale a perda da
funcionabilidade, normalmente é efeito secundario da resposta
inflamatéria tecidual e da dor. O tecido inflamado causa
inibigdo fisica dos movimentos através da dor por um mecanismo
de feedback neural (Cunha et al., 1986; Cramer, 1992).

A dor que se associa a resposta inflamatéria se deve a
estimﬁlagéo dos nociceptores locais por mediadores gquimicos
tais como a bradicinina (BK) e a histamina (D:ay e Bevan,
1993) . Quimicamente, a transdugdo da dor envolve interac¢des dos
mediadores com receptores de membrana que sdo acoplados a
canais iénicos e ou sistemas de segundos mensageiros resultando

na mudanga, da excitabilidade da membrana celular. A resposta
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algésica induzida por estes mediadores é potencializada por
produtos da via do éacido araquidénico (PGE,, PGI,, PGD;) e por
aminas simpatomiméticas, possivelmente a dopamina liberada
localmente. A producgdo de hiperalgesia também deve ser vista
como um importante mecanismo que contribui para a regeneracdo e
reparo tecidual (Andy et al., 199%4). Além disso, vVAarios
produtos liberados no sitio da lesdo inflamatéria, entre eles,
as citocinas como por'exemplo: interleucinas (IL) do tipo IL-1,
IL-6 e IL-8, fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN) e
LPS estdo envolvidos 'na regulagdo da resposta febril. Aas
citocinas, exceto a IL-8, medeiam a resposta febril através da
indugdo da sintese de PGE, em Aareas especificas do hipotéalamo

(Dinarello et al., 1988; Dinarello et al., 1991).

1.1 MEDIADORES QUIMICOS DA INFLAMACAO

Conforme citado anteriormente, a agressdao endbégena ou
exdbgena desencadeia a resposta inflamatdéria, mas as substéncias
quimicas liberadas a medeiam e sdo responsadveis ©pela
amplificagdo deste processo. A seqguir sdo comentados alguns
aspectos relevantes de diversos' mediadores do processo

inflamatério.

1.1.1 vias metabdlicas do dcido araquiddnico

Produtos da via metabdélica do AA também conhecidos como
eicosandéides possuem papel relevante em vAarios processos
fisioldégicos e patolébgicos, incluindo a homeostasia,

inflamagdo e trombose. Os produtos derivados da via metabdlica
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do AA sdo considerados autacdides, ou seja, substéncias geradas
localmente, que tem meia vida curta (segundos) e que exercem
localmente os seus efeitos (Campbell e Halushka, 1996). Os
eicosandides compreendem quatro grupos de mediadores bioldgicos
derivados do AA: PGs, TXs, LTs e produtos derivados de
isocenzimas localizadas no citocromo P-450. O AA é um &cido
graxo poliinsaturado encontrado na forma esterificada entre os
fosfolipideos da membrana celular e se origina diretamente de
fontes alimentares ou da conversdo, nos mamiferos, a partir do
dcido graxo essencial, o &cido 1linoléico (Wolfe e Horrocks,
1994).

Atﬁavés de estimulos fisicos, mecéanicos, quimicos e/ou
induzidos por diversos mediadores, o AA é liberado por
diferentes fosfolipases (A, C,- D) (Wolfe e Horrocks, 1994). As
fosfolipases podem ser classificadas como dependentes ou
independentes do ion.célcio. A via direta mais conhecida de -
liberagdo do AA envolve a participagdo da fosfolipase A,
(FLA;) . A expressdo da FLA, estd codificada em dois genes
distintos, sendo estas enzimas classificadas em secretédrias e
intracelulares (Wolfe e Horrocks, 1994).

Na célula, a enzima pode estar localizada na membrana
celular ou no citosol como verificado em macrdé6fagos RAW 264.7.
Além disso, a atividade da FLA, é regulada por proteinas
inibitérias e estimulatérias. No tecido de mamiferos, os
antiinflamatérios esteroidais induzem a sintese de proteinas
inibitérias da atividade da FLA, denominadas de lipocortinas

(Wolfe e Horrocks, 1994). A atividade da FLA; pode também ser
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ainda regulada por uma proteina G apds estimulo por um mediador
da inflamagdo. A dissociac¢do da subunidade a do complexo By da
proteina G resulta na ativagdo da FLA,. A regulacgdo da ativacéao
da FLC também envolve processos de fosforilacdo e
desfosforilacgéo de proteinas cinases que facilitam a
translocacdo desta enzima do citosol para a membrana celular.
Multiplas isoformas de FLC tém sido purificadas (Catt, 1995),
sendo que algumas apresentam na sua estrutura molecular alto
grau de homologia com proteinas do tipo tirosina cinases. E
conhecido que a ativacgdo da FLC resulta na formagdo de segundos
mensageiros da via do trifosfato de . inositol e do
diacilglicerol, porém esta enzima tambéﬁ estd envolvida na
iiberagéo do‘AA da membrana celular (Wolfe e Horrocks, 1994).
Através de mecanismo bastante similar ao descrito
anteriormente, a via metabdlica da FLD ird também liberar o AA
da membrana celular. |

Seguindo-se a liberacdo do AA, de acordo «com a
disponibilidade enzimadtica celular, esta molécula servira de
substrato para a acgd&o de enzimas tipo ciclooxigenase e/ou
lipooxigenase. |

AS PGs e o0s TXs sdo produtos da via metabdlica do AA
catalisada pela enzima COX. Na realidade, estes compostos
constituem o produto final de uma sequéncia de reacbes
envolvendo enzimas especificas. S3do produzidos pela maioria das
células do organismo e possuem uma grande diversidade de
fungdes. Sob agdo da COX, o AA d& origem ao endoperdxido de

PGG,, © qual posteriormente é convertido em PGH,, ambos
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compostos sao altamente instaveis (Davies e MacIntyre, 1992;
Campbell e Halushka, 1996). Na presenca de tromboxano sintetase
€ gerado preferencialmente TXs, enquanto outras sintetases
especificas dao origen aos diferentes grupos de
prostaglandinas. Portanto, na presenca de sintetases
especificas (PGD sintetase, PGE sintetase, PGF sintetase, PGI
sintetase, por exemplo) sdo gerados os diferentes prostandides.

O TXA; é um potente agregante plaquetédrio e vasoconstritor
produzido pelas plaquetas e outras células sangiiineas. Ja a
PGI,, gerada predominantemente no endotélio vascular e outros
tipos célulares, inibe a agregacdo plaquetdria e é um potente
vasodilatador. As principals ac¢des das PGE, sdo o bloqueio da
secrecdo de acido cloridrico e estimulacdo da secrecdo de muco
no estdmago, vasodilatacdo e inibicdo da ativacdo de células no
sitio do processo inflamatédrio, sendo também considerada um
mediador da febre (Wolfe e Horrocks, 1994). A PGF,, causa
contragdo brdnquica e uterina, enquanto as PGD, induzem a
vasodilatagdo e a broncoconstricdo. De forma geral, as
prostaglandinas e tromboxanos agem na amplificacdo do processo
inflamatério (Davies e MacIntyre, 1992; Wolfe e Horrocks,
1994).

Através de clonagem molecular, foram identificados dois
tipos de ciclooxigenase, COX-1 e COX-2, codificadas por genes
distintos (Wolfe e Horrocks, 1994). O conhecimento dessas duas
formas enzimadticas permitiu distinguir o papel fisioldbégico
exercido pelas PGs e TXs, daquele observado em condicdes

patoldégicas. Em condicgdes fisioldgicas, as PGs e TXs sédo
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gerados através da via da COX-1, que é reconhecida como enzima
do tipo constitutivo (Isakson et al., 1995). Por sua vez, em
condicdes patoldgicas, através de estimulos induzidos
predominantemente por citocinas e LPS, os macrbfagos, as
células endoteliais e os neutré6filos passam a expressar a COX-2
(enzima induzida) (Isakson et al., 1995). E reconhecido, hoje em
dia, que alguns agentes antiinflamatdérios ndo esteroidais
utilizados na clinica exercem ag&o inibitéria inespecifica
sobre as duas enzimas, resultando nos efeitos colaterais do
tipo epigastralgia, reativacdo da tlcera péptica e hemorragia
gastrintestinal, entre outros (Isakson, et al., 1995).

A .via da 1lipooxigenase envolve a conversdo do AA em
derivados hidroperdéxidos (HPETE): 12-HPETE nas plaquetas e 5-
HPETE e 15-HPETE nos leucdcitos (Wolfe e Harrocks, 1994). O 5-
HPETE pode sofrer peroxidagdo e se transformar em HETE, o qual
€ conhecido como agente quimioté&tico potente para neutréfilos.
Os principais produtos metabdélicos formados por esta via, nos
mamiferos sdo LTA,, LTBs;, LTC,, LTDs, LTE,. E reconhecido que o
LTB, é um agente quimiotdtico potente que promove agregacdo de
leucécitos ao endotélio venular, enquanto o LTCs, o LTD; e o
LTE, causam vasoconstricgéao, broncoespasmo e aumento da
permeabilidade vascular {(Wolfe e Harrocks, 1994). Esses
leucotrienos 7séo sintetizados em diversos tipos celulares
incluindo macréfagos e leucdcitos (Campbell e Halushka, 1996;

Wolfe e Harrocks, 1994).
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1.1.2 Cininas

As cininas, a BK e a Lysyl-BK (Lys-BK: calidina), sé&o
oligopeptideos formados endogenamente. As cininas sdo
ehcontradas em insetos, répteis, anfibios e mamiferos. Atuam
principalmente como hormdénios locais através de mecanismos
autécrinoé e paréacrinos (Bathon e Proud, 1991; Farmer e Burch,
1992; Bhoola et al., 1992). Sdo formadas em varios Oérgdos e
podem ser detectadas em secreg¢des (urina, saliva e suor, por
exemplo), no fluido intersticial e no sangue. |

Nas tdltimas décadas, os estudos e o conhecimento
biogquimico do sistema calicreina-cininas tém  aumentado
drasticamente. InUmeros estudos farmacolégicos e bioquimicos
tém demonstrado o envolvimento destas substéncias em processos
fisiopatoldégicos, acompanhados de lesdo tecidual ou de
inflamagéo (Farmer e Burch, 1992; Dray e Perkins, 1993;
Marceau, 19995).

As cininas s&o formadas a partir dos cininogénios, .-
globulinas de alto (626 aminoadcidos (aa), 88 a 120 KD) e de
baixo pesos moleculares (409 aa, 50 a 68 KD), ambas derivadas
de um unico gene (Hall, 1992; Margolius, 1995), por acdo de
cinlinogenases. O principal local de sintese dos cininogénios é
o figado.

A cininogenase mgis conhecida é a calicreina (Carretero e
Scicli, 1991; Bhoola et al., 1992; Carretero et al., 1993a, b).
Existem dois tipos de calicreinas, a plasmética e a tecidual. A
calicreina plasmdtica é sintetizada no figado e circula no

sangue como um precursor inativo, ¢é conhecida como pré-
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calicreina. A ativacéo do sistema calicreinas se da através de
estimulacgdo fisiopatoldégica como, por exemplo, trauma tecidual,
andxia, inflamagdo ou pH baixo (Bathon e Proud, 19%1). No
plasma, a conversdao da pré-calicreina para calicreina é
catalisada pelo fator Hageman (Fator XII da «cascata de
coagulagdo). Por sua vez, a calicreina plasmitica age sobre o
cininogénio de alto peso molecular liberando a BK. De forma
geral, a calicreina plasmatica ndo .participam das reacdes de
conversdo do cininogénio de baixo peso molecular para formacio
da calidina. Estudos mostram que a calicreina tecidual libera a
calidina dos cininogénios, tanto de alto como de baixo pesos
moleculares (Bathon e Proud, 1991; Farmer e Burch, 1992).

Em humanos, a BK e a Lys-BK s&o as cininas que possuem
papel fisioldbgico relevante. A BK exerce diversas acdes, entre
elas, cita-se a producdo e a liberacdo de diversas substancias
quimicas enddégenas como prostandides de diversos tipos
celulares, citocinas (IL-1 e TNF de macréfagos), além do NO
liberado das células endoteliais vasculares (Dray e Bevan,
1993).

Através de ensaios bioldgicos, Regoli e Barabé propuseram
em 1980, a classificacdo de receptores da BK em B; e B,. Essas
evidéncias foram baseadas, inicialmente, em estudos utilizando
agonistas e antagonistas seletivos das cininas disponiveis e
foram confirmados, posteriormente, através de estudos de

binding e de clonagem molecular (McErchern et al, 1991; Hess

et al., 1992; Mencke et al., 1994; MacNeil et al., 1995).
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A maioria das égées fisioldgicas da BK séo 'mediadas
através da ativagdo de receptores do tipo B;, pelo qual
eventos intracelulares como as vias da FLC, gerando
diacilglicerol e do trifosfato de inositol, e da FLA,,
produzindo PGs s&o ativados (Farmer e Burch, 1992). Estes
receptores sdo constitutivos, amplamente distribuidos no
organismo, incluindo o sistema nervoso central (SNC) de animais
de varias eépécies (Hall, 1992). A ativagdo dos receptores B
possuli um papel significante nos estédgios iniciais da dor
inflamatéria e durante a inflamacdo aguda e crdénica (Lembeck et
al., 1992). Antagonistas do receptor B, da BK como o HOE 140 e
NPC 17731, entre outros, sdo0 potentes em bloqgquear a
hiperalgesia aguda, bem como diversos processos inflamatérios
(Burch et al., 1990; Kyle et al., 1991).

Os receptores B; estdo restritos a alguns tecidos, como
por exemplo a musculatura lisa vascular (arterial e venosa de
coelho), sendo que muitas vezes coexistem com os receptores B;.
Os receptores B; também foram identificados em culturas de
distintos tipos de células e em diversos tecidos de ratos,
camundongos, suinos, bovinos e humanos (Boschcvov et al, 1984;
Deblois e Marceau, 1987; Hall, 1992; Marceau, 1995). A des-
Arg®-BK e a des-Arg'°-BK sdo os agonistas seletivos do receptor
B:, sendo mais potentes que a BK (Marceau, 1995). Mais
recentemente, a importédncia deste receptor, que seria induzido
em varios estados patoldgicos, tem sido enfatizada, uma vez que
parece ser pouco frequente a ocorréncia da sua forma

constitutiva. Admite-se, com raras excecgdes, que o receptor B;
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seja: induzido em .condigbdes patoldgicas, como por eXemplo,
durante a»ihflamagéo crénica, lesdo tecidual e .em estados de
hiperalgesia. (Dray e Perkins, 1993; Perkins e Kelly, 1993;
Cruwys et al., 1994; Davis e Perkins; 1994a). Por exemplo, em
ratos, a injegdo de adjuvante de Freund completo na articulacdo
do Jjoelho resulta em hiperalgesia. trés dias apds, o qual é
inibida por antagonista do receptor B; (des-Arg’-Leu®-BK). Neste
modelo, os sitios destés teceptores ainda ndo s&o bem
conhecidos, mas ‘admite—se que eles possam ser induzidos em
terminacdes nervosas sensoriais ou em outras células do
processo inflamatdério (Cruwys et al., 1994). Parece que a
producédo local de citocinas pode estar envolvida na exXpressao
destes receptores durante a inflamagcd&o. Validando estes
resultadosp tem sido também demonstrado que a injecgédo
intraplantar ou intra-articular de IL-1 induz hiperalgesia, que
é exacerbada com a administracdo de des-Arg’~-BK e atenuada pela
des-Arg’-Leu®-BK (Dray e Bevan, 1993). A existéncia de subtipos
de receptores B, descritos principalmente em estados
patolégicds tem sido sugerida por alguns (Farmér e Burch, 1992)

e questionada por outros (Marceau, 1995).

1.1.3 Oxido Nitrico

Qutro mediador do processo inflamatério é o NO. A
demon&tracdo em 1988, por Palmer et al., de que o NO gérado
pelas células endoteliais vasculares era um dos fatores de
relaxamento endotelial, resultou em grande avanco em diveisas

dreas da ciéncia béasica (Moncada, 1992; Moncada e Palmer, 1992; .
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Billiar, 1995; Kerwin et al., 1995). Atualmente, o NO é também
reconhecido como um importante mediador do processo
inflamatério (Lowenstein et al., 1994; Billiar, 1995; Kerwin et
al., 1995).

No endotélio wvascular, o NO gerado a partir da reacao de
conversao do éa L-arginina para L-citrulina, sob acgdo da NO-
sintase difunde—se para o citoplasma da célula da musculatura
lisé vascular estimulando a guanilato-ciclase soluvel. O efeito
biolégico final desta seqliéncia de eventos é o relaxamento
(Moncada, 1992; Moncada e Palmer, 1992). A geracdo de NO tem
sido caracterizada em muitos outros tecidos, incluindo
plaquetas, adrenal, hepatédécitos, células de Kupffer e do
pulmdo, entre outras (Moncada e Palmer, 1992; Nussler e
Billiar, 1993; Moncada e Higgs, 1993).

Da mesma forma que os produtos metabdlicos da via da COX,
atualmente é reconhecida a participacdo do NO tanto em estados
fisiolégicos como patolégicos. Pelo menos trés enzimas do tipo
NO-sintase que tém alta homologia com a citocromo P-450
redutase tém sido reconhecidas e S840 expressas por dJenes
distintos (Billiar, 1995; Kerwin et al., 1995). De forma
semelhante & COX, a NO-sintase pode ser constitutiva ou
induzida. A NO-sintase induzida expressa em macrdfagos,
mondécitos, hepatdcitos e condrdcitos ativados, entre outros,
estad associada com processos inflamatérios e é responsavel por
muitos eventos nesta réagéo. J& a NO-sintase constitutiva foi
caracterizada no endotélio vascular e em células nervosas. Um

mecanismo pelo qual o NO pode exercer efeito inflamatério, é
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através do aumento da produgado de prostaglandinés (Salvemini,
et al., 1993; Davidge et al., 1995). Foi demonstrado que
inibidores da NO-sintase diminuem a produgdo de PGs bem como
de nitratos em cultura de macrdéfagos de figado (Stadler et al.,
1993) . Nestas condig¢des, a NO-sintase aumenta a produgdo de PGs
pela ativagdo direta da COX-2. Isto sugere que a produgdo local
de NO no sitio da inflamagcdo poderia amplificar a resposta
inflamatérié pelo aumento da atividade da COX-2 e subseqiiente
incremento da produg¢ao de PGs. Tem sido também demonstrado que
o NO apresenta atividade antimicrobiana bem como efeito
citoétético em células tumorais cultivadas com macréfagos

ativados (Moncada e Higgs, 1993; Nusller e Billiar, 1993).

1.1.4 Citocinas

As citocinas, nome genérico de outro grupo de mediadores
do processo inflamatério, s&o proteinas formadas em quase
todas as células eucariodticas {Luger e Schwarz, 1995).
Participam tanto do processo de hemostasia como também estao
envolvidas em alguns estados patoldégicos. As citocinas agem via
receptor especifico na superficie celular, possuem miltiplas
atividades, dentre elas, influenciar a expressdao de seus
prbéprios receptores e afetar a funcdo celular wvia sinergismo,
adicdo ou antagonismo (Oppenheim et al., 1991).

Fazem parte da familia das citocinas as 1ILs, as
quemocinas, os IFN, os TNF, fatores estimulantes de coldnia

(CSF) e fatores estimuladores ou inibidores do crescimento
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(Luger e Schwarz, 1995). De um modo geral, todas as células
sangliineas envolvidas com ©O processo inflaﬁatério adquirem a
capacidade quando ativadas, de gerar um grande nimero de
citocinas como mostra a tabela 2.

Pelo menos duas citocinas parecem ser importantes
mediadores da inflamagéo; IL-1 e TNF. Ambas ihduzan 0 mesmo
espectro de efeitos bioldégicos, em particular nas fases agudas
da inflamacdo, além de agirem sinergicamente. As suas acdes
mais importantes na inflamagdo sdo os efeitos locais, como por
exemplo sobre o endotélio vascular onde estimulam a sintese de
moléculas de adesdo e a expressdao da NO-sintase induzida e da
COX-2, além de induzir a producdo de outros mediadores como o
PAF-acéter. Tanto a IL-1 como o TNF sdo responsaveis pelas
respostas sistémicas da fase aguda do processo inflamatério
associadas com infecgdo ou lesdo, incluindo febre, proteinas
hepaticas de <fase aguda, a quimiotaxia de neutrdfilos, a
liberacdo de hormdénio corticotrédfico e de corticosterdides
(Cotran et al., 1991). O TNF particularmente tem sido
relacionado na fisiopatologia do choque séptico (Abbas et al.,
1991b; TLukacs et al., 1995). J& as citocinas do grupo dos
fatores de <crescimento s&o importantes para estimular a
proliferagdo de fibroblastos envolvidos no processo de
reparacgdo tecidual.

As quemocinas compreendem uma familia de citocinas com
agdo quimiotatica e pré-inflamatdédria caracterizada ©pela

presenga na sua molécula de quatro cisteinas. A ativacdo e
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capacidade quimiotatica das gquemocinas do grupo C-C parecem
desempenhar papel principal no acumulo de mediadores no sitio
do processo inflamatério, particularmente nas doengas
alérgicas. Constituem exemplos deste grupo, as proteinas
quimiotéticas de monécitos (MCP-1 e MCP-3) e de baséfilos.
Entre os seus efeitos, cita-~-se a liberagdo de histamina pelos
bas6filos e mastdédcitos. As  quemocinas do grupo RANTES
(regulated on activation, normal T expressed, and secreted) sao
quimiotéticas para baséfilos e eosindédfilos. Outro membro deste
grupo é a familia C-X-C que ekerce efeito quimiotatico bara

neutréfilos e inclue a IL-8 e o produto génico relacionado a

Tabela 2 - Citocinas 1liberadas por células que participam do
processo inflamatério.

CELULAS CITOCINAS

BASOFILOS IL-4, GMCSF, IL-5, TNFa, IL-3, MIP-1-a, MIP -1B, IL-6,
iL-1, IL-8, IL-1 @, TGF-B, IL-6, GMCSF, IL-3, TGEF-a

EOSINOFILOS IL-1 a, TGF-B, IL-6, GMCSF, IL-3, TGF-a
LINFOCITOS B TNF-a, TNF-§, IL-1, IL-4, IL-6, GM-CSF, IL-5, IFN-A
LINFOCITOS T ATIVADOS TNF-B, IL-3., IL-6, IL-13, HMWBCGF, IL-4, MIP-la,

RANTES, TNF-a, LIF, OSM, IFN-i, IL-3, GMCSF
MCSF, TNF-a, TNF-B,TNF-a, TNF-B, IL-1, IL-4, IL-6, GM-
CSF, IL-5, IFN-A, IEN-A, IL-3, GMCSF, MCSF, TNF-a, TNEF-B

MACROFAGOS PDGF, TGF-$, IL-10, 1L-12, MCSF, IL-1, GMCSF, GCSF, TNF-
o, IL-6, IL-8, IFN-a, HBEGF, FGF basic, TGF-a, GRO-a,
MIP-la, VEGF, NGF, LIF, OSM, TNF-a, TNF-B, IFN-A, IL-2

MASTOCITOS IL-4, GMCSF, IL-5, TNF-a, IL-3, MIP-l1-a, MIP -1B, IL-6,
ilL-1, IL-8, IL-1 «, TGF-B, IL-6, GMCSF, IL-3, TGF-a
NEUTROFILOS IL-la, IL-1B, GMCSF, MCSF, IL-6, IL-8, IL-lra, IEN-o,

GCSF, PAF, TNF-a, GRO-a

PLAQUETAS PDGF, TGF-B, EGF, ,RANTES, IL-1,HGF, GRO-a, PDECGF

Vide texto e lista de abreviag¢des para compreensdo das siglas.
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atividade e crescimento de melanoma (MGSA/GRO) (Luger e

Schuwarz, 1995).

1.1.5 Taquicininas

As taquicininas constituem uma familia de pequenos
peptideos que apresentam a mesma seqiéncia C-terminal: Phe-X-
Gly-Leu—MetNHz. S&do conhecidos trés peptideos desta familia: a
neurocinina A (NKA), a neurocinina B (NKB) e a substaéncia P
(SP) . Este ultimo peptideo, por ter sido o primeiro a ser
identificado, é o mais conhecido e também o mais estudado.

Estudos imuno-histoldégicos sugerem que a SP e a NKA estdo
localizadas em terminagdes nervosas sensoriais fanto do SNC
como do periférico, dos tratos gastrintestinal e geniturinéario,
glédndula adrenal, da pele, como dos sistemas musculo-
esquelético, circulatdrio e respiratdério (musculatura lisa e
epitélio) (Lundberg e Saria, 1987). A SP e a NKA liberadas das
terminagdes nervosas sensoriais induzem a uma variedade de
respostas, incluindo o aumento da permeabilidade vascular
(Otsuka e Yoshioka, 1993) e agem também como potentes indutores
da secregdo de muco. As taquicininas podem também mediar o
funcionamento do sistema imunolégico através da liberacdo de
citocinas, agindo diretamente nos linfécitos.

As taquicininas, particularmente a sSp, foram
identificadas, em 1931, por Von Euler e Gaddum, em extratos de
cérebro e intestino de equinos. Posteriormente, isolou-se este
mesmo peptidio em animais de outras espécies ndo pertencentes a

familia dos mamiferos. Em 1953, Lembeck propds o possivel papel
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da SP como um neurotransmissor e mais tarde, Takahashi et al.
(1974) propuseram a sua participacdo na inflamacéao
neurogénica. Na década de setenta foi demonstrado que a SP é
um neurdpeptideo distribuido tanto no SNC como no periférico
(Hokfelt et al., 1975a, b).

Trés receptores taquicinérgicos foram recentemente
clonados. Estes receptores ultrapassam sete vezes a membrana
celular e estdo acoplados a proteina G. Sdo denominados de NK,,
NK: e NK;. Do ponto de vista farmacoldégico e bioquimico, a
caracterizacgéo de receptores taquicinérgicos tem sido
facilitada, mais recentemente, pelo surgimento de agonistas e
antagonistas peptidicos e ndo peptidicos seletivos (Regoli, et
al., 1987; Naaknish, 1991; Joos, et al., 1995; Patacchini e
Maggi, 1995).

O receptor NK; foi identificado nos SNC e periférico de
animais de varias espécies (Otsuka e Yoshioka, 1993). Em nivel
de sistema nervoso periférico, o receptor NK; medeia muitos
eventos importantes como a vasodilatacgéao, aumento da
permeabilidade capilar, estimulagdoc de secrecgdes salivares e
das vias aéreas e a contragdo da musculatura lisa (Ujiie et
al., 1993).

O receptor NK; é encontrado principalmente no sistema
nervoso periférico e especialmente na musculatura lisa dos
tratos respiratério, gastrintestinal e wurindrio. Entre os
efeitos taquicinérgicos, envolvendo os receptores do tipo NK;,
incluem a facilitagdo da 1liberacdo de transmissores e a

excitacdo neuronal em vias nervosas eferentes de rato {Lee et
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al., 1982), vias aéreas de coelho (Belvisi et al., 1994) e a
estimulacdo de certas células como os macrdéfagos alveolares de
cobaia (Brunelleschi et al., 1990). Estudos mostram que os
receptores NK, também estdo presentes no SNC, principalmente no
nucleo talémico, lé&minas III e VI das regides frontal do coértex
e no hipotalamo (Hagan e Mclean, 1993).

Os receptores do tipo NK; tém sido demonstrados no SNC e
trato gastrintestinal (Tsuchida et al., 1990). Resposta
funcional aos seus agonistas seletivos tem sido detectada em
preparagdes isoladas de musculaturas lisas circulares de ileo e
de cbélon de <cobaia onde produzem contragdo e relaxamento
através da liberagado de varios mediadores (Laufer et al., 1986,
1988; Maggi et al., 1993b). Resposta contratil aos agonistas
seletivos deste receptor também foi descrita na musculatura
lisa da veia porta (Mastrangelo et al., 1987) e no utero de
rata (Barr et al., .1991). No SNC, os receptores NK; sédo
encontrados em grande quantidade, coexistindo com os subtipos
NK, e NK, (Tsuchida et al., 1990). No SNC, o receptor NK; foi
identificado no cértex frontoparietal (lédminas IV e V), nicleos
solitédrio e interpenducular e area tegmental ventral. Na medula
espinhal, os receptores NK; estdo restritos a regido do corno
dorsal (Otsuka e Yoshioka, 1993);

Varias evidéncias tém mostrado que as taquicininas
liberadas de terminais nervosos periféricos possuem papel
importante na inflamacdo (Geppetti et al., 1995). Estudos
mostfam que a SP, quando injetada na pele humana produz calor,

rubor, dor e inchago. Na pele de rato, a SP induz vasodilatacédo
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mediada por receptores do tipo NK; (Maggi, 1995). Em condicdes
experimentais, foi demonstrado que a SP causa a vasodilatacao,
via mecanismo dependente do endotélio wvascular. Além disso,
tanto a SP como a estimulagdo nervosa na superficie dérmica, em
ratos, induzem a um aumento da permeabilidade pbs-capilar
(Kowalski e Kaliner, 1988). No coelho, a aplicacdo local de SP
na microvasculatura muscular esquelética promove vasodilatacédo,
agregacao plaquetédria e de leucbdbcitos (Ohlen et al., 1989).
Este neurotransmissor também promove aumento da atividade
fagocitica de macrdéfagos de suinos e da liberagdo de enzimas
lisossomais, de &nions superdxidos e de metabélitos do AA
(Hartliing et al., 1986).

Antagonistas taquicinérgicos tém sido testados em vAarios
modelos animais de inflamagdo, incluindo a asma brdnquica e a
hiperresponsividade brdénquica (Sakamoto et al., 1993; Joos et
al., 1995). Estudos realizados nas vias aéreas de diversos
animais tém demonstrado a participagdo de receptores NK; e NK;
na secrecgcado de muco, fluido microvascular, vasodilatacdo e
principalmente efeitos inibitdérios em células inflamatédrias
(Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 1993a; Maggi, 1995;
Geppetti et al., 1995). Na broncoconstrigao induzida pelas
taquicininas em cobaia prevalecem os efeitos mediados pelo
receptor do tipo NK; em relagdo ao NK; (Hirayama et al, 1993),
enquanto que na exsudagdo em outros roedores predomina a
ativagcdo do NK1 (Abelli et al., 1991; Sakamoto et al., 1993).
Outros efeitos como o aumento da permeabilidade wvascular da

traquéia por salina hipertdnica em ratos (Piedimonte et al.,
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1993), broncoconstricdo e tosse induzida experimentalmente pelo
dcido citrico predominam a ativagcdo do receptor NK, (Satoch et

al, 1992; Advenier et al., 1993).

1.2 INFLAMACAO NEUROGENICA

Lewis, em 1937, definiu a inflamagdo neurogénica como
sendo uma defesa endbdgena potente que ocorreria na fase recente
da lesdo tecidual. Este conceito é baseado em evidéncias de que
a estimulacdo de pegquenos neufénios aferentes produz sintomas
similares aqueles presentes durante a inflamacéao como
vasodilatacéo, edema, acumulo e agregagdo plaquetéria e
ativacdo de células do tipo mastdécitos (Lembeck e Holzer, 1979;
Kowalski e ZKaliner, 1988; Dimitriadou et al., 1992). Nesta
condigdo, existe uma interagdo complexa entre as terminagdes
nervosas e outros tipos celulares, alguns residentes, outros
invasores, além de <células do sistema imune.

Admite-se que as terminacdes nervosas sensoriais finas
(fibras do tipo C e do tipo A8) pode ser estimﬁlada por
diversos agentes flogisticos ou por substdncias quimicas
geradas pelo tecido agredido. A ativagdo destas terminacdes
nervosas aferentes induz reflexo axonal e, posteriormente,
liberagdo de neuropeptideos como a SP, NKA e o CGRP (Geppetti
et al., 1995). Esses neuropeptideos, por sua vez, mudam a
excitabilidade de terminais nervosos sensoriais e de fibras
simpaticas péds—-ganglionares. Eles também ativam células do
sistema imune, alteram o fluxo sangiiineo e induzem a liberacao

de substéncias ativas através do extravasamento plasmatico.
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Atualmente, muitos tipos de inflamagdo neurogénica, os quais
estdo intimamente relacionados com a neurotransmissdo, si3o
reconhecidos, citando-se entre eles a enxaqueca, a asma
brénquica e a rinite alérgica (Shelhamer et al., 1995). Nestas
condig¢des, além da reagdo vasomotora (calor e rubor, dilatacdo
arteriolar) no local 1lesado, ocorre também uma inflamacgao
crdnica (Colpaert et al., 1983; Basbaum e Levine, 1991).

A inflamag¢do neurogénica ndo pode ser wvista como um
processo 1isolado, mas incluido na seqgiiencia de eventos da
reacdo inflamatdéria e vias de reflexo neuronal (Donnerer et
al., 1991; Donnerer e Amann, 1993). Portanto, a partir do
conheciménto que a inflamac¢do esté freqﬁentemente associada com
dor e  hiperalgesia é facil reconhecer que alguns dos
neurotransmissores s&@o capazes- de ativar terminac¢des nervosas
nociceptivas direta ou indiretamente. Tem sido demonstrado
experimentalmente que a administracdo sistémica de taquicininas
reproduz algumas dessas alteragdes. A vasodilatagcdo induzida
por estes peptideos é observada primariamente em vénulas pbs-
capilares (Dimitriadou et al., 1992). Por sua vez, a
estimulacgdo elétrica do génglio trigémeo de rato, ao liberar
taquicininas, induz o0 - extravasamento plasmatico e é
degranulagdo de mastdécitos. Ambos os efeitos sdo abolidos com o
tratamento prévio com capsaicina (Markowitz et al., 1987). Além
disso, a aspirina e a indometacina também bloqueiam o
extravasamento plasméatico mediado pelas taquicininas (Otsuka e

Yoshioka, 1993). O conjunto destas evidéncias sugere a
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participagdo de mediadores liberados das terminag¢des nervosas

no processo inflamatério.

1.2.1 Asma brdénquica como exemplo de inflama¢do neurogénica

Conforme comentado anteriormente, a inflamagdo neurogénica
pode ser considerada um componente importante nas doencas do
trato respiratdério. Sabe-se que a inflamacdo das vias aéreas,
causando secrecgéao excessiva. e/ou obstrucgio, afetam uma
proporgao consideravel da populagdo. Estas doencas incluem:
asma, bronguite, bronquiectasia, rinite e fibrose cistica,
entre outras.

A asma brdénquica ¢é uma doengé inflamatéria das vias
aéreas, que determina uma obstrucdo significativa do fluxo aéreo.
Estima-se nos paises do Primeiro Mundo que a incidéncia desta
doenca ‘seja em torno de 10% (Schlosberg et al., 1993). Nos
ultimos anos, tem-se observado um aumento créscente da
prevaléncia e severidade desta doenca, o que é comprovado pelos
altos indices de mortalidade nos anos oitenta (Burney, 1986;
Fleming e Crombie, 1987; Crane et al., 1989; Spitzer et al,,
1992). Nos Estados Unidos, é a principal causa de internagéo
infantil (Meltzer et al., 1992). Estes dados tém preocupado as
autoridades da saude de diversos paises e parece estar ocorrendo
a despeito do aumento da prescricdo de medicamentos para o seu
tratamento, sugerindo que a terapia disponivel ndo é ainda a mais
adequada (Sociedade Toréacica Briténica, 1990a, b; Consenso
Internacional patrocinado pelo Instituto Nacional de Sautde: NIH,

1992).



34

De acordo com a Sociedade Toracica Briténica (1990a, b) e
0 Consenso Internacional sobre Asma Brénquica (NIH-USA, 1992), a
asma brénquica & definida como uma doenga inflamatdéria crénica e
persistente das vias aéreas caracterizada por exacerbacdes
expressas por tosse, sibilos, rigidez toracica e dificuldade
respiratéria, geralmente de caréater reversivel, podendo
apresentar diferentes graus de severidade e algumas vezes éer
fatal. Na mesma publicagdo, o Instituto Nacional de Saude
Americano conceitua operacionalmente a asma brénquica como uma
doenga inflamatéria crénica das vias aéreas, onde participam
varios tipo celulares, incluindo mastécitos e eosinéfilos.
Associado, ocorre aumento da reatividade das wvias aéreas. Este
processo inflamatério ocorre mesmo nos casos considerados leves
da doenca.

A etiologia desta doenga parece ser complexa, mas ndo se
descarta a 'participagéo de fatqres ambientais e/ou genéticos.
Além da participagcdo de células inflamatérias (eosindédfilos,
neutréfilos, mastdédcitos, etc), outros fatores como mecanismos
neurais colinérgicos, adrenérgicos, terminagdes nervosas do
sistema ndo adrenérgico n&do colinérgico (sistema NANC) juntamente
com a presenga de uma disfungdo ou lesdo do epitélio bréngquico
parecem exercer papel importante na instalacdo e manutencdo do
processo inflamatdério nas vias aéreas (Corrigan e Kay, 1992;
Davies e Devalia, 1992; Sears, 1993). Assim, mediadores
inflamatérios podem modular ou facilitar a libeiagéo de
neurotransmissores das vias 'aéreés por atuarem em nivel de

receptores pré-juncionais ou pbds-sindpticos. Similarmente,
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mecanismos neurais podem contribuir para a reacgao inflamatéria na
parede do vaso, sendo que o conceito de inflamagdo neurogénica
que é descrito na pele e no trato gastrintestinal também pode ser
transferido para o pulmdo e brdénquios (Dray e Bevan, 1993).

Vale ressaltar que o sistema nervoso NANC ndo € uma
populagdo isolada de fibras nervosas, sendo que esta forma de
inervagdo esta localizada geralmente na mesma topografia dos
sistemas nervbsos colinérgicos e adrenérgicos, e seus efeitos siao
mediados pela liberagdo de co-transmissores dos nervos simpaticos
e parassimpéaticos. Pode ocorrer, portanto, aumento da
broncoconstrigdo reflexa devido & estimulacdo de receptores
sensorials nas vias aéreas pelos mediadores do processo
inflamatério. Neste sentido, tem sido demonstrado gque vVAarios
mediadores tipo histamina, PGs e BK, entre outros, estimulam os
receptores sensoriais das vias aéreas (Geppetti et al., 1995) e é
possivel que estes estimulos sejam amplificados na presenca de
disfungdo ou de lesdao epitelial. Desta forma, nestes pacientes é
comum observar aumento da reatividade colinérgica devido a
estimulagdo neural por TXs, PGD; e taquicininas que facilitam a
liberacdo da acetilcolina das terminagdes nervosas pds-—
glanglionares das vias aéreas. A facilitagcdo da transmisséao
neuronal pode também ocorrer em nivel ganglionar, pois estas
estruturas, no processo inflamatério, podem estar circundadas de
células inflamatérias, ocorrendo O mesmo nos casos de
sensibilizagdo por antigeno.

O reconhecimento formal do processo inflamatério como peca

chave na fisiopatogenia desta doenga reforgou nos Ultimos anos o
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uso de antiinflamatérios como forma mais adequada de terapia dos
casos classificados como moderados e severos. Paralelamente, a
industria farmacéutica foi estimulada a procurar novos
medicamentos para o tratamento desta doenca (Shrodin, 1993;
Chanarin e Johnston, 1994).

Além da participacdo inequivoca de células inflamatérias,
hd varias evidéncias de que o controle neural das vias aéreas
estd comprometido na asma bfénquica e que estas alteracgdes
certamente contribuem para a sua fisiopatogenia (Pretolani e
Vargaftig, 1993). Os nervos autondmicos regulam muitos aspectos
da funcdo do trato respiratdério e os neurotransmissores liberados
influenciam o ténus muscular, secregéb das vias aéreas, fluxo
sangiliineo, permeabilidade microvascular, migracdo e liberacdo de
células inflamatérias, entre outros.

E reconhecido de longa data que os nervos colinérgicos
constituem a inervagdo predominante das vias aéreas. Pelo menos
trés tipos de receptores muscarinicos sao reconhecidos
farmacologicamente (M;, M; e M;), embora cinco receptores Jja
tenham sido clonados (Bonner, 1989). Estudos de auto-radiografia
tém demonstrado que oS receptores muscarinicos estao
diferentemente distribuidos nas vias aéreas do homem. O receptor
do tipo M; (excitatdrio) estéd presente no ganglio parassimpéatico
e é inibido pela pirenzepina. A funcgdo destes receptores M; na
regulagdo do tdnus das vias aéreas ndo esta determinada, mas
parece ter importancia na regulagdo lenta da transmisséo
ganglionar, -enquanto o receptor nicotinico estaria mais envolvido

na neurotransmissdo rapida (Oates et al., 1988).
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O receptor M, tem fungdo de autoreceptor, tendo sido
demonstrado nas terminaéées nervosas colinérgicas’ de brénquios
humanos. Estes receptores pré-juncionais 'medeiam o fluxo de
acetilcolina. Em individuos asmaticos parece haver uma disfuncéao
destes auto-receptores. Os receptores M, podem ser destruidos por
oxidantes ou produtos do processo inflamatdério (QOates et al.,
1988) . H& evidéncias de que o virus da influenza determina
destruigdo do receptor M, (perda dos residuos do &acido sidlico)
(Jacoby e Fryer, 1990). Este seria um mecanismo que contribuiria
para a hiperreatividade brénquica apds infecgdo viral das vias
aéreas (Folkerts e Nijkamp, 1995). Na musculatura lisa brdénquica
estdo localizados 0s receptores do tipo Ms. Drogas
anticolinérgicas tipo atropina e brometo de ipratropium blogueiam
tanto os receptores pré-juncionais como os da musculatura lisa
brénquica e, portanto, determinam aumento da liberacdo de
acetilcolina. Desta forma, apenas drogas seletivas para atuar em
nivel dos receptores M; e M; &€ que teriam potencial terapéutico.

-

E de 1longa data reconhecido o efeito benéfico dos
agonistas P-adrenérgicos no alivio dos sintomas de bronco-
constrigdo, sendo bastante razoavel, em virtude disto, sugerir um
defeito na fungdo do receptor p-adrenérgico. Os mecanismos
adrenérgicos envolvidos seriam nervos simpéaticos, catecolaminas
circulantes e receptores adrenérgicos do tipo o e PB. Os nervos

adrenérgicos, entretanto, nd3o controlam diretamente a musculatura

lisa brbénquica, mas influenciam a neurotransmissdo colinérgica

via receptores pré-juncionais adrenérgicos o e B (Nelson, 1995).
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A estimulagdo dos receptores B-adrenérgicos no misculo liso
brénquico é feita pela adrenalina liberada pela medula adrenal.
N&o ha evidéncias experimentais, todavia, de que a
neurotransmissdo adrenérgica esteja alterada, mas € possivel que
a histamina e outros mediadores inflamatérios possam alterar a
liberagdo de catecolaminas das terminacdes adrenérgicas,
-principalmente durante o exercicio e estimulo com ar frio e seco
(Barnes, 1989). Por sua vez, a possibilidade de alteracdo a nivel
do receptor f-adrenérgico na asma tem sido extensivamente
investigada. Alguns estudos tém demonstrado que a musculatura
lisa de individuos asmdticos ndo responde adequadamente ao
isoproterenol, sugerindo um defeito em nivel deste receptor. Esta
alteragdo poderia resultar tanto de uma diminuig¢do do numero ou
da sensibilidade de receptores B-adrenérgico como de um defeito
no acoplamento ou nas vias bioquimicas que se seguem a ativagéo
deste. Nos poucos estudos realizados com pacientes asmaticos
verificou-se, porém, que a densidade e a sensibilidade destes
receptores estavam normais (Holgate, 1986).

A Unica via neural relaxante das vias aéreas é exercida
pelo sistema nervoso NANC através de seus neurotransmissores
inibitérios como o peptidio intestinal wvasocativo (VIP) e o NO.
Admite-se que a diminuigdo da sintese do NO resulta em resposta
colinérgica exagerada, indicando que este neurotransmissor exerce
um efeito inibitério (Jorens et al., 1993). Além disso, a

metabolizag&o do NO ou VIP pode ser acelerada pela presenca de
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radicais livres 1liberados das células inflamatérias, o que
contribuiria para uma resposta colinérgica acentuada.

Outra possivel anormalidade que ndo estd descartada na
asma brdénquica é um aumento da atividade excitatdéria do sistema
nervoso NANC, através da liberagéq de SP e NKA. Devido a perda
da barreira epitelial, estas fibras podem ficar expostas na luz
do broéonquio, o que facilita a sua estimulacdo (Ralbers et al.,
1993). Além disso, as taquicininas sao degradadas
predominantemente pela endopeptidase neutra que estd localizada
no epitélio. A disfuncdo ou lesdo do epitélio, portanto, aumenta
a resposta contratil da musculatura 1lisa as taquicininas,
contribuindo para o espasmo brdénquico dos pacientes asmaticos. Ha
evidéncias de aumento da imunorreatividade a SP em bibpsias
obtidas de tecido do trato respiratdrio de pacientes asmaticos.
Isto poderia resultar da inflamagdo crdnica onde a producdo de
citocinas, tipo fatores de crescimento, seeriam. liberadas das
células inflamatdrias, resultando em proliferacdoc das terminacdes
nervosas sensoriais nas vias aéreas (Corrigan e Kay, 1992). Além
disso, alternativamente, mediadores inflamatérios podem estimular
o aumento da sintese e a liberacdo de taquicininas nos neurdnios
sensoriais. Estas evidéncias indicam que, através das terminacdes
nervosas expostas pela lesdo epitelial, haveria amplificacgdo do
processo inflamatério. Portanto, drogas gque controlariam a
inflamagdo neurogénica poderiam também contribuir para a
terapéutica do paciente asmatico (Chanarin e Johnston,‘ 1994;

Manzini, 1994).
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Do ponto de wvista «clinico, a expressdao do processo
inflamatério nas vias aéreas é bastante variada. De um modo
geral, em individuos asmaticos, a exposic¢do aguda a um alergeno é
seguida do aumento imediato (10-15 min apds) da resisténcia das
vias aéreas, revertendo para o padrdo normal dentro de 1 h. Este
padrdo de resposta & analogo ao observado nas reacdes pulmonares
que ocorrem em animais sensibilizados e expostos ao antigeno
(Herxheimer, 1952). Entretanto, uma observacdo mais detalhada e
prolongada desta resposta aumentada das vias aéreas permite
identificar trés padrdes de reatividade brbénquica, os quais podem
ser expressos ou detectados isoladamente ou combinados em um
mesmo pacilente. Inicialmente, observa-se uma resposta isolada
aguda e transitdéria (10-15 min), seguida de outra de duracdo mais
prolongada que é evidente apdés 1 a 3 h da exposicdo ao alergeno
ou apenas uma reag¢ao tardia (1-3 h) sem evidéncia da fase precoce
(Herxheimer, 1952). A fase tardia de -resposta ao alergeno ¢é
distinta da precoce n&o apenas com base no tempo de duracido e
tipos de mecanismos envolvidos, mas é reconhecida clinicamente

pela incapacidade de ser revertida por medicamentos

broncodilatores tipo agonistas B;-adrenérgicos e responder de

\

forma positiva ao tratamento com ahtiinflamatérios do grupo dos
corticosterdides (Spitzer et al., 1992).
0 efeito das drogas antiasmaticas para o tratamento destas

fases serve para ilustrar as caracteristicas distintas de cada
uma na expressdo do processo inflamatdrio. Assim, agonistas B.-

adrenérgicos tipo salbutamol, fenoterol e terbutalina previnem o

bronco-espasmo agudo, sem interferir na fase tardia (Cockcroft e
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Murdock, 1986). J& o uso agudo de corticdide e de teofilina né&o
interfere na primeira resposta, mas inibe completamente a segunda
fase (Pauwels, 1989; C(Cresciolli et al., 1991; Breslin, 1993;
Milgrom, 1993; Milgrom e Bender, 1993).

O termo hiperreatividade brdnquica refere-se a resposta
broncoconstritora exagerada qﬁe individuos asmédticos podem
apresentar a inalagdo de diferentes agentes tipo carbacol ou
histamina, por exemplo. Do ponto de wvista clinico, a
hiperreatividade é reconhecida através dos episdédios de tosse,
sibilos e dispnéia em resposta a exposigdo a poluentes aéreos, ar
frio ou outras substéncias que sé&o ina_l_adas. O grau de
hiperreatividade em geral se corfelaciona diretamente com a
severidade da doen¢a e necessidade de um tratamento medicamentoso
mais agressivo (Pueringer e Hunninghakae, 1992). Medidas
objetivas da hiperreatividade na clinica sdo feitas através da
administragdo por via inalatdéria de antigenos conhecidos ou de
histamina ou a metacolina (carbacol) (Hargreave et al. 1981),
realizando-se medidas padronizadas do fluxo respiratério antes,
durante e apbdés o procedimento. Em individuos normais, a curva
dose-resposta a acetilcolina ou metacolina é do tipo sigmdéide; ja
em asmdticos, a curva estd desviada a esquerda e ndo é auto-
limitada.

Esforcos tém sido feitos na tentativa de melhor estudar a
asma brénquica, tendo em vista gque ndo existem modelos
adequados que reproduzam esta doenca em animais de laboratério.
Do ponto de vista experimental, a manifestacdo destas diferentes

fases do processo inflamatdrio pode ser estudada em animais de
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laboratério através da medida da resisténcia das vias aéreas ou
do influxo de células inflamatérias para a luz brdnquica pela
técnica do lavado Dbrénguico apds exposicdo inalatéria a
diferentes compostos ou antigenos.

Com base nos conhecimentos acima, recentes trabalhos tém
trazido novos conceitos a respeito do desencadeamento do
processo inflamatdério nas vias aéreas (Goldstein et al., 1994).
Acredita-se que, certamente, a participacdo de citocinas,
infecgdes virais e diversos mediadores inflamatdérios tem um
papel importante na modulacéio da inflamacdo aguda e crdénica
deste local (Shelhamer et al., 1995). Em decorréncia destes
estudos, tem sido demonstrado que a obstrugdo persistente das
vias aéreas estda intimamente associada a manutencdo da
inflamagdo (Shelhamer et al., 1995), o que resultou em mudancas
drasticas na terapia desta doenga nos ultimos tempos.

Vale ressaltar que o uso de agonistas f,-adrenérgicos
seletivos (salbutamol, terbutalina, fenoterol) tem sido
incriminado no aumento da morbidade e mortalidade observados nos
ultimos anos desta doenga. Varios autores tém chamado a atencdo
para o aumento da reatividade das vias aéreas durante o uso deste
medicamento (Sears et al,, 1990; Nelson et al., 1991, Pauwels,
1993), enquanto outros agentes antiinflamatbédrios, incluindo a
teofilina, o <corticdide e o cromoglicato de sédio tendem a
atenuar ou inibir esta resposta (Schlosberg et al., 1993;
Shrodin, 1993, Sullivan et al., 1994).

No futuro, o entendimento dos mecanismos moleculares

relacionados a fisiopatogenia desta doenca certamente
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contribuird para o desenvolvimento de novas terapias capazes de
agir em eventos especificos do processo inflamatdério nas vias

aéreas.

1.3 MODELOS DE INFLAMACAO

Diversos modelos de inflamacdo, utilizando animais de
diferentes espécies, tém sido utilizados para avaliar as drogas
usadas no tratamento de doencas inflamatdérias. Isto se deve ao
fato que apesar da maioria das reagdes inflamatdrias apresentar
caracteristicas comuns, sua etiologia e manifestacdes clinicas
diferem significativamente, necessitando, portanto, de modelos
especificos que reproduzam as suas caracteristicas bésicas.
Desta forma é f&cil compreender também porque o tratamento de
doengas inflamatérias é bastante diversificado.

Esforgoé tém sido realizados no sentido de se identificar
modelos experimentais apropriados para cada tipo de reacgdo
inflamatéria como asma brdnquica, artrite reumatdide e
retocolite ulcerativa, entre outros. Protocolos experimentais
onde o processo inflamatdério é induzido agudamente tém sido
utilizados para estudos desta reacdo abordando, entre outros, a
participagéo. de mediadores quimicos, diferentes tipos
celulares, além de possibilitar o screening de drogas com
potencial antiinflamatdério. Entre eles cita-se: pleurisia,
indugdo de edema de pata, bolsa de ar no dorso, artrite e
implantes' de esponjas embebidas com agentes irritantes no
subcutaneo (Sedgwick e Willoughby, 1989). No entanto, a

limitagdo destas técnicas se deve tanto & dificuldade de



manipulagdo durante a ~ indugdo  inflamatdéria quanto a da
quantificagdo dos parédmetros envolvidos (edema, nlUmero de
células acumuladas no sitio inflamatdério, extravasamento de
proteinas, etc). Entre as espécies animais, o rato e o
camundongo e mais recentemente o0 coelho tém sido utilizados
para estudos farmacolégicos do processo inflamatdério. No
entanto, uma anédlise bioquimica mais detalhada acerca dos
mediadores envolvidos também é limitada pois, por exemplo, a
grande maioria dos anticorpos disponiveis para fenotipagem de
células, quantificacdo das citocinas e moléculas de adesédo
envolvidas foram desenvolvidas em camundongqs.

Modelos da inflamagdo aguda éomo o teste do edema de pata
induzido por diferentes agentes flogisticos s&o uUteis para
identificar e caracterizar drogas antiinflamatdrias esterdides
e ndo esterdides, mas estes testes monitoram somente mudancas
como edema e eritema, néo permitindo observar alterag¢des na
celularidade. Em ratos, por exemplo, a poténcia de drogas
antiinflamatérias ndo esterdides, no teste de edema de pata
induzido pela carragenina tem boa correspondéncia no homem
(Freireich et al., 1966).

O modelo da pleurisia foli originalmente desenvolvido em
ratos (Spector, 1956) e mais tarde reproduzido em cobaias
(Yamamoto et al., 1975; Sedgwick e Willoughby, 1989). Com o
desenvolvimento deste modelo foi possivel entdo fazer uma
avaliagdo ndo sé do extravasamento de ligquido como da migragao
de células induzidos por diversos agentes flogisticos (De

Brito, 1989). A técnica de pleurisia possui vantagens em
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relacdo a do edema de pata, pois a partir da coleta do lavado
na cavidade pleural é possivel analisar e quantificar os
componentes celulares e humorais da inflamacgdo, sem necessitar
recorrer a procedimentos complicados de extracéo e
quantificagdo. Uma outra vantagem adicional da pleurisia é a
sua facil execugao, pois diferentes agentes flogisticos
(especificos e nao especificos) podem ser estudados. Além
disso, uma grande variedade de substédncias tém sido testadas
para avaliar possivel atividade inflamatéria nas vias aéreas de
animais (Luz et al., 1993).

De um modo geral, a inflamagdo produzida na cavidade
pleural ¢é lenta e prolongada em comparacio com aquela
desenvolvida na pele. Isto se deve ao fato de haver diferencas
na resposta ao mediador inflamatério, na drenagem linfédtica bem
come  nos tipos celulares envolvidos. Por exemplo: 5-
hidroxitriptamina, BK e PGE; e PGE;, quando administradas
isoladameﬁte ou em combinagdo na cavidade pleural produzem
pouca exsudagd&o. Ao contradrio, na pele, estes mediadores
induzem rapidamente a formagdo de edema (Vinegar et al., 1976).
Além disso, a cavidade pleural ocupa uma superficie
relativamente grande. Admite-se que o sitio primario da
inflamagdo na cavidade ©pleural seja a microvasculatura
subpleural, local onde se iniciard a exsudacdo e o influxo de
células inflamatérias. A partir do processo inflamatério,
induzido experimentalmente na cavidade, pode ocorrer acuimulo de
liquido, o gqual pode apresentar éaracteristicas de exsudato,

com ou sem fibrina, ou transudato. Os mediadores envolvidos
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neste tipo de inflamacdo sdo liberados por células residentes
ou que migram para o local do processo inflamatdédrio (Doherty e
Robinson, 1976; Glatt et al., 1979). Além disso, o tipo, a
intensidade e a duracdo da inflamag¢do produzida pela injecdo de
um agente flogistico dependeréd da sua persisténcia na cavidade
pleural e da natureza da sua interacdo com fatores humorais
e/ou celulares. |

Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da
pleurisia. A escolha deste modelo foi baseada em evidéncias ja
comentadas acima sobre a sua utilidade, servindo para o estudo
da reagdo inflamatéria e teste de drogas com potenciais
flogistiéos ou antiinflamatérios. Como citado, o volume de
fluido extravasado, o acumulo de células e os mediadores
quimicos que participam da reagdo podem ser quantitativa e

qualitativamente analisados.
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2 OBJETIVOS
A proposta do presente trabalho foi analisar alguns
aspectos da reacdo inflamatéria, utilizando o modelo
experimental da pleurisia em camundongos.
Os principais objetivos foram:
l1-Analisar no modelo experimental da pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos, © efeito de drogas
comumente utilizadas no tratamento da asma brdngquica como
a teofilina, o cromoglicato de sédio e o salbutamol. Vale
a pena ressaltar que embora a pleurisia induzida por este
agehte flogistico ndo preencha os critérios de um modelo
experimental de asma brénquica) a resposta inflamatdria
desencadeada na cavidade pleural ©pela carragenina
apresenta certas caracteristicas descritas nesta doenca.
Como comentado anteriormente, em individuos asmaticos, a
exposicdo inalatdédria a alergenos, & histamina ou a
metacolina resulta em aumento da resisténcia das vias
aéreas. Esta resposta que tem um padrdo bifasico, também
denominada de fases precoce e tardia, resulta do processo
inflamatério que ocorre localmente. Neste contexto, a
pleﬁfisia induzida pela carragenina, em camundongos,
apresenta também um padré&o bifdsico de resposta (precoce
e tardia), onde participam diversos mediadores como a
histamina, a BK, as PGs, o PAF-acéter e os leucotrienos,
entre outros (Henriques, 1993).
2-Avaliar o efeito das cininas (BK e des-Arg°-BK) e da SP,

mediadores relacionados a inflamag¢do neurogénica, neste



48

modelo experimental. Para este fim, além da quantificacao
da resposta inflamatéria (exsudato e migracdo celular), a
caracterizacdo de outros mediadores relacionados com as
acbes destes agentes e as suas possivels vias de
transducdo intracelular foram estudadas. Para este fim,
utilizaram-se drogas ou compostos gque atuam tanto como
antagonistas de receptor ou como inibidores de vias

metabdlicas intracelulares.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos com 2 meses de
idade, de ambos os sexos, pesando entre 18-25 g, fornecidos
pelo biotério Central da UFSC. Os animais foram mantidos em
ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas controlados e em

gaiolas de plastico, com livre acesso & agua e a comida.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Indug¢do da pleurisia

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, cada animal
foi tratado com solugdo de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mi,
i.v.) para posterior determinacdo indireta do grau de exsudacao
na cavidade pleural (Henriques et al., 1990; Henriques, 1993;
Saleh et al., 1996).

No dia da indugdo da pleurisia, os animais foram levemente -
anestesiados com éter etilico e 0,1 ml de solugado fisioldgica
estéril (salina 0,9%) ou do agente flogistico (diluido em
salina) foi administrado na cavidade pleural direita através do
espa¢go intercostal.

De acordo com cada protocolo experimental, apbés a
administracio do agente f;ogistico, 0s animais foram
sacrificados em diferentes intervalos de tempo com uma overdose

de éter etilico. A seguir, os animais foram fixados em mesa
cirtrgica, em declive de 30 a 45° sendo feita uma incisao

transversal da pele e dos muisculos abdominais. Em seguida o

apéndice xifbéide foi pingado e através de duas incisdes
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paralelas ao longo.do esterno, os pulmdes e ambas as cavidades
pleurais foram expostos. Imediatamente, a cavidade pleural foi
lavada com 1,0 ml de solugdo salina tamponada (PBS-pH 7,6) e
heparinizada (20 UI/ml). A seguir, o volume liquido na cavidade

pleural foi coletado com o auxilio de pipetas automdticas.

3.2.2 Determinagdo do exsudato
Apbds a lavagem da cavidade pleural com solugdo salina

tamponada e heparinizada, wuma aliquota (500 ul) do volume

recolhido foi separada e congelada em freezer (-20°C) para
posterior determinacido dos niveis de azul de Evans. Amostras de
um mesmo protocolo experimental foram descongeladas a
temperatura ambiente e o0s niveis de azul de Evans foram
determinados em espectrofotémetro (Campu-Espectro-Brasil) por
leitura da densidade o6tica, em comprimento de onda 600 nm. Para
tal, curvas-padrao com concentra¢des previamente conhecidas do
corante também tiveram suas densidades oéticas determinadas,
permitindo a quantificagdo dos valores experimentais em ug/ml

com auxilio da equagdo da reta.

3.2.3 Contagem total e diferencial dos leucécitos

No dia dos experimentos, uma aliquota do 1lavado foi
reservada para a contagem total celular. Para tal, uma pequena
amostra (10 pl) foi diluida em 1liquido de Turk (200 ul). A
leitura do ntmero total de células foi feita com o auxilio de

camara de Neubauer e microscépio bético comum (aumento de 400
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vezes). Uma outra aliquota (100 a 150 pl) do volume coletado

foi destinada a realizagdo de esfregacos celulares. Apbds a
secagem dos esfregagos, que foram feitos em cémara de Suta e a
temperatura ambiente, estes foram corados pelo método de May-
Grunwald-Giemsa e a contagem diferencial celular (neutrdéfilos,
eosindéfilos e mononucleares) foi feita em microscopia ©6tica

comum com auxilio de objetiva de imersdo (aumento de oitocentos

vezes), contando-se cem células por léamina.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.3.1 Analise dos efeitos de drogas antiasmiticas na pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos

Em estudos preliminares, foi reproduzida a técnica de
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos
conforme descrito por Henriques et al. (1990) e Henriques
(1993). Com este objetivo, apds a admiﬁistragao intrapleural de
carragenina, diferentes grupos de animais foram sacrificados em
diversos periodos de tempo (1-100 h) e os parédmetros descritos
acima foram determinados. Apdés a andlise temporal da resposta
inflamatdéria causada pela carragenina na cavidade pleural de
camundongos, foram escolhidos dois periodos de tempo para
analisar o efeito de drogas antiasmadticas neste modelo
experimental. Considerando que a resposta inflamatéria induzida
pela carragenina (1%) na cavidade pleural de camundongos é do
tipo bifédsica, com picos em 4 (fase precoce) e 48 h (fase
tardia) apés a indugdo da pleurisia, foram escolhidos esses

dois tempos para anédlise do efeito das drogas estudadas:
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Numa primeira série de experimentos, para avéliarv oS
possiveis efeitos sobre a primeira fase (precoce) desta reacao
inflamatédéria, diferentes grupos de animais foram tratados com
diferentes doses das drogas estudadas (teofilina, cromoglicato
de sb6dio e salbutamol) que foram administradas em distintos
intervalos de tempo (resultados ndo apresentados). Em estudos
subseqientes, o0s animais foram tratados (30 min antes) com
teofilina (0;5—50 mg/kg, intraperitoneal-i.p.), cromoglicato de
sédio (0,02-2,0 mg/cavidade pleural-cav.), salbutamol (0,05-50
mg/kg, i.p.), sendo os indices de inflamacdo analisados 4 h
apds a indugdo da pleurisia. Com o objetivo de avaliar também a
duracdo do efeito inibitdério das drogas ahtiasméticas, nestas
mesmas condig¢des experimentais, foi escolhida uma dose das
empregadas acima, a qual foi administrada em diferentes
intervalos de tempo (0,5-24 h) antes da inducdo da pleurisia.
Os parédmetros estudados foram analisados 4 'h apbdés a
administracdo da carragenina.

O possivel efeito inibitério induzidd por um dos agentes
acima citados também foi avaliado na segunda fase (tardia)
desta resposta inflamatéria, isto é, 48 horas apds a indugdo da
pleurisia. Para este fim, uma das doses analisadas, no
protocolo anterior foi escolhida para tratamento prévio dos
animais (30 min) antes da 1indugcdo da pleurisia. Tanto a
exsudagdo quanto a migracgado celular foram analisados 48 h apéds
a injecgd@o de carragenina. De maneira similar ao descrito para a
primeira fase desta reacgdo inflamatédéria, a dose empregada no

protocolo descrito anteriormente foi também administrada em
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diferentes intervalos de tempo (0,5-24 h) antes da inducdo da
pleurisia para avaliacdo da duracdo do seu efeito inibitério

sobre a fase tardia da inflamacdo deste modelo experimental.

3.3.2 Analise da resposta inflamatdria induzida pela
bradicinina e Des-Arg’-BK na cavidade pleural de camundongos.
Levando-se em consideracdo que a BK induz processo
inflamatério significativo na <cavidade pleural de ratos
(Pasquale, et al., 1991, Martins, et al., 1992), este mediador
do processo inflamatério também foi estudédo no modelo
experimental da pleurisia em camundongos. Em estudos
preliminares, diferentes doses de BK ou de des-Arg’-BK foram
administradas na cavidade pleural de camundongos e ©0s
paradmetros estudados foram também analisados em diferentes
periodos de tempo (resultados né&do apresentados). Com base
nestes resultados, diferentes grupos de animais foram tratados
com BK (5, 10, 20 e 40 nmol/cav.) ou des-Arg°-BK (10, 20 e 40
nmol/cav.) e a reagdo inflamatéria estudada 4 h apds. Com a
finalidade de inibir a degradag¢do das cininas, todos os animais
foram tratados previamente com captbpril (inibidor da cininase
ITI, 5 mg/kg, i.p., 30 min) (Corréa e Calixto, 1993). Para cada
série de experimentos, além da determinagcdo do grau de
exsudagdo e da quantificacdo do numero. total e diferencial de
células da cavidade pleural, também foram calculados os valores
da DEso; isto é, a dose necesséaria do agonista para causar 50%

da migragdo méxima de leucdcitos. Posteriormente, nas mesmas



54

condigdes experimentais, o perfil temporal (1-100 h) da reacéao
inflamatéria induzida pela BK (10 nmol/cav.) foi anélisado.

Para caracterizar o (s) tipo (s) de receptor (es) para as
cininas (B; e/ou B;) neste modelo experimental, em outra série
de estudos os animais foram tratados previamente (30 min) com
antagonistas seletivos destes receptores e a pleurisia
analisada 4 h apds. Inicialmente, diferentes grupos de animais
foram tratados (30 min antes) pelas vias intraperitoneal,
intrapleural ou endovenosa com uma dose dos antagonistas
peptidicos do receptor B,, HOE 140 ou NPC 17731. Apds a andlise
do efeito induzido por esses antagonistas quando administrado
por diferentes vias, optou-se pelo tratamento prévio (30 min)
dos animais pela via intrapleural para avaliacdo do efeito de
doses distintas destes compostos (0,01-1,0 pmol) na pleurisia
induzida pela BK (10 nmol). Os 1indices de inflamagdo foram
analisados 4 Iﬁ apds a indugdo da pleurisia. Como em algumas
condigdes experimentais, a BK pode ser metabolizada para des-
Arg’-BK, o possivel efeito inibitério da des-Arg’-Leu’-BK,
antagonista do receptor B:, na pleurisia induzida por ambas as
cininas (BK: 10 nmol/cav. e des-Arg’-BK: 20 nmol/cav.) foi’
analisado utilizando-se este ultimo protocolo. Sempre que
possivel, os efeitos 1inibitérios dos antagonistas foram
expressos através da determinagdo da DIsy, isto &, a dose
necessaria para causar reducdo de 50% da migracido celular
maxima induzida pelo agonista.

A duragdo do efeito inibitério causado pelos antagonistas

do receptor B, (HOE 140 e NPC 17731) neste modelo experimental
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foi também indiretamente avaliada, tratando-se os animais com
uma dose previamente determinada desses agentes, (0,5-8 h)
antes da inducdo da pleurisia pela BK (10 nmol/cav.). Os
pardmetros foram estudados 4 h apds a administracdo do agente
flogistico.

Como os efeitos bioldgicos da BK podem resultar tanto de
uma agdo direta deste agonista no sitio do processo
inflamatério como também da liberacdo e/ou interacdo com outros
mediadores (Burch et al., 1990), avaliou-se o efeito de
diferentes agentes que participam e/ou interferem nesse mesmo
processo como a indometacina (inibidor da, ciclooxigenase, 5
mg/kg, i.p.), a terfenadina (aﬁtagonista do receptor H; da
‘histamina, 50 mg/kg, i.p.), a dexametasona (inibidor da FLA,,
da NO-sintase induzida e da COX II, entre outros, 0,5 mg/kg,
i.p.) e a L-NOARG (inibidor da sintese de NO, 1,0 pmol/cav.).

Para determinar se os efeitos pré-inflamatdérios da BK
estdo também relacionados com a ativacgdo de fibras nervosas
sensoriais do tipo C e conseqiente liberacdo de neurocininas,
diferentes grupos de animais foram tratados previamente (30
min) com antagonistas seletivos de receptores de taquicininas.
Foram utilizados anfagonistas do receptor NK; (FK 888: 0,02-0,2
pmol/cav.), NK, (SR 48968: 20 e 100 nmol/cav.) e NK: (SR
142801: 0,03-100 nmol/cav.) das taquicininas. Os parémetros
estudados foram analisados 4 h apdés a inducdo da pleurisia pela

BK (20 nmol/cav.). Além disso, o efeito de drogas antiasmaticas

como o cromoglicato de sédio (0,4 pumol/cav.), a teofilina (50
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mg/kg, i.p.) e o salbutamol (50 mg/kg, i.p.) também foi testado
neste modelo experimental.

Todas as drogas utilizadas foram administradas 30 min
antes da indugdo da pleurisia e os indices da inflamacédo
analisados 4 h apds. A escolha da dose, vias de administracdo e
tempo de tratamento antes da 1indugdo da pleurisia foram
baseados em dados da literatura e de experimentos preliminares

em nosso laboratério.

3.3.3 Analise da resposta inflamatdéria induzida pela substincia
P na cavidade pleural de camundongos.

- Apesar das taquicininas estarem envolvidas na inflamacdo
neurogénica (Maggi et al., 1993a; Maggi, 1995; Ricciardolo et
al., 1994; Geppetti et al., 1995), os efeitos destes
neurotransmissores no modelo da pleurisia n3do tém sido
estudados. No protocolo experimental descrito abaixo optou-se
pelo estudo de uma taquicinina - a substdncia P - neste modelo
experimental, em camﬁndongos.

Em estudos preliminares, diferentes doses de SP foram
administradas na cavidade pleural de camundongos e OsS
parametros estudados foram também analisados em diferentes
periodos de tempo (resultados ndo apresentados). Com base
nestes experimentos, diferentes grupos de animais foram
tratados com SP (10, 20 e 40 nmol/cav.) e a reagéo
inflamatéria estudada 4 h apds. Além da determinacgdo do grau de
exsudagdo e da quantificagdo do numero total e diferencial de

células da cavidade pleural, foram também calculados os valores
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da DEso para cada grupo de exberimentos. Apbs a determinacido da
dose adequada da substancia P capaz de induzir inflamacéao
significativa, diferentes grupos de animais foram tratados com
este agonista. Os parametros estudados foram analisados em
diferentes periodos de tempo (1-100 h), com o objetivo de
estudar a duracdo do efeito inflamatdério induzido por este
agonista na cavidade pleural de camundongos.

Para avaliar a participagédo de receptores das taquicininas
do tipo NK;, NK, e/ou NK; neste modelo experimental, em outra
série de experimentos os animais foram tratados (5 min antes)
com antagonistas seletivos dos receptores NK;, NK, e NKs das
taquiciﬁinas. Em diferentes grupos, os animais foram tratados
previamente com diferentes doses dos antagonistas dos
receptores NK; (FK 888: 0,1-200 nmol/cav.), NK, (SR 48968: 20 e
100 nmol/cav.) ou NK; (SR 142801: 0,03-50 nmol/cav.)
antagonistas dos receptores NK;, NK; e NK; das taquicininas e a’
pleurisia analisada 4 h apdés a administragdo de SP.

A participacgdo das cininas, mais especificamente a BK, da
histamina, dos eicosandides e do NO neste modelo experimental
foi também estudada. Assim, em outros grupos de experimentos,
os animais foram tratados (5 min antes) com diferentes doses de
antagonistas do receptor B, da BK, HOE 140 (0,003-0,1
pmol/cav.) ou NPC 17731 (0,003-0,1 pmol/cav.) e os paradmetros
de inflamagdo causado pela SP (20 nmol/cav.) foram analisados 4
h apéds.

vCom 0 objetivo de avaliar a participacdo da histamina, os

animais foram tratados previamente com Composto 48/80 ou
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terfenadina. E reconhecido gque o Composto 48/80 induz a
degranulagdo de forma aguda e prolongada dos mastécitos,'o que
resulta na deplecdo dos estoques de histamina destas células
(Donnerer e Aman, 1993; Takayama et al., 1994), enquanto a
terfenadina é um antagonista de receptor H; deste agonista.

Para a execucgdo deste protocolo experimental, os animais foram
tratados 5 dias antes com o Composto 48/80 (0,2 umol/cav.),
sendo a pleurisia induzida pela SP (20 nmol/cav., 4 h) e pela
histamina (1,0 pmol/cav., 1 h). Os resultados obtidos foram

comparados com os obtidos nos experimentos controle (indices de
inflamagc&o causado por ambos agonistas). Outro grupo de animais
foi tratado previamente (30 min) com terfenadina (50 mg/kg,
i.p.) e a pleurisia fol induzida pela SP (20 hmol/cav.) e 0s
indices de inflamac¢&o foram analisados 4 h apés.

Em outra série de experimentos, diferentes grupos de
animais foram tratados (30 min antes) com indometacina
(inibidor da ciclooxigenase, 5,0 mg/kg, i.p.), L-NOARG
(inibidor da wvia de sintese do NO, 1,0 pmol/cav.) e
dexametasona (inibidor da FLA;, 6xido nitrico induzida e

ciclooxigenase II e outras, 0,5 mg/kg, i.p.). O efeito  de

drogas antiasméaticas tipo o cromoglicato de sbédio (0,4
pmol/cav.), a teofilina (50 mg/kg, i.p.) e o salbutamol (50

mg/kg, i.p.) também foi avaliado neste modelo experimental.
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3.4 DROGAS
Foram utilizadas as seguintes drogas: bradicinina,
carragenina lambda (grau 1IV), cromoglicato de sdédio, composto

48/80 (condensagdo do produto da N-metil-p-metoxi-fenilalanina
com formaldeido), dexametasona, histamina, indometacina, No-
hitro—L—arginina benzil éster, salbutamol, teofilina, terfenadina
(Sigma Chemical Co., USA), des-Arg’~-bradicinina, des-Arg’- Leu®
bradicinina (Peninsula, USA), HOE 140 ({D-Arg-[Hyp®, Thi®, D-Tic’,
0ic®l-bradicinina}) (Hoechst, Alemanha), NPC 17731 ({D-Arg’{Hyp®,
D-HypE (transpropyl’) 0ic®1- bradicinina}) (Scios Nova
Pharmaceutical, USA), FK 888 ({(4R) -4- hydroxi -1- ([1l- metil -1
H- indol- 3- il] carbonil) -L-N- benzil -N metil -3-2 (2-naftil)
-L- alaninamida}) (Fugisawa, Japan), SR 48968 ({(S)-N- metil -N-
[4 - acetilamino -4- fenilpiperidino -2- (3, 4- diclorofenil)
butil] benzamida}), SR 142801 ({(S) - (N) - (1-(3-(1- benzoil-3-
(3,4~ diclorofenix) piperidina-3-il) propil)-4- fenil piperidina-
4 il) -~ N-metilacetamida) (Sanofi Co., Franca), heparina
(Liquemine®, Roche, Brasil), azul de Evans e solu¢éo tampao
fosfato (PBS - pH 7,6: NaCl 137 mM, KC1 2 mM e tampdo fosfato 10
mM (Merck, Brasil) e solugdo salina (0,9%) de diferentes fontes
comerciais. Solugdes estoques (1 mM) de FK 888, HOE 140 e SR
48968 foram preparadas previamente em etanol (100%), indometacina
em solugdo de NaHCO: (5%) e as demais drogas em PBS. Todas as
drogas foram previamente preparadas e mantidas em freezer (~20°
C). No dia dos experimentos, quando‘ necessario, diluicgdes das

drogas foram realizadas em salina estéril (0,9%) & temperatura
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ambiente, a excecdo da solugdo de teofilina que foi previamente

aquecida a 37°C (5 min).

3.5 ANALISE ESTATIsTICA

Os resultados foram expressos através da média + erro
padrao da média (e.p.m., exceto para os valores da DEs;, ou DIsg)
para cada grupo de experimentos. Estas Ultimas varidveis foram
expressas através das suas médias geométricas acompanhadas
pelos seus respectivos (95%) limites de confianca (LC). A DEso
expressa a dose do agonista necessdria para causar 50% do
efeito médximo no influxo total de células, enquanto a DIso
correspénde a dose do antagonista necessaria para reduzir en
50% esta mesma varidvel em relacdo aos controles (tratados
apenas com O agonista).

Os wvalores das DEsg; ou DIso foram calculados com o auxilio
da andlise de regressdo, utilizando-se o método dos minimos
quadrados para experimentos individuais. Para padronizagdo dos
cdlculos, nos experimentos com agonistas e/ou antagonistas, os
valores individuais do numero total de células foram subtraidos
dos seus respectivos valores médios do grupo controle (animais
tratados somente com salina). Diferencas entre grupos foram
determinadas utilizando-se teste de andlise de variéncia
(ANOVA) e complementados quando necessario, pelo teste de
Dunnett ou teste “t“ de Student n&do pareado. Valores de P
menores que 0,05 (P < 0,05 ou menor foram considerados

estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito de drogas antiasmaticas na pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos.

A figura 1 mostra o perfil temporal da resposta
inflamatéria induzida pela carragenina na cavidade pleural de
camundongos, conforme ja previamente descrito por Henriques et
al. (1990) e Henriques (1993). Como pode ser observado, a
administragdo de carragenina na cavidade pleural de camundongos
induz uma resposta bifasica com aumento significativo tanto do
numero total de células quanto da exsudagdo. Este padrdo de
resposta foi denominado de primeira (imediata) e segunda
(tardia) fases da resposta inflématéria induzida pela
carragenina na cavidade pleural de camundongos. Observou-se
que, neste modelo, a administragdo de carragenina na cavidade
pleural promoveu um aumentovgradual do numero total de células
(TC x 10°) as custas principalmente de neutréfilos (NT x 10°),

cujo pico foi em torno de 4 h (tratados: TC = 6,5 i'0,17 ;, NT =

5,3 + 0,04; controle: TC = 1,3 # 0,05, NT = 0,05 + 0,01) (P <
0,01), seguido de um decréscimo por volta de 5 h (TC = 2,8 =
0,6, NT = 2,1 * 0,3), retornando aos valores basais dentro de

24 h (TC =1,6 * 0,1, NT = 0,24 £ 0,03). Paralelamente, também

foi observado aumento da exsudacéio, avaliada  pelo

extravasamento de azul de Evans (Ex, ung/ml) na cavidade

pleural, com picos entre 4 e 5 h, (4 h 7,7 * 0,05, 5 h = 8,6
+ 0,04, controle = 0,025 +* 0,01)(P < 0,01), wvoltando aos
valores basais 6 h apdés (Ex = 0,8 * 0,02) da indugio da

pleurisia.
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Em torno de 18-24 h apds a indugdo da pleurisia pela
carragenina, foi observado um aumento gradativo da exsudacdo (P
< 0,01) na cavidade pleural de camundongos, o qual se seguiu
também de aumento da migracdo celular (30 h). Como mostra a
figura 1, os niveis maximos de exsudagdo e de migracdo celular

desta segunda fase do processo inflamatério induzido pela
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Figura 1- Perfil temporal da pleurisia induzida pela carragenina {1%)
em camundongos. C = animais tratados com salina 0,9%. Asteriscos
dentro e fora das colunas indicam as diferencas estatisticas entre o
total de células e o exsudato em relagdo aos respectivos C. Inset
mostra o n2 de mononucleares e de neutréfilos. Asteriscos dentro e fora
das colunas indicam as diferengas estatisticas dos neutrdéfilos e dos
mononucleares em relagdo aos respectivos C. Cada coluna e simbolo
representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras
verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01l. Em alguns experimentos,
08 valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou
simbolos.
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carragenina ocorreram em torno de 48 h. Observou-se que o©
numero total de células (8,3 * 0,37) nado diferiu daquele
observado na primeira fase da reacdo inflamatéria (4 h), embora
tenha ocorrido migracdo preferencial de mononucleares (x 10°)
(tratados: 8,1 + 0,38, controle: 1,2 + 0,05)(P < 0,01).
Todavia, o pico de exsudagcdo que ocorreu 48 h apds a inducdo da
pleurisia (tratados = 12,3 * 0,01, controle = 0,025 + 0,01) foi
significativémente maior que aquele observado na primeira fase
do processo inflamatério (4 h) (P < 0,01).

A resolugéo completa da reacédo inflamatdéria foi observada
100 h apbés a indugdo da pleurisia pela carragenina.

A figura 2A mostra o efeito de diferentes doses de
teofilina (0,5-50,0 mg/kg, i.p.) administrada 30 min antes do
agente flogistico, na primeira fase do processo inflamatédrio (4
h). Observou-se que a teofilina nas doses de 1 a 50 mg/kg
causou inibigado significativa, independente da dose, no influxo
celular para a cavidade pleural. A dose de 0,5 mg/kg, i.p.,
desta droga ndo inibiu o processo inflamatédrio. Contudo, a
teofilina nas doses de 0,5 a 50 mg/kg foi efetiva em inibir a
exXsudagao causada pela carragenina na cavidade pleural (P <
0,01).

O tratamento prévio (0,5-24 h) dos animais com teofilina
(5 mg/kg, 1i.p.) causou efeito inibitério tanto na migracgédo
celular como na exsudagdo da primeira fase da reacao
inflamatéria induzida pela carragenina (Fig. 2B). Este efeito
inibitério sobre os dois parametros analisados (migracéao

celular e -exsudacgdo) ndo ocorreu simultaneamente. Como mostra
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FIGURA 2- Efeito da teofilina na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida
pela carragenina (1%) em camundongos. A - Efeito de diferentes doses de
teofilina (0,5-50 mg/kg, i.p.) administradas 30 min antes da pleurisia. C =
regspostas obtidas de animais tratados com carragenina. Asteriscos dentro e
fora das colunas indicam as diferengas estatisticas entre o total de
células e o exsudato em relagdo aos respectivos C. B - Efeito da teofilina
(5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5-24 h antes da pleurisia na mesma condigio
experimental. Insets mostram o n® de mononucleares e de neutréfilos. Cada
coluna e simbolo representam a média dos resultados cbtidos de 6-10 animais
e as barras verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram aoc desenho das colunas
ou simbolos.



65

a figura 2B, a teofilina inibiu significativamente e de forma
duradoura (0,5-24 h) a exsudagdoc na cavidade pleural causada
pela carragenina. Em relagdo a migracdo celular, efeito
inibitdério significativo foi observado apenas quando o0s animais
foram tratados 0,5 a 8 h antes da inducdo da pleurisia (P <
0,01). Esta mesma dose de teofilina n&o foi efetiva em bloquear
o aumento do numero total de leucdcitos observado na segunda

fase (48 h) da pleurisia, embora a exsudacdo tenha sido inibida
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Figura 3- Efeito da teofilina (50 mg/kg, i.p., 0,5-24 h antes) na
segunda fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%) em
camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com
carragenina. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as

diferencas estatisticas entre o exsudato e o total de células em

relagdo aos respectivos C. Imset mostra o n? de mononucleares e de

neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho
das colunas ou simbolos.
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quando o0s animais foram tratados 0,5-24 horas antes _da

administragcdo do agente flogistico (P < 0,01) (resultados nao
mostrados). Todavia, doses maiores de teofilina (50 mg/kg)
administradas 0,5-24 h antes da indug¢do da pleurisia inibiram
significativamente o exsudato observado na segunda fase (48 h)
do processo inflamatério (P < 0,01) (Fig. 3). No entanto, a
migragédo celular foi inibida de forma significativa somente nos
periodos de 0,5 a 4 h de tratamento prévio (P < 0,01).

A figura 4A mostra que o cromoglicato de sédio (0,02-0,2
mg/cav.) administrado 30 minutos antes da inducg&o da pleurisia,
foi efetivo em inibir significativamente a primeira fase (4 h)
do proceso inflamatdério analisado (P < 0,01). Além disso, nas
mesmas condigdes experimentais, o cromoglicato de sédio
administrado previamente (0,5-24 h) determinou uma reducdo
significativa da exsudagdo (P < 0,01) (Fig. 4B). A migracio
celulér, todavia, foi inibida de forma significativa apenas
quando os animais foram tratados no periodo de 0,5 a 8 h antes
da indug¢do da pleurisia (P < 0,01). Por outro lado, a mesma
dose de cromoglicato de sédio (0,02 mg/cav.) foi também efetiva
em inibir a segunda fase (48 h) do processo inflamatério
induzido pela carragenina, na cavidade pleural de camundongos
(P < 0,01) (Fig. 5).

O efeito da administragdo prévia do agonista B.-
adrenérgico (salbutamol) sobre a primeira fase do processo
inflamatério induzido pela carragenina, em camundongos, &
mostrado nas figuras 6A e B. Tanto a exsudacdo gquanto a

migragéo celular foram significativamente inibidas,
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Figura 4- Efeito do cromoglicato de sdédio na primeira fase (4 h) da
pPleurisia induzida pela carragenina (l1%) em camundongos. A - Efeito de
diferentes doses do cromoglicato de sédio (0,02-0,2 mg/cav.) administradas
30 min antes da pleurisia. C = respostas obtidas de animais tratados com
carragenina. B - Efeito do cromoglicato de sédio (0,02 mg/cav.)
administrado 0,5-24 h antes da pleurisia na mesma condigdo experimental.
Insets mostram o n2 de mononucleares e de neutréfilos. Cada coluna e
simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as
barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as
diferengcas estatisticas entre o exsudato e o total de células em relagdo
aos respectivos C. * P < 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns experimentos, os
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou simbolos.
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Figura 5- Efeito do cromoglicato de 8édio (0,02 mg/cav., 0,5-24 h
antes) na segunda fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina
(1%) em camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com
carragenina. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as
diferengas estatisticas entre o exsudato e o total de células em
relagio aos respectivos C. Inset mostra o n? de mononucleares e de
neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho

das colunas ou simbolos.

independentemente da dose, quando os animais foram tratados
previamente (30 min) com salbutamol nas doses de 0,05-50,0
mg/kg, i.p. (P < 0,01). Além disso, o agonista PB,-adrenérgico
(5 mg/kg, i.p.), quando administrado em diferentes periodos de
tempo antes da indugdo da pleurisia, promoveu uma diminuicdo do
influxo celular bem como da exsudacdo, apenas quando os animais

foram tratados 0,5-8 h antes da inducdo da pleurisia (P < 0,01)
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Figura 6- Efeito do salbutamol na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida
pela carragenina (l1%) em camundongos. A - Efeito de diferentes doses de
salbutamol (0,05-50 mg/kg, i.p.) administradas 30 min antes da pleurisia. C
= respostas obtidas de animais tratados com carragenina. B - Efeito do
salbutamol (5 mg/kg, i.p.) administrado 0,5-24 h antes da pleurisia na
mesma condigio experimental. Insets mostram o n? de mononucleares e de
neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e
fora das colunas indicam as diferengas estatisticas entre o exsudato e o
total de células em relagio aos respectivos C. ** P < 0,01. Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas
ou simbolos.
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(Fig. 6B). Nos periodos de tratamento prévio de 4-8 h observou—
se, todavia, uma diminuicdo da exsudacdo de forma menos
acentuada, associada paralelamente a uma inibic&do significativa
da .migragéo celular (P < 0,01). Nestas mesmas condicgdes
experimentais, o tratamento dos animais 24 h antes da inducéo
da pleurisia com salbutamol (5 mg/kg, 1.p.) ndo foi efetivo em
inibir os parametros analisados (P > 0,05). Em relacdo a
segunda fase.(48 h) da pleurisia induzida pela carragenina,

(Fig.7) em camundongos, o tratamento prévio (0,5-24 h) dds
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Figura 7- Efeito do salbutamol (5 mg/kg, i.p., 0,5-24 h antes) na segunda
fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. C =
respostas obtidas de animais tratados com carragenina. Inset mostra o n° de
mononucleares e de neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos
resultados obtidos de 6-10 animais ‘e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos
dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas entre o total de’
células e o exsudato em relagio aos respectivos C. ** P < 0,01. Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram aoc desenho das colunas ou
simbolos.
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animais com salbutamol (5 mg/kg, i.p.) ndo resultou em inibicéao

do processo inflamatério (Fig. 7). Vale comentar que, nestas
mesmas condigdes experimentais, o agonista B.-adrenérgico

utilizado determinou aumento tanto da exsudagcdo como da

migracdo celular (P < 0,01) (Fig. 7).

4.2 Analise das respostas inflamatdérias innduzidas pela
bradicinina e pela des-Arg’-BK na cavidade pleufal de
camundongos.

Ambas as cininas, BK (5, 10, 20 e 40 nmol) e des-Arg°’-BK
(10, 20 e 40 nmol), causaram aumento significativo da migracgao
celular de forma dose-dependente, na cavidade pleural de
camundongos 4 horas apds a sua administracdo. O aumento do
influxo celular foi associado com elevacdo discreta, porém
significativa da exsudagdo (Fig. 8A e B). Como é demonstrado, o
aumento da celularidade foi as custas de mononucleares. Ambas
as cininas promoveram um pedgueno aumento do influxo de
neutréfilos (P < 0,01) independente da dose administrada. A BK
foi trés vezes mais potente em induzir o aumento do influxo
~ celular em relacdo a des-Arg’-BK. Oé valores médios estimados
das DEss & BK e & des-Arg’-BK foram de 3,2 (95% LC = 0,6-15,5)
nmol/cav. e de 9,1 (1,2-66,8) nmol/cav., respectivamente. O
influxo méximo (média + e.p.m.) de celularidade induzido pela
BK (40 ﬁmol) (TC = 3,5 * 0,05 x 10° na cavidade pleural de
camundongos ndo diferiu em comparacdo com aquele induzido pela

des-Arg®-BK (40 nmol, TC = 2,6 + 0.07 x 10%).
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representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras
verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em alguns experimentos, o8 valores do e.p.m. se
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A figura 9 mostra a magnitude e o perfil temporal da
resposta inflamatéria induzida pela BK (10 nmol) na cavidade
pleural de camundongos. A BK causou aumento significativo da
nigragdo celular 4 h apds a sua administracdo na cavidade
pleural, as custas do influxo de mononucleares, permanecendo
elevada até 72 h (P < 0,05), tendo sido também detectada
discreta exsudagdo. E interessante ressaltar que influxo de

neutréfilos foi também detectado 6 h apds a administracdo da BK

(10 nmol/cav.) (Fig. 9 - inset). Levando-se em consideracio que
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Figura 9- Perfil temporal da pleurisia induzida pela BK (10 nmol) em
camundongos. C = animais tratados com salina 0,9%. Asteriscos dentro e

fora das colunas indicam as diferengas estatisticas entre o exsudato e
o total de células em relagd3o aos respectivos C. Inset mostra o n? de

mononucleares e de neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a
média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o
e.p.m. * P< 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns experimentos, os valores do
e.p.m. se sobrepuseram ac desenho das colunas ou simbolos.
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o pico miximo de migragdo celular ocorreu 4 h apds a
administragdo do agonista, este tempo foi escolhido para estudo
nos proéximos = experimentos. Nos protocolos a seguir, foi
avaliado apenas a migracgdo celular, uma vez que os niveis de
exsudacao, embora significativos, foram discretos.

As figuras 10A e B mostram o efeito do HOE 140 e NPC 17731,
antagonistas do receptor B, da BK administrados por diferentes
vias, 30 min antes da inducdo da pleurisia. Conforme mostra a
figura 10A, HOE 140 apenas quando administrado diretamente na
cavidade pleural (0,1 pmol) ou por via endovenosa (5,0 pmol/kg)
foi efetivo em inibir a migragdo celular na cavidade pleural
induzida pela BK (P < 0,01) (Fig. 10A). Nestas mesmas condig¢des,
a inibig¢do média da celularidade foi da ordem de 70 e 100%,
respectivamente. AO contréario, o tratamento prévio dos animais
pela via intraperitoneal com HOE 140 (5,0 pmol/kg) n&o inibiu de
forma signifiéativa o influxo celular causado pgla BK (P > 0,05).
A figura 10B mostra que doses distihtas de NPC 17731 (i.p. = 50
pmol/kg, cav. = 1,0 pmol, i.v. = 50 pmol/kg) promoveram inibicgao
significativa da migragdo celular induzida pela BK (10
nmol/cav., 4 h), indepéndente da via de administragdo (P <
0,01). A magnitude desta inibicdo foi de 100, 68 e 62%,
respectivamente. Tanto o HOE 140 (0,01-0,3 pmol) como o NPC
17731 (0,1-1,0 pmol) inibiram a migracdo celular induzida pela
BK (10 nmol, 4 h) para a cavidade pleural (P < 0,01) (Fig. 11A e
B). HOE 140 (0,01-0,3 pmol) causou inibicdo, de forma dose-

dependente, da migragdo celular e o valor estimado da DIg
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Figura 10- Efeito do tratamento prévio (30 min) com HOE 140 e NPC 17731,
administrados por diferentes wvias, na pleurisia induzida pela BK, enm
camundongos.. C = respostas obtidas de animais tratados com BK (10 nmol, 4
h), i.p. = intraperitoneal, cav. = intrapleural, i.v. = endovenocso. A -
Concentragdes médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C
e tratados com HOE 140: cav. (0,1 pmol), i.v. (5,0 pmol/kg), i.p. (5,0
pmol/kg) e B - Concentragdes médias do total de células e do exsudato
obtidos dos grupos C e tratados com NPC 17731l: cav. (1,0 pmol), i.v. (50
pmol/kg), i.p. (50 pmol/kg). Insets mostram o n’ de mononucleares e de
neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados
obtidos de 6-10 animais e as barras wverticais o e.p.m. ** P < 0,01. As
linhas tracejadas indicam os valores médios do n® total de células obtidos
de animais injetados com salina. Em alguns experimentos, os valores do
e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou simbolos.
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foi 0,028 (0,05-0,16) pmol/cav. Os valores médios de inibicao
maxima causada pelo HOE 140 (0,01-0,3 pmol) foram de 27, 56, 69,
89 e 89%, respectivamente (Fig. 11A). Nas doses de 0,1 e 0,3
pmol/cav. deste antagonista, o nlmero de leucdcitos na cavidade
pleural ndo diferiu em comparagdo com o obtido em animais
tratados somente com salina (P > 0,05). Em relacdo ao NPC
17731, as doses de 0,1 e 0,3 pmol reduziram de forma similar o
influxo celular (27-32%) induzido pela BK (10 nmol/cav.). Na
dose de 1,0 pmol/cav., este antagonista causou efeito
inibitdério significativo da migracgdo celular da ordem de 98%.
Os valores médios estimados da DIso para este antagonista foram
da ordem de 0,45 (0,28-0,73) pmol/cav. (Fig 11A e B).

A figura 12A mostra o perfil temporal do efeito inibitério
causado pelo HOE 140 (0,1 pmol/cav.) administrado 0,5-8 h antes
da indugdo da pleurisia pela BK (10 nmol/cav., 4 h). A duracgdo
do efeito inibitériov causado por este antagonista foi
prolongada, uma vez gue redugdo significativa da migragéo
celular foi observada até 8 h de tratamento antes da inducgao da
pleurisia. Nos periodos de 0,5 a 4 h de tratamento prévio com
este antagonista, os valores médios do numero total‘dercélulas
(média t e.p.m. X 10°: 0,5h=1,3 % 0,1; 4 h = 1,4 £ 0,03),
ndo diferiram daqueles obtidos nos animais tratados apenas com
salina (1,3 + 0,08). J& o NPC 17731_(1,0 pmol/cav.) promoveu
efeito inibitério somente quando administrado 0,5-4 h antes da
indugédo da pleurisia. No entanto, o tratamento prévio 8 h com
este mesmo antagonista aumentou o influxo celular de forma
singnificativa (TC x 10° = 3,3 + 0,2) (P < 0,01) (Fig. 12B), as

custas de mononucleares.
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Figura 1ll1- Efeito de diferentes doses do HOE 140 (A) e do NPC 17731 (B),
administrados 30 min antes da pleurisia pela BRK (10 nmol/cav., 4 h) em
camundongos. C = respostas obtidas de animais tratades com BK.
Concentragdes médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C
e tratados com HOE 140 (0,01-1,0 pmol/cav.) e com NPC 17731 (0,1-1,0
pmol/cav.). Insets mostram o n’ de mononucleares e de neutréfilos. Cada
coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais
e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. As linhas tracejadas indicam os
valores médios do n® total de células obtidos de animais injetados com
salina. Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao
desenho das colunas ou simbolos.
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Figura 12~ Efeito do HOE 140 (A) e do NPC 17731 (B), administrados em
diferentes periodos de tempo (0,5-8 h) na pleurisia induzida pela BK (10
nmol/cav., 4 h). C = respostas obtidas de animais tratados com BK.
Concentragdes médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C
e tratados com HOE 140 (0,1 pmol/cav.) e com NPC 17731 (1,0 pmol/cav.).
Insets mostram o n2 de mononucleares e de neutrdfilos. Cada coluna e
simbolo representam a média dos resultados de 6-10 animais e as barras
verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. As linhas tracejadas indicam
os valores médios do n? total de células obtidos de animais injetados com
salina. Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao
desenho das colunas ou simbolo=s.
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A administracgdo intrapleural de des—Arg9—Leu8—BK (0,1 e

3,0 nmol),

antagonista de receptor B; da BK, 30 min antes da

pleurisia induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) ou pela des-

Arg’-BK (20 nmol/cav., 4 h) ndo modificou o influxo celular

causado por estes agonistas (Fig. 13 A e B). Nenhum efeito foi
também observado quando as mesmas doses deste antagonista foram
administradas 5 min antes da indugdo da pleurisia por estes
agonistas (resultados néo mostfados).

A tabela 3 mostra que o tratamento

prévio (30 min) dos

Tabela 3 - Efeito do tratamento prévio (30 min) com diferentes drogas na
pleurisia induzida pela bradicinina.
GRUPO DOSES LEUCOCITOS NEUTROFILOS MONONUCLEARES
x 10° x 10° x 10°

Controle? - 2,50+0,03 0,2010,02 2,30%0,10
Indometacina® 5,0 mg/kg 1,40+0,05** 0,100, 02*%* 1,3040,15**
Terfenadina® 50 mg/kg 1,040, 04** 0,200, 03 0,80t0,24**
Dexametasona® 0,5 mg/kg 1,040, 04** 0,10£0,10** 0,90+£00, 03**
L-NOARG® 1,0 pmol 1,4040,05%* 0,10%0,10*%* 1,30£0,05**
Cromoglicato de 0,4 upmol 1,60+0,18** 0,30+0,10 1,30+0,10%*
sédio®
Teofilina® 50 mg/kg 1,50+0,09** 0,10+0, 02** 1,40%0,01%*
Salbutamol® 50 mg/kg 1,0+0,05%* 0,40x0,01*~* 0,70+0,02**
SR 48968° 20 nmol 2,75%0,20* 0,17+0,03 2,58%0,18*

100 nmol 1,57+0,05** 0,11+0,01 1,46+0,05**
Em todos os animais foi injetado BK (10 nmol/cav.) e os parametros
analisados 4 h apdés. Os valores apresentados representam as médias * s.e.m.
de n = 6-10 animais por grupo, a - somente animais tratados com BK, b -
animais tratados pela via i.p., ¢ - drogas administradas pela via

intrapleural. Diferengas estatisticas sdo indicadas por asteriscos. * P <
.0,05, ** P < 0,01.
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Figura 13- Efeito da des-Arg°-Leu’-BK (0,1 e 3,0 nmol/cav.)
administradas 30 min antes da pleurisia pela BEK (10 nmol/cav., 4 h) (d)
ou des—Arg’-BK (20 nmol/cav., 4 h) (B) em camundongos. C = respostas
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de mononucleares e de neutrdfiles. Cada coluna e simbolo representam a
média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o
e.p.m. As linhas tracejadas indicam os valores médios do n® total de
células obtidos de animais injetados com salina. Em alguns
experimentos, o8 valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das
colunas ou simbolos.
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animais com indometacina, terfenadina, dexametasona e L-NOArg
inibiram significativamente a migragdo de mononucleares
induzida pela BK (10 nmol, 4 h) na cavidade pleural de
camundongos. Nestas condigdes, o0 tratamento prévio dos animais
com estas drogas resultou em normalizacdo dos leucdcitos na
cavidade pleural. Além disso, a teofilina, cromoglicato de
s6dio e salbutamol também inibiram significativamente a
migragao celﬁlar induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) (P <
0,01) (tabela 3).

A administracgéao de antagonistas de receptor das
taquicininas do tipo NK; (FK 888: 0,02-0,2 pmol/cav.) (Fig.
14A) e NK; (SR 142801: 0,1-100 nmol/cav.) (Fig. 14B) 30 min
antes da pleurisia induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) causou
inibicdo significativa da migracdo celular (P < 0,05) (DIs =
.0,1 (0,02-0,5) pmol/cav. e 21,5 (8,9-51,9) nmol/cav.,
respectivamente). A dose de 0,03 nmol/cav. do antagonista SR
142801 ndo foi efetiva em inibir o mesmo parédmetro (Fig. 14).
Como mostra a tabela 3, a administragcdo de antagonista do
receptor NK; das taquicininas (SR 48968) nas doses de 20 e 100
nmol/cav. causou efeitos distintos. A dose de 20 nmol/cav.,
seguida da administracdo da BK, resultou em aumento da migracio
celular para a cavidade pleural (P < 0,01), engquanto 100
nmol/cav. deste antagonista causou inibicdo significativa deste
mesmo parametro (tabela 3). Nesta Gltima dose, a execugdo do
protocolo experimental foi limitada devido os efeitos téxicos
deste antagonista que causou inclusive morte de 3 de 8 animais

estudados. E interessante ressaltar ainda que nas doses de 50
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Figura 14- Efeito de diferentes doses do FK 888 (A) e do SR 142801 (B)
administrados 30 min antes da pleurisia pela BR (10 nmol/cav., 4 h),
em camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com BK (10
nmol) . Concentracdes médias do total de células e do exsudato obtidos
dos grupos C e tratados com FK 888 (0,02-0,2 pmol/cav.) e com SR
142801 (0,03-100 nmol/cav.). Insets mostram o n® de mononucleares e de
neutréfilos. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. * P < 0,05 e **
P < 0,01. As linhas tracejadas indicam os valores médios do n® total de
células obtidos de animais injetados com s8alina. Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das
colunas ou simbolos.
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nmol/cav;, este antagonista causou efeito inibitdério da mesma
magnitude que a obtida com 100 nmol/cav. (n = 3, resultados néao
mostrados) .

Tanto a administracéo de antagonistas de cininas (HOE 140
e NPC 17731) como os antagonistas das taquicininas (FK 888, SR
48968 e SR 142801), quando administrados isoladamente promoveu,
aumento significativo da migragdo celular (P < 0,01)
(resultados nd&o mostrados). Além disso, altas doses do
antagonista ©NK; das taquicininas (SR 142801: 50 e 100
nmol/cav.) também promoveram aumento significativo da exsudacio

(P < 0,01) (Fig. 14B).

4.3 Anidlise da resposta inflamatdéria induzida pela substidncia P
na cavidade pleural de camundongos.

A figura 15 mostra o efeito de diferentes doses da SP
(10, 20 e 40 nmol) administradas na cavidade pleural de
camundongos. Como pode ser observado, a SP causou aumento
da migracgdo celular de forma  dose-dependente as custas de
mononucleares, enquanto que o exsudato, embora significativo,
foi reduzido (P < 0,01). Nestas condig¢des experimentais, apenas
a dose de 20 nmol/cav. de SP determinou também um aumento
discreto, mas significativo do numero de neutrdéfilos (P <
0,01). Migragdo celular e exsudacdo maximas (média *+ e.p.m.)

foram observadas 4 h apdés a administracdo de SP (40 nmol) na
cavidade pleural (TC x 10° = 3,1 +# 0,1, EX = 0,2 + 0,01 pg/ml),

sendo significativamente maior em comparacao com o]
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Figura 15- Efeito de diferentes doses da SP (10, 20 e 40 nmol) na
cavidade pleural de camundongos. € = animais tratados com solugio
salina 0,9%. Inset mostra o n? de mononucleares e de neutréfilos. Cada.
coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10
animais e as barras wverticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das
colunas ou simbolos.

grupo tratado apenas com solugido salina (TC x 10° = 1,3 + 0,04,

EX = 0,025 +* 0,1 pg/ml) (P < 0,01). Os valores médios da DEso

N

para este agonista foram 14,2 (95% LC = 10,7-19,1) nmol/cav..
Com base nestes resultados, nos experimentos subsegiientes foi
escolhida a dose de 20 nmol/cav. para estudo da pleurisia
mediada por este agente.

O perfil temporal da resposta inflamatdéria induzida pela
SP (20 nmol) na cavidade pleural de camundongos (1-100 h) é

mostrado na figura 16. A SP (20 nmol) causou aumento
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coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10
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experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das
colunas ou simbolos.
significativo da migragao celularxr (2-24 h) apos sua

administracdo na cavidade pleural, as custas do influxo de
mononucleares (P < 0,01). Foi também observado, de modo
associado aumento da migracdo de neutr6filos no periodo de 2-48
h apés a indugdo da pleurisia (P < 0,01). A exsudagdo, avaliada
através dos niveis de azul de Evans na cavidade pleural, foi
pequena, porém significativa em relacdo ao grupo controle,

sendo detectada até 96 h de observacéo (P < 0,01).
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Levando~-se em conta que o pico de ' migracgéo _celular
(mononucleares) ocorreu entre 2 e 24 h apdés a administracdo do
agonista, escolheu~-se o tempo de 4 h para estudo nos proéximos
experimentos.

As Figuras 17A, B e C mostram o efeito dos antagonistas
de receptor NK; (FK 888: 0,1-200 nmol/cav.), NK, (SR 48968: 20
e 100 nmol/cav.) e NK; (SR 142801: 0,03-50 nmol/cav.) das
taquicininas, administrados 5 min antes da pleurisia induzida
pela SP (20 nmol). FK 888 fol efetivo em inibir apenas a
migracdo celular (DIso = 19,3 (1,2-304) nmol/cav.), (P < 0.01),
sendo que houve um aumento significativo da exsudacdo em todas
as doses testadas do antagonista (P < 0,01) (Fig. 17A). J& o
tratamento prévio dos animais com SR 48968 (20 nmol/cav.) néo
foi efetivo em inibir este processo inflamatério (Fig. 17B).
Nestas condigdes, foi observado aumento significativo da
migragdo celular, 4&s custas de mononucleares (P < 0,01). E
interessante ressaltar que doses mais elevadas de SR 48968 (100
nmol/cav., 5 min anteé) seguida da administracéo do‘agonista
(20 nmol/cav.) resultou em morte de 100% dos animais. Além
disso, doses isoladas de FK 888 (0,1 nmol/cav.) e SR 48968 (20-
100 nmol/cav.) causaram per se aumento da migracdo celular e
da exsudagdo na cavidade pleural de camundongos (P < 0,01)
(resultados nao apresentados). A administracdo de SR 142801
(0,1-50,0 nmol/cav., 5 min antes) promoveu inibicéao
significativa do influxo celular (DI“ = 6,5 (0,44-9¢6)
nmol/cav.), (P < 0,01) (Fig. 17C). Entretanto, este antagonista
na dose de 50 nmol/cav. determinou aumento significativb da

exsudagao (P < 0,01).
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Os antagonistas do receptor B, da BK, HOE 140 (0,01-0,1
pmol/cav.) e NPC 17731 (0,01-0,1 pmol/cav.), administrados 5
min antes, inibiram de forma dose-dependente tanto a migracéao
celular como ¢ exsudato induzidos pela SP (P < 0,05), com DIs,
de 0,03 (0,013-8,0) pmol/cav. e 0,04 (0,018-0,087) pmol/cav.,
respectivamente (Fig. 18A e B).

Além disso, o0 tratamento prévio dos animais (5 dias antes)

com o composto 48/80 - 0,2 pmol/cav.) resultou em diminuicédo
significativa da migragdo celular induzida pela SP (20
nmol/cav.). Nas mesmas condigdes experimentais, a migracéo

celular induzida pela histamina (1,0 pmol/cav., 1 h) também foi
significativamente reduzida (Fig. 19).

A tabela 4 mostra que a administracdo de indometacina,
terfenadina, dexametasona e L-NOARG, 30 minutos antes da
pleurisia induzida pela SP (20 nmol/ cav.), foi efetiva em
inibir a migrag¢do celular na cavidade pleural 4 h apbds a
administragdo do agente flogistico estudado. Da mesma forma, o
tratamento prévio (30 min) dos animais com teofilina ou
salbutamol inibiu significativamente a migracdo <celular
induzida pela SP (P < 0,0l)? Nas mesmas condicgdes
éxperimentais, o tratamento dos animais com des-Arg’-Leu®-BK
ndo modificou os efeitos pré-inflamatdérios da SP na cavidade
pleural, enquanto o cromoglicato de sédio inibiu apenas a

exsudagao (tabela 4).
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se sobrepuseram ao
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Tabela 4- Efeito do tratamento prévio (30 min) com diferentes drogas na
pleurisia induzida pela substéncia P.
GRUPO _ DOSES LEUCOCITOS NEUTROFILOS MONONUCLEARES EXSUDATO
x 10° x 10° x 10° pg/ml
Controle® - 2,71+0,30 0,35%0,05 2,3510,14 0,40+0,05
des-Arg’-Leu’~BK° 35 nmol 2,4010,14 0,08+0,02 2,3240,01 0,46+0,05
Terfenadina® 50 mg/kg 1,52+0,20** 0,50+0,10** 1,02 £0,20** 0,05+0,10**
Indometacina® 5,0 mg/kg 1,56+0,06** 0,8510,20** 0,71+0,11*~* 0,20+0,17**
Dexametasona® . 0,5mg/kg 1,60+0,70** 0,05+0,60** 1,55+0,70** 0,050, 60*~*
L-NOARG® 1,0 pmol 1,22+0,80** 0,03+0,30** 1,19 +0,10** 0,03+0,30**
Cromoglicato de 0,4 pmol 2,80+0,20 0,20+0,07 2,4040,30 0,27+0,07*
sédio® '
Teofilina® 50 mg/kg 1,06+0,03** 0,02+0,04** 1,0410,03** 0,02+0,04**
Salbutamol® 50 mg/kg 1,2540,09** 0,0410,07** 1,2140,10** 0,040, 07**
Em todos os animais foi injetado SP (20 nmol/cav.) e os parametros

analisados 4 h apés. Os valores apresentados representam as médias + s.e.m.
n = 6-10 animais por grupo. Todas as drogas foram administradas 30 min
antes da injegdo da pleurisia, exceto des-—Argg-Leua-—BK (5 min), a - somente
animais tratados com SP, b - animais tratados pela via i.p., ¢ - drogas
administradas pela via intrapleural. Diferengas estatisticas s&o indicadas
por asteriscos. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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5 DISCUSSAO

O mecanismo de agdo e o0s alvos celulares dos agentes
terapéuticos comumente utilizados no tratamento da asma
brénquica tém sido melhor estudados nos ultimos anos. A
aquisigdo destes conhecimentos ocorreu paralelamente com a
introdugdo de novos conceitos sobre o processo inflamatdério. Em
relagdo as drogas antiasmadticas que foram testadas no nosso
protocolo experimental, os resultados mostram claramente que a
teofilina, o cromoglicato de sédio e o salbutamol possuem um
efeito antiinflamatdério. Em relagdo a inflamacdo de origem
neurogénica, 0 protocolo experimental wutilizado permitiu
avaliar a participacdo das cininas e da SP. Nestas condicgdes
experimentais, foi possivel estudar os tipos de receptores
envolvidos, além de sugerir que tanto a BK como a SP promoveram
liberacgéo de outros mediadores, 0 que contribui
significativamente para a manutengdo e ampliacdo do processo
inflamatéfio. Além disso, os resultados deste modelo
experimental indicam que as cininas s&o capazes de liberar
taquicininas e vice-versa, preenchendo os critérios de pProcesso
inflamatério de origem neurogénica.

Apesar do nosso protocolo experimental nao ser
representativo de um modelo animal de asma brénquica, os
resultados obtidos com os medicamentos antiasmaticos estudados
sdo relevantes, uma vez dgque poucos estudos analisaram seus
possiveis efeitos terapéuticos em ensaios pré-clinicos néo
relacionados diretamente com esta doenga (Yukawa et al., 1989;

Schrier et al., 1990; Svenjo, 1990). Em nosso estudo, a
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andlise do perfil antiinflamatério da teofilina mostra que esta
droga exerce um efeito prolongado gquandc administrada até 8 h
antes da indugdo da pleurisia, inibindo tanto o exsudato quanto
a migracdo celular. No entanto, © tratamento dos animais 24 h
antes da inducgdo da pleurisia pela carragenina fol efetivo em
inibir apenas a exsudacdo. Em relacdo & segunda fase (48 h) do
processo inflamatério induzido pela carragenina, o tratamento
prévio com teofilina, 0,5-4 h antes, resultou em inibicédo
significativa da exsudacdo e da migracéo celular. Este efeito
foi observado apenas quando se empregou a dose de 50,0 mg/kg,
i.p., sendo que a administracdo de 5 mg/kg, i.p. (0,5-4 h,
antes) néo foi efetiva em inibir a migracdo celular, embora
tenha havido uma inibicdo significativa dos wvalores médios do
exsudato (resultados nao mostrados). 0 conjunto destes
resultados sugere a possibilidade da participacdo de diferentes
mediadores nas duas fases do processo inflamatério conforme ja -
proposto por Henriques (1993) e/ou diferencas no metabolismo
desta droga (Nicholas et al., 1993).

Varias hipdteses poderiam ser sugeridas em relacdo as
possiveis propriedades antiinflamatérias da  teofilina.
Atualmente, existem varias evidéncias que sustentam o papel
antiinflamatério deste medicamento no tratamento da asma
bréngquica (Milgrom e Beﬁder, 1993; Becker e Bierman, 1994;
Sullivan et al., 1994). E interessante ressaltar gque o efeito
antiinflamatério da teofilina fol observado tanto em estudos
clinicos (Sullivan et al., 1994) como experimentais (Banner e

Page, 1995; Raeburn et al., 1994). Esses modelos tém sido
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utilizados para estudar ndo sb6 o efeito de drogas comumente
utilizadas na clinica, como também de novos agentes
antiasmadticos, a fim de prevenir o acumulo de células no sitio
inflamatério. Por exemplo, em modelos de inflamacgéo .e de
hiperresponsividade brdnquica induzidas por alérgenos, nas vias
aéreas de ratos e cobaias, foi demonstrado que as xantinas sdo
capazes de inibir estes dois parémetros (Pauwels, 1987; Manzini
et al., 1993). Além disso, drogas antiasmaticas com perfil
terapéutico semelhante ao da teofilina foram também efetivas em
inibir a resposta alérgica em coelhos (Ali et al., 1992).

Em estudos clinicos, fol demonstrado que a teofilina inibe
a liberagdo da histamina, in vitro,' em células obtidas do
lavado nasal de pacientes com rinite alérgica, sendo efetiva em
diminuir a exsudacgdo observada nesta doenca (Naclerio et al.,
1986) . Além disso, esta xantina também é capaz de inibir, in
vitro, o burst respiratdério de células alveolares (Aubiler e
Barnes, 1995) e aumentar o numero de linfécitos T supressores
humanos (Shohat et al., 1983; Fink et al., 1987; Milgrom,
1991). O conjunto destes resultados permite, portanto, sugerir
que a teofilina possui atividades antiinflamatéria e
imunomodulatéria (Ward et al., 1993; Jaffar et al., 1994).

No nosso estudo, conforme citado anteriormente, a reacéo
inflamatédéria induzida pela carragenina na cavidade pleural de
camundongos resulta da participacdo de diversos mediadores e
tipos celulares (Henriques, 1993). Portanto, € possivel
especular que a teofilina nao esteja atuando de forma seletiva

no processo inflamatdério, mas em uma via comum compartilhada
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por varios tipos de mediadores e/ou células. Com base nestes
resultados e outros da literatura (Cooper et al., 1985; Fink et
al., 1987; Aubier e Barnes, 1995; Banner e Page, 1995), é
possivel que os mecanismos cléssicos de acgdo propostos para
esta droga tipo inibigdo do monofosfato ciclico de 3’, 5'-
adenosina (AMPc) ou do monofosfato ciclico de 3’, 5’-guanosina
(GMPc) (Milgrom, 1993), antagonismo dos receptores purinérgicos
e bloqueio do influxo de célcio (Torphy e Undem, 1991) nao
sejam exclusivamente os Unicos responsaveis por este efeito
antiinflamatério.

Admite-se que o mecanismo da atividade antiinflamatéria da
tecfilina seja complexo. No éntanto, nao estéd descartado que
este efeito resulte da sua capacidade em inibir a atividade de
enzimas regulatérias do AMPc e/ou GMPc, as fosfodiesterases.
Estas Ultimas constituem uma grande familia de isoenzimas
denominadas genericamente de fosfodiesterases de nucleotideos
ciclicos, éodificadas em genes distintos e que diferem quanto
as suas caracteriéticas fisicas e cinéticas, preferéncia por
substratos, distribuicdo tecidual e sensibilidade a diversos
inibidores seletivos (Beavo e Reifsnyder, 1990; Conti et al.,
1991; Nicholson et al., 1991; Torphy e Livi, 1993).

Atualmente, s&0 conhecidas pelo menos sete diferentes
familias de fosfodiesterases: I - PDE dependente de
cédlcio/calmodulina, II - estimuladas pelo GMPc; III - inibidas
pelo GMPc, IV -especificas para metabolizar o AMPc, V -

especificas para metabolizar o GMPc, VI - especificas para
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metabolizar o GMPc da retina, VII - com alta especificidade e
relativa afinidade para o AMPc (Underwood et al., 1994).
Diversos estudos tém demonstrado que a isocenzima PDE
predominante nas células inflamatdérias & a PDE do tipo IV
(Giembycz, 1992), tendo sido reconhecida sua importéncia nos
fendmenos de migracdo e de ativacdo dos eosinéfilos (Yukawa et
al., 1989). A PDE do tipo III, identificada inicialmente nas
plaquetas, é também encontrada em linfécitos e que em conjunto
com a PDE tipo IV (Robicsek et al., 1991) s&o responsaveis pela
regulacdo dos niveis do AMPc nestas células (tipo T) em humanos
(Schudt et al., 1992). Desta forma, tem também sido postulado
que as xantinas ou os inibidores especificos das PDE III e IV
podem exercer ag¢des diversas em células-alvo através da
inibigao ~da ativagdo i) do eosinbéfilo, ii) das células
precursoras deste polimorfonuclear e 1iii) de outros tipos
celulares como os linfécitos ou mastécitos, os quais liberam
mediadores que promovem a quimiotaxia de eosinbéfilos. Levando
em consideragdo que os eosinéfilos sdo as células inflamatdrias
predominantes nas vias aéreas de pacientes asmaticos (Wardlaw e
Kay, 1987) e com base nos estudos citados acima, drogas
inibidoras das PDE III e IV, efetivas em inibir o recrutamento
de eosinéfilos em modelos experimentals, poderiam alterar a
adesdo e a migragdo destas células do endotélio para o tecido
intersticial e dai para o trato respiratdério. Além disso, o
endotélio pode também representar um alvo importante para a
agao destas drogas, tendo em vista ser rico em PDE tipo IV

(Lugnier e Schini, 1990).
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Outros estudos. mostram que os inibidores .das PDEs sé&o
capazes de inibi: também a expressdao de moléculas de adesao
especificas, bem como a permeabilidade da célula endotelial in
vivo {(Seiburt et al., 1992; Suttorp et al., 1993). Deste modo,
a interacdo do eosindéfilo com a célula endotelial estaria

comprometida. Além disso, estas drogas s&o também efetivas em
inibir a liberacao do TNFo de mondcitos {(Maschler e

Christensen, 1991) e a exsudagdo induzida pelo PAF nas vias
aéreas de cobaias (Raeburn e Karlsson, 1992). Estudos feitos
por Sanjar et al. (1990) demonstraram gque a administracéo
crénica de teofilina ou de uma mistura de inibidores das PDEs
tipo III e IV resultou em inibigdoc das acdes do PAF e do
acumulo de eosinéfilos na cavidade pulmonar de cobaias.

Dentro deste contexto, a teofilina ¢é considerada um
inibidor inespecifico das PDEs. Isto porque nado ha evidéncias
da seletividade deste medicamento para qualquer isoforma desta
enzima, porém ainda permanece a possibilidade que haja outros
subtipos de PDEs ainda n&o identificados e que seriam mais
sensiveis a teofilina. Esta hipbétese ndo estd descartada, uma
vez que algumas destas isoenzimas poderiam ser exXpressas
(induzidas) apenas durante o processo inflamatdério nas vias
aéreas de asmidticos, Jjustificando a maior sensibilidade da
teofilina na inibicdo de células inflamatdrias (Aubier e
Barnes, 1995).

Admite-se, atualmente, que a inibig&o da PDE ndo seja a
unica explicagdo para Jjustificar os efeitos antiinflamatérios

da teofilina e é possivel que outros mecanismos de acdo sejam
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encontrados no futuro. Entretanto, ' este efeito terapéutico
exercido pela teofilina despertou o interesse na compreensdo da
participagcdo desta familia de enzimas em diversas doencas.
Assim, atualmente, ¢é reconhecido que o AMPc é um importante
regulador de uma variedade de fungdes nos linfécitos (Coffey,
1288). Tem sido demonstrado que agentes capazes de elevar os
niveis do AMPc em linfécitos, como descrito para as xantinas,
possuem propriedades imunossupressoras. Védrios grupos tém
demonstrado Que estes agentes sao capazes de inibir as células
precursoras dos linfbécitos (Novogrodsky et al., 1979; Robicsek
et al., 1991), além da sua proliferagéo (Mary et al., 1987) e
sua ativacdo (Bourne et al., 1973; Coffey, 1988; Kammer, 1988;
Lingk et al., 1990; Meskinin et al., 1992; Schudt et al.,
1992) .

Outros estudoé tém também demonstrado anormalidades da
fungdo imunolégica em pacientes com dermatite atépica. Por
exemplo, um dos estudos demdnstrou que nestes pacientes ha
liberagdo excessiva de histamina pelos baséfilos (Butler et
al., 1983), além da sintese elevada da IgE pelas células
mononucleares (Cooper et al., 1985). Tem sido sugerido que
estas alteragdes poderiam resultar de um defeito no sistema
regulatdério dos nucleotideos ciclicos. Além disso, - hé
evidéncias sugerindo que a atividade hidrolitica do AMPc, em
linfécitos, esteja aumentada em pacientes com doencas alérgicas
(Grewe et al., 1982), devido ao aumento da atividade da PDE do
tipo AMPc especifica (Butler et al., 1983; Holden et al., 1986;

Sawali et al., 1995). Foi também observado que leucécitoé de
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pacientes atbépicos possuen alta sensibilidade para 0Ss
inibidores da PDE tipo IV (Giustina et al., 1984).

Embora nossos resultados estejam de acordo com a
literatura, wvale ressaltar a necessidade de estudos futuros
para o esclarecimento do mecanismo de acdo da teofilina no
modelo experimental empregado. Os nossos resultados, embora nao
permitam explorar o mecanismo de agdo desta droga, apdbdiam as
evidéncias qﬁe a mesma exerce efeito antiinflamaté4rio, mesmo
quando utilizada de forma aguda. Nestas condigdes, a
constatagdo que a duracdo do seu efeito é prolongada, permite
sugerir que o desenvolvimento de drogas mais seletivas deste
grupo de medicamentos permitird gque seja oferecida uma
terapéutica mais apropriada para os pacientes portadores de
asma brongquica e/ou rinite alérgica e com menos efeitos
colaterais.

OQutro medicamento utilizado no tratamento da asma
brénquica, da rinite e da conjuntivite alérgicas e que foi
empregado no nosso protocolo experimental foi o cromoglicato de
sédio. Esta droga, administrada diretamenté na cavidade
pleural, inibiu tanto a migracédo celular como o exsudato nas
duas fases (precoce e tardia) do processo inflamatério induzido
pela carragenina em camundongos. Embora ndo seja possivel
comparar a magnitude do efeito antiinflamatdério entre a
teofilina e o cromoglicato de sédio neste modelo experimental,
vale a pena comentar que o tratamento prévio dos animais com
este Ultimo medicamento resultou em inibigdoc mais prolongada,

pois foi efetivo em inibir a segunda fase do processo
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inflamatério, mesmo quando administrado 24 h antes do agente
flogistico.

Varios estudos pré-clinicos tém demonstrado o efeito
antiinflamatério do cromoglicato de sdédio e de drogas similares
como © nedocromil in vivo. Por exemplo, em cobaias
sensibilizadas com ovalbumina, o tratamento com cromoglicato de
sédio inibiu tanto a obstrugdo das vias aéreas quanto a
migragcdo celular quando os animais foram expostos novamente ao
antigeno, por via inalatéria (Tarayre et al., 1991). Em
coelhos submetidos a inalagdo por Ascaris suum, a administracio
prévia do cromoglicato de sdédio, por via inalatéria, atenuou
tanto os efeitos broncoconstritores imediato e tardio, bem como
0o aumento do numero de eosinéfilos no lavado broncoalveolar
(Abraham et al., 1988). Todavia, apesar dos conceitos acerca da
fisiopatologia das doengas inflamatérias como a asma brdénquica
terem mudado radicalmente nos Ultimos anos, nédo se dispde de
resultados clinicos recentes, do tipo multicéntrico, com este
medicamento. Entretanto, o seu efeito antiinflamatdério, embora
nao tenha sido ainda totalmente esclarecido, ¢é amplamente
reconhecido.

Durante muitos anos, prevaleceu a hipdtese que os efeitos
terapéuticos do cromoglicato de sdédio resultavam exclusivamente
de suas a¢des sobre a membrana celular dos mastécitos. Varios
estudos realizados nas décadas de setenta e oitenta
demonstraram que este medicamento atua na membrana celular dos
" mastécitos, estabilizando-a e protegendo-a contra reacdes do

tipo antigeno-anticorpo, que ao liberarem mediadores quimicos
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destas células, s&o capazes de induzir o broncoespasmo (Spataro
e Rosmann, 1976; Mazurek et al., 1980). Varias hipéteses
foram levantadas para explicar o efeito estabilizador do
cromoglicato de sdédio na membrana dos mastdcitos. Por exemplo,
em cultura de Dbasdfilos de ratos foi sugerido que o
cromoglicato de sdédio agiria em um receptor especifico da
membrana dos mastdécitos, inibindo a liberacdo de histamina, na
presenca de céalcio (Spataro e Bosmann, 1976). Este receptor foi
posteriormente identificado por Mazurek et al. (1980) como
sendo uma proteina dependente de cédlcio para a sua ativacdo e
que é Dbloqueada por este medicamento (Mazurek et al., 1980,
1982). Outra hipdtese aventada é que o0 cromoglicato de sddio
seria «capaz de prevenir o influxo de -célcio, para O
compartimento intracelular, o qual parece ser necessario para
iniciar a degranulagdo dos mastdcitos, através de estimulos
tipo reagdo antigeno-anticorpo.

Estudos mais recentes, todavia, tém demonstrado um efeito
direto do cromoglicato de sddio em diversas células
inflamatérias do trato respiratdrio, além dos mastdcitos.
Nestas condig¢gdes, ¢é descrito que o cromoglicato de sdédio
exerceria seus efeitos através de diferentes mecanismos,
incluindo, entre outros, a inibicdo i) da quimiotaxia de
neutr6filos e de macrdéfagos alveolares humanos apds estimulacdo
com IgE (Tsicopoulos et al., 1988), ii) da citotoxicidade-
dependente de anticorpos e mediada por eosindéfilos em humanos
(Rand et al., 1988), 1iii) da degranulacdo de basdéfilos induzida

por IgGs (Becauvais et al., 1989) e iv) da degranulacdo de
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eosindéfilos de pacientes asméticos (Palczynski et al., 1989),
portadores da sindrome hipereosinofilica (Spry et al., 1986) ou
que apresentam concentracgdes séricas elevadas destas células
(Sher e Wadee, 1981l). Foi também descrito que o cromoglicato de
s6dio seria capaz de aumentar a sobrevida das plaquetas de
pacientes asmédticos e atdépicos (Tunon-De-Lara et al., 1992),
além de também inibir a liberacdo de mediadores dos mastécitos
através de mecanismo relacionados com a ativacdo de proteinas
cinases da via do GMPc (Wells e Mann, 1983; Foreman e Pearce,
1985).

Diante das evidéncias inequivocas de que,esta droga exerce
um efeito antiinflamatoério, néo se pode descartar a
possibilidade que 0 cromoglicato de sbédio atue em uma ou varias
etapas da inflamagdo neurogénica conforme proposto por Holian
et al. (1991). Neste sentido, o cromoglicato de sdédio foi
efetivo em reduzir a inflamagdo neurogénica, in vivo em
traquéia de rato apds estimulagdo do nervo vago e com
capsaicina em traquéias de rato (Norris et al., 1990) e de
cobaia (Erjefalt e Persson, 1986), respectivamente. Esta droga
também foi capaz de inibir a atividade de fibras aferentes tipo
C estimuladas com capsaicina, em pulmdo de caninos (Dixon et
al., 1980), além de atenuar o broncoespasmo induzido pela
neurocinina A em ratos (Joos et al., 1988). Além disso, tem
sido demonstrado que esta droga exerce efeito indireto na
contragdo da musculatura lisa, amenizando a resposta contratil

induzida por diversos mediadores, incluindo histamina,
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serotonina, acetilcolina, BK e PGF,, (Kitamura et al., 1984;

Myers et al., 1986).

Um fator limitante do uso do cromoglicato de sdédio é que
este medicamento exerce seus efeitos apenas no local onde é
administrado. Isto se deve ao fato que esta droga é um
composto polar, pouco lipossoluvel, mas soluivel em meio &acido
(Berstein e Bestein, 1993). Sua absorgdo e eliminacido por
diferentes vias de administracdo como, por exemplo, a
endovenosa, a oral, a 1nalatdéria, a nasal e a ocular, tém sido
muito estudadas (Berstein e Berstein, 1993).

O conjunto dos dados da literatura acima descritos e os
resultados do nosso trabalho, confirmam que o cromoglicato de
sdédio apresenta propriedades antiinflamatodérias. Levando-se em
consideragdo que o seu efeito antiinflamatdério como o da
teofilina, parece ser seletivo para determinados tipos e locais
de inflamagdo, uma possivel acgdo inibitdéria no processo
inflamatério de ‘origem neurogénica é a hipdétese mais aceita
atualmente. No futuro, estudos com este medicamento ou com seus
andlogos permitirdo avaliar melhor o seu mecanismo de acéio.

Em relagcdoc ao salbutamol, este medicamento também
apresentou perfil antiinflamatdério no modelo experimental

utilizado. Todavia, ao contrédrio da teofilina e do cromoglicato
de sbédio, o agonista P,~adrenérgico estudado ndo foi efetivo em

inibir a fase tardia da reacdo inflamatéria induzida pela
carragenina, no modelo experimental estudado. Estes resultados

estdo de acordo com a literatura, onde é demonstrado que
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agonistas PB;-adrenérgicos, incluindo o salbutamol, s&3o capazes
de inibir somente a primeira fase (4 h) da reacdo inflamatéria,
em modelos de indugdo de aumento da resisténcia das vias aéreas
provocada pela administrag¢do de alergenos, em humanos (Pacheco
et al., 1992; Yamgda et al., 1992; Church et al., 1993).

Os efeitos dos agonistas que interagem com o0s receptores
B-adrenérgicos sao médiados pelo segundo mensageiro - o AMPc. E
postulado que o agonista, no caso, 0 salbutamol, ligar-se-ia de
forma reversivel ao receptor B-adrenérgico, nao sendo
descartada uma possivel interacdo também com sitios da enzima
adenilato~ciclase na superficie da membrana celular (Lefkowitz
et al., 1981; Catt, 1995). Quando este receptor é ocupado pelo
agonista, ocorre simultaneamente ativagdo do sistema da
proteina G. Em seguida, a‘ adenilatociclase é ativada,
catalisando a formacdo do AMPC que por sua vez, desencadeia uma
série de eventos fisioldégicos (Napier e Cresse, 1995). Na vias
aéreas, a maioria dos agonistas P,-adrenérgicos, como o
salbutamol interagem com receptorgs localizados na membrana
celular das células musculares, dos mastécitos e das fibras
nervosas simpéticas de localizacéo pré—éinéptica (Ahrens e
Smith, 1984).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que além
da broncodilatacdo, os agonistas P;-adrenérgicos também exercem
efeitos antiinflamatérios (Church e Hiroi, 1987; Fuller et al.,
1988{ Howarth et al., 1985; Yukawa et al., 1990; Tokuyama et

al., 1991). Estudos in vitro tém demonstrado que os agonistas
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B.-adrenérgicos sdo efetivos em inibir a degranulacdo dos

mastdébcitos (Church e Hiroi, 1987). Consequentemente & inibicao
destas células, ocorre paralelamente o bloqueio da liberacido de
heparina e da histamina no sitio do processo inflamatério.
Admite-se que a heparina liberada dos mastdécitos, ao interagir
com a proteina béasica principal 1liberada pelos eosinéfilos,
atenuaria, em parte, os efeitos deletérios desta dltima. Além
disso, € sugerido que o aumento da concentracgdo de heparina no
sitio do processo inflamatério seria capaz de impedir a
formacdo da fibrose subepitelial e da  hiperplasia da
musculatura lisa das vias aéreas que ocorre em pacientes
asmaticos (Page, 1991). Com base nestes estudos, tém sido
-hipotetizado que o uso regular dos agonistas B;-adrenérgicos
poderia facilitar o desenvolvimento de fibrose subepitelial e
da hiperplasia da musculatura 1lisa observados em pacientes
asmaticos, contribuindo assim para a obstrucdo irreversivel das
vias aéreas (Page, 1991). Além disso, teoricamente, a
administragdo regular de agonistas p,-adrenérgicos poderia
favorecer a manutencdo da inflamagdo através do bloqueio das
acdes antiinflamatérias dos mastdécitos descritos acima, ou
mesmo através do seu efeito broncodilatador, facilitando a
exposigdo das vias aéreas a uma grande quantidade de alergenos
(Page, 1992). Nestas condigdes, a exposicdo prolongada das vias

aéreas ao alergeno, facilitada pelo uso do broncodilatador

(agonista PB,-adrenérgico), promoveria um aumento da severidade
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da segunda fase da resposta inflamatéria observada em

determinados grupos de asméaticos.
Vale ressaltar, todavia, que embora os agentes f,-

adrenérgicos possam exercgar efeito inibitério sobre a resposta
inflamatéria aguda, as <custas de suas agdes sobre os
mastécitos, héd poucas evidéncias sobre o seu papel na
inflamagdo crdnica e na hiperreatividade brénquica, induzidas
por células do tipo macréfagos (Fuller et al., 1988),
eosindéfilos (Yukawa et al., 1990) ou linfécitos T (Kraan et
al., 1985; Kerrebijn et al., 1987).

Com base nos conhecimentos acima e com a identificacao
através de  estudos epidemioldégicos do aumento crescente da
morbidade e mortalidade em portadores de asma brdénquica
(Scheinin et al., 1987; Crane et al., 198%a, b; Flatt et al.,
1990; Sears et al., em 1990; Spitzer et al., 1992; Anderson et
al., 1994; Suissa et al., 1924a, b; Pearce et al., 1995), foi
sugerido que o uso regular de agonistas B;~adrenérgicos poderia
estar relacionado com estas complicag¢des. J& com a introdugao
do isoproterenol, agonista P-adrenérgico inespecifico no
mercado terapéutico, foi constatado o aparecimento de casos
severos de asma que foram rotulados de refratarios (Van Metre,
1969). Verificou-se também que paralelamente ao aumento do uso
do isoproterenol no tratamento da asma, nas décadas de quarenta
e cinquenta, houve também um incremento significativo dos
indices de mortalidade por esta doenga em paises como a Nova

Zeladndia e a Inglaterra (Beasley et al., 1991). Nos anos
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sessenta, a mesma correlagdo fol observada em outros paises

(Alemanha, Australia, Canadéa, Estados Unidos), com a introducéo
no mercado de preparacdes de agonistas P,-adrenérgicos na forma

de aerossol (spray) (Pearce et al., 1985). Na década de
setenta, um segundo surto de mortalidade foi observado na Nova
Zelandia (Pearce et al., 1995). Novamente, evidéncias
epidemiolégicas sugeriram que este fato estava associado ao uso
do fenoterol, um broncodilatador B,-adrenérgico.

Em 1990, o trabalho de Sears et al. causou grande impacto
na comunidade cientifica internacional. Estes autores avaliaram
os efeitpos da terapia com fenoterol, na forma de aerossol,
através de metodologia do tipo duplo-cega, randomizada e
cruzada. A pesquisa foli realizada em oitenta e nove pacientes
que receberam, durante vinte e quatro semanas, terapia com
agonista PB,-adrenérgico ou placebo, ambos por via inalatéria.
Varios parémétros foram avaliados, incluindo entre outros, os
siﬁtomas diurnos e noturnos, freqiiéncia do tratamento com
broncodilatadores & noite e de crises diurnas e/ou noturnas,
valores de volume expiratdério forcado obtidos em resposta a
metacolina, além do wuso de corticdéide. Os investigadores

concluiram que o tratamento regular por via inalatéria, com
altas doses de drogas simpatomiméticas do tipo B2, disponiveis
para tratamento sob a forma de spray, foi a principal causa do
aumento do indice de mortalidade observada nos pacientes

asmaticos estudados. Varias outras investigacdes foram feitas,

posteriormente, a fim de avaliar a possivel associacdo entre o
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uso de agonistas f,-adrenérgicos e o indice de mortalidade
induzido por esta doenca (Spitzer et al., 1992; Suissa et al.,
19%94a, b; Anderson et al., 1294). Embora os resultados destes
estudos tenham confirmado as observagdes feitas por Sears et
al. (1990), n&o foi possivel determinar, nestes estudos se

estes efeitos estdo associados ao tipo (fenoterol), ao grupo
(agonista B.-adrenérgico) ou & dose administrada do medicamento

enpregado. Vale a pena ressaltar, entretanto, que embora estes
resultados tenham demonstrado uma correlacdo positiva entre o
indice de mortalidade e o uso dos agonistas f,-adrenérgicos,
por via inalatéria, em portadores de asma brénquica, até o
presente momento este assunto ¢é <considerado polémico e
controverso (Spitzer et al., 1992; Anderson et al., 1994;
Suissa et al., 1994a, b).

Com base nos resultados do nosso trabalho ndo é possivel
concluir de forma definitiva se o uso agudo do salbutamol é
capaz de modificar o padrdo da segunda fase do processo
inflamatério na cavidade pleural de camundongos. As evidéncias

acerca do agravamento do processo inflamatério na asma
induzidas pelos agonistas B.-adrenérgicos, revisados

anteriormente, todavia s&o0 bastante significativas e o nosso
modelo constitui uma ferramenta Util para avaliar estes
possiveis efeitos. Além disso, ¢é provavel que os efeitos
inibitdérios desta droga na primeira fase da reacdo inflamatdria
resulte de suas ag¢des a nivel dos mastédcitos conforme proposto

por Page (1991). Estudos complementares deverio ser feitos para
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avaliar se o aumento tanto da vmigragéo celular quanto da
exsudagcdo observados na segunda fase da reacgdo inflamatédria
causada pela carragenina em animais tratados previamente com
salbutamol contribuem para amplificacéao, ‘manutencio e
agravamento desta resposta inflamatéria tardia.

Outra etapa do nosso protocolo experimental foi avaliar o
efeito das cininas, no modelo experimental da pleurisia, em
camundongos. Os efeitos pré-inflamatdérios das cininas séo
conhecidos de longa data (Greaves e Shuster, 1967; Melmon et
al., 1967; Janasi et al., 1969; Zeitlin e Smith, 1973;
Jezdinsky e Halek, 1974; Hamberg et al., 1978; Clark, 1979;
Marceau et al., 1983; Sharma et al., 1983; Christiansen et al.,
1987; Barnes et al., 1988). A participacdo do sistema cininas-
calicreinas é bem conhecida nos modelos cléssicos da inflamacéao
causados pela carragenina (Katori et al., 1979; Uchida et al.,
1983) como o0 edema de pata (Jezdinsky e Halek, 1974) e a
pleurisia.em ratos. Além disso, tem sido relatado, por exemplo,
que a BK é capaz de induzir tanto a migrag¢do celular quanto a
exsudacdo (Damas et al., 1990; Hall e Geppetti, 1995). Em 1991,
Pasquale et al. demonstraram que a BK, de forma dose-
dependente, causou acumulo de células na cavidade pleural de
ratos. Neste modelo experimental, esta cinina inicialmente
causou um aumento da migracdo de polimorfonucleares (6 h),
seguido de elevagdo das concentra¢des de eosindéfilos (24 h) na
cavidade pleural de ratos.

Deve ser ressaltado que estudos mais criteriosos

analisando a importancia das cininas em processos fisiolbgicos



109

e patoldgicos sd foram possiveis de serem realizados a partir
de meados da década de oitenta com o desenvolvimento dos
antagonistas peptidicos para o receptor B,. A primeira geracéo
dos antagonistas peptidicos do receptor B,, apesar de serem
significativamente seletivos, tém o inconveniente de apresentar
meia vida curta (Griesbacher e Lembeck, 1987; Griesbacher et
al., 1989), propriedades agonisticas residuais e de induzir a
degranulacao inespecifica de mastdécitos (Rhaleb et al., 1991).
Recentemente, com o desenvolvimento dos antagonistas da segunda
geragdo como o0 HOE 140 e o NPC 17731, gque possuem uma meia vida
mais prolongada (maior que 6 h) e maior poténcia gque os
anteriores, a participagcdo das cininas nestes processos pode
ser melhor estudada (Wirth et al., 1991; Kyle et al., 1991).
Além disso, estes antagonistas sdo quase que isentos de
propriedades agonisticas e ndo causam degranulagao dos
mastdédcitos (Lembeck et al., 1991; 1992). Paralelamente, nesse
periodo, os conhecimentos dos efeitos pré-inflamatdérios e
algésicos das cininas via ativagdo do receptor B; foram também
significativamente ampliados. Dentro deste contexto e conforme
jé& comentado anteriormente, tem sido demonstrado que o receptor
B, para as cininas pode ser do tipo constitutivo ou induzido. A
expressdo deste Ultimo tipo de receptor foi identificada em
diferentes modelos de inflamacdo crénica, éxercendo também
funcdo de nociceptor (Perkins e Kelly, 1993; Davis e Perkins,
1994;). |

No modelo experimental utilizado no nosso estudo, tanto a

BK como a des-Arg°-BK causaram aumento da migracdo de
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leucécitos, as custas de mqnonucleares, de forma dose-
dependente. Nestas <condigdes, nado foi observado aumento
significativo do exsudato. Uma avaliagéo mais detalhada do
perfil temporal de uma das cininas, a BK, mostrou que © aumento
da migragdo celular Jj& era observado 2 h apds sua
administracdo, ocorrendo o pico méximo em torno de 4 h,
permanécendo elevado até 72 h. Embora, ndo seja possivel
comparar estes resultados com'aqueles obtidos por Pasgquale et
al. (1991), ambos os modelos experimentais mostram que a BK é
capaz de induzir aumento da migracgdo celular de forma
prolongada. Com base nestes resultados (presente estudo e de
Pasquale et al., 1991) é possivel que diferencas entre animais
de varias espécies e/ou nos modelos experimentais resultem no
recrutamento de diferentes tipos celulares bem como da
liberagdo de diversos mediadores quimicos (Paeglow et al.,
1995). Valé ressaltar ainda que apesar dos efeitos
inflamatérios induzidos pela BK e pela des-Arg’-BK serem de
menor magnitude quando comparados com aqueles produzidos por
agentes inespecificos tipo carragenina e zimozan (De Brito,
1989), os nossos resultados fornecem evidéncias adicionais que
as cininas sdo capazes de iniciar e de manter o processo
inflamatério.

Os antagonistas estudados do receptor B, da BK, o HOE 140
e o NPC 17731, foram efetivos em bloquear, de forma dose-
dependente, a reacdo inflamatéria induzida pela BK, indicando
que este receptor estéd envolvido neste modelo de inflamacgdo. Ja

a administracdo prévia do antagonista do receptor B; (des-Arg’-
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Leu®-BK), nas doses testadas, n&o causou inibicado do pProcesso
inflamatério induzido por ambas as cininas, a BK-e a des-Arg’-
BK. Nas condicdes estudadas, ndo foi possivel descartar a
participacdo do receptor B;, sendc necessario outros estudos
complementares.

Estes resultados acima confirmam estudos realizados por
outros autores em modelos de inflamag¢do aguda induzida pela BK,
onde foram descritos que a migragado celular, a exsudag@o e a
dor resultam da ativacdco de receptores do tipo B, (Damas et
al., 1990; Farmer e Burch, 1992; Hall, 1992; Corréa e Calixto,
1993; Davis e Perkins, 1994a,b). Neste sentido, foi demonstrado
que diversos antagonistas peptidicos do receptor B, da BK foram
efetivos em reduzir os indices de inflamagdo induzidos pela
carragenina nos modelos de edema de pata e da pleurisia
(Burch et al., 1990). Além disso, os antagonistas peptidicos do
receptor B, também apresentaram propriedades analgésicas quando
analisados nos modelos de dor provocada pela administracdo de
cristais de uratos, de formalina ou de &acido acético (Steranka
. e Burch, 1991; Boohla et al., 1992; Corréa e Calixto, 1993;
Campos et al., 1996).

Com a finalidade de estudar o perfil inibitério do HOE 140
e do NPC 17731, administrados por diferentes vias (endovenosa,
intraperitoneal e intrapleural), diversos grupos de
experimentos foram realizados, wutilizando o protocolo na
pleurisia induzida ©pela BK. Verificou-se que o efeito
inibitério sobre a migragdo celular induzida. por estes

antagomistas parece estar relacionado com a dose e via de
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administragcdo empregada. O NPC 17731 céusou inibicéao
significativa da migragdo celular quando administrado pelas
vias i.p. (50 pmol/kg), i.v. (50 pmol/kg) e intrapleural (1,0
pmol/éav.). Entretanto, o HOE 140 somente foi efetivo em inibir
0s mesmos parametros apenas quando administrado pelas Ultimas
duas vias (i.v.: 5,0 pmol/kg; cavidade ©pleural: 0,1
pmol/cav.). Embora as diferengas nas doses dos antagonistas,
bem como nas vias de administracdo utilizadas n&o permitam
comparagdes entre os protocolos, estes resultados mostram gque
ambos sao efetivos em 1inibir a migragdo celular, gquando
administrados por via i.v. ou diretamente na cavidade pleural.
Além disso, o efeito do HOE 140 (0,1 pmol/cav.) foi mais
prolongado, em comparagdoc com o NPC 17731 (1,0 pmol/cav.),
sendo observada 1inibic8o significativa da migracdo celular
induzida pela BK quando o primeiro antagonista foi administrado
até 8 h antes da indugdo da pleurisia. Estes dados confirmam
estudos prévios realizados por Kyle et al. (1991) e Wirth et
al. (1991) sobre a durac¢do do efeito inibitério apresentado por
estes antagonistas tanto in vitro como in vivo. Estes
resultados sao relevantes uma vez que é proposto que estes
agentes tém potencial terapéutico (Wirth et al., 1991).

Apesar de varios estudos na literatura demonstrarem que
antagonistas do receptor B, inibem os efeitos  Thiperalgésicos
ou pré-inflamatdérios induzidos pela BK, poucos empregaram pelo
menos trés doses destes antagonistas, permitindo estimar os
valores médios da DIss. Em relacdo ao HOE 140, a maioria dos

trabalhos, tem utilizado somente uma dose, variando de pmol
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(Wirth et al., 1993; Davis e Perkins, 1994b) até umol (Bertrand

et al., 1993; Petho et al., 1994; Ricciardolo et al., 1994),
administrados localmente ou por quilograma de peso corporal.
Utilizando esta metodologia, Wirth et al. (1993) demonstraram
que o HOE 140 foi significativamente mais potente em inibir a
broncoconstricdo induzida pela BXK, em cobaias, quando utilizado
por via 1i.v. (DIss = 13,4 pmol/kg) em comparacdo com OS
resultados obtidos quando este mesmo antagonista foi
administrado por via inalatéria (IDso = 1,34 nmol/kg). Além
disso, Campos e Calixto (1995) demonstraram que as poténcias
inibitérias tanto do HOE 140 como do NPC 17731 no edema de pata
induzido pela BK que foi administrada em associacdo com outros
mediadores, variou entre 0,7 e 1,5 nmol/sitio, respectivamente.

Os resultados do nosso trabalho mostram que as poténcias
dos antagonistas estudados dd receptor B; da BK quando
administrados diretamente na cavidade pleural foram muito mais
altas (pmol/cav.) que as descritas na literatura. Os valores
das poténcias inibitérias de ambos os antagonistas, além de
serem diferentes, foram mais potentes em comparacdo com aqueles
obtidos em outros ﬁrotocolos experimentais (Wirth et al., 1993;
Campos e Calixto, 1995; Campos et al., 1996).

A constatagcdo no nosso estudo que a migragdo celular
induzida pela BK para a cavidade pleural foi inibida por outras
drogas, além dos antagonistas dos receptores B,, confirma que
os efeitos desta cinina‘ sdo em parte mediados através da

liberagdo de outros agonistas. Estudos tém demonstrado que,
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dependendo do tipo celular ou do tecido, as éininas podem
estimular a liberacdo de produtos derivados da via do 2A,
histamina, taquicininas e NO, entre outros (Hall, 1992; Burch
et al.; 1993; Geppetti et al., 1995). Isto resulta, em parte,
do fato que a estimplagéo dos receptores B; da BK pode ativar
diversos sistemas de segundos mensageiros (Burch et al., 1993;
Burch e Kyle, 1992). Em ' nosso trabalho, agentes que
classicamente s8¢0 capazes de inibir algumas das etapas das vias
metabdlicas do AA como a ciclooxigenase e a FLA,, da sintese do
NO ou de antagonizarem receptores do tipo H; da histamina ou do
receptor NK; e NK; das taquicininas, foram efetivos em inibir o
efeito inflamatério induzido pela BK.

E interessante destacar que entre as drogas que inibiram o
aumento da migragdo celular induzida pela BK estdo os
antagonistas de receptor para as taquicininas. Neste modelo, os
antagonistas dos receptores ©NK; e NK; das taquicininas
inibiram, de forma dose-dependente, o efeito inflamatério
causado pela BK. Entretanto, o antagonista do receptor NK; das
taquicininas (FK 888) foi significativamente mais potente em
inibir os efeitos inflamatérios induzidos pela BK em comparacio
com O receptor NK; (SR 142801). A participacido de mecanismos
mediados através do receptor NK, neste processo parece ser
menos provavel, tendo em vista que somente altas doses (100
nmol/cav.) do antagonista (SR 48968) foram eficazes em inibir a
migragdo celular induzida pela BK. Estes resultados sugerem que
neste modelo experimental, a BK é capaz de induzir a liberacao

de taquicininas das fibras nervosas sensoriais conforme



115

proposto por Ricciardolo et al. (1994), sendo seus efeitos
exercidos preferencialmente através da ativacéao de
receptor NK;.

Os resultados acima descritos indicam, portanto, que o
efeito inflamatdério induzido pela BK na cavidade pleural de
camundongos €&, pelo menos em parte, dependente da liberacdo de
outros mediadores, confirmando evidéncias obtidas em outros
modelos (Burch e Axelrod, 1987; Burch e DeHaas, 1990; Burch e
Kyle, 1992; Geppetti et al., 1985). Estes efeitos resultam
provavelmente da ativacdo de diferentes tipos celulares da
cavidade pleural, incluindo fibras nervosas sensoriais,
mastocitos, macrdfagos, células ehdoteliais e leucdcitos, entre
"outros.

A participacdo de mecanismos mediados pelo receptor B; da
BK em modelos de inflamagdo e de dor crdnica tem sido
demonstrada (Corréa e Calixto, 1993; Cruwys et al., 1994;
" Campos et ai., 1996). £ proposto que as citocinas como a IL-1 e
o IFN estimulariam a expressdo destes receptores (Dray et al.,
1994). Nossos dados indicam que a des-Arg’-BK, embora menos
potente que a BK, também foi capaz de induzir a migragéo
celular 4 h apéds 'sua administragdo na cavidade pleural de
camundongos. Este efeito, ﬁodavia, ndo foi inibido, nas doses
testadas pelo antagonista do receptor B; (des-Arg’-Leu’-BK),
administrado 5 e 30 min antes da indugdo da pleurisia. Levando-
se em consideragdo que foi demonstrada a presenca dos dois

tipos. de receptores B, (constitutivo e induzido), em
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camundongos, através de estudos funcionais (Maas et al., 1995)
e bioquimicos (Pesquero et al., 1996), ndo se pode descartar a

participacdo de ambos neste modelo experimental. No entanto,
ndo foi possivel concluir, a partir da anédlise dos nossos
resultados, se os efeitos induzidos pela des—Ar@LBK resultam
da ativagdo do receptor B; (constitutivo e/ou induzido). Esta
hipétese é interessante e outros protocolos experimentais mais
detalhados deveriam ser . realizados com © emprego de
antagonistas seletivos mais potentes para melhor avaliar a
possivel participagdo do receptor B:.. Todavia, vale lembrar que
0os antagonistas atualmente disponiveis do receptor B; ndo sao
capazes de discriminar as formas cénstitutiva e induzida deste
receptor.

Considerando ainda que a BK pode ser metabolizada para
des-Arg’-BK no sitio do processo inflamatdério, é possivel
hipotetizar que esta ultima poderia promover a ativacdo de
receptor B; da BK. Entretanto, é pouco provavel que este fato
esteja ocorrendo, uma vez que tanto o HOE 140 como o NPC 17731,
administrados 30 min antes, inibiram completamente a migracio
celular observada 4 h apds a indugdo da pleurisia. Além disso,
a andlise das poténcias de ambas és cininas sobre a resposta
inflamatdéria estudada na cavidade pleural indica que, pelo
menos no inicio desta reagdo, os eventos mediados através da BK
via ativagcdo do receptor B; sdo mais significativos em
comparagdao com aqueles causados pela des—Argg—BK.

A analise conjunta destes resultados permite concluir que

a resposta inflamatdédria induzida pela BK neste modelo
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experimental é mediada através da ativagdo do receptor B,.
Todavia, ensaios bioquimicos para validar estes estudos neste
modelo experimental s&o necessérios para melhor entendimento do
papel das cininas nas reac¢des inflamatdrias.

Em estudos subseqientes, na pleurisia induzida pela SP,
verificou-se que esta taquicinina, de forma dose-dependente,
promoveu O recrutamento de células do tipo mononucleares
associada com um discreto, mas significativo aumento da
exsudagdo. Paralelamente, também foi observado aumento de
células do tipo polimorfonucleares (neutréfilos), sendo que a
migracdo destas células ndo ocorreu de forma dose-dependente.
Tanto a .exsudagéo como a migracdo celular foram de carater
prolongado (até 96 e 24 h, respectivamente). Nestas condigdes,
o aumento da migragdo celular -foi observado até 24 h apds a
indugdo da pleurisia, enquanto a exsudacgdo, apesar de discreta,
permaneceu elevada até_96 h apbs.

E interessante comentar que tem sido descrito na
literatura que as taquicininas podem influenciar a atividade
de leucdécitos (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 1993a,
b; Geppetti et al., 1995) e consequentemente a liberacdo de
diversos mediadores. A maioria dos estudos, contudo, tém
avaliado apenas os efeitos tipo wvasodilatacgido e exsudagéo
induzidos pela SP (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al.,
1993a, b; Geppétti et al., 1995). Nestas condigdes, o efeito
promovido pela SP é mediado primariamente através da ativacao
do réceptor taquicinérgico do tipo NK; (Abelli et al., 1991;

Sakamoto et al., 1993). Nosso modelo experimental permitiu
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avaliar o numero total e diferencial de leucdcitos que migram
para o sitio inflamatério, além de quantificar o exsudato.
Assim, verificou-se que a SP

promoveu aumento mais significativo da migracdo celular em
comparagdo com aquele observado em relagcdo aos niveis
exsudagdo. Em concordéncia com estes resultados tém sido
descrito na literatura que tanto a SP como a NKA, além de
causarem exsudagdo e produg¢do de muco nas vias aéreas de
pacientes asmaticos, também estimulam a migracdo de células
tipo linfécitos, mondécitos e macrbdéfagos para o sitio do
processo inflamatdério (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al.,
1923a, b; Maggi, 1995).

A participagdo dos diferentes tipos- de receptores
descritos paia as taquicininas também -foi‘ estudada, neste
modelo experimental, através do uso de antagonistas seletivos.
Em nossos experimentos, observou-se que tanto a migracédo
celular como a exsudagdo foram inibidas por antagonistas dos
receptores NK; e NK; .das taquicininas. Verificou-se que a
poténcia do antagonista do receptor NK3 (SR 142801) foi trés
vezes malor em comparag¢do com aquela obtida para o antagonista
NK: (FK 888). Neste modelo experimental, o antagonista do
receptor NK;, nas doses testadas, ao ser administrado antes da
SP, causou aumento da migracdo celular. Além disso, conforme
referido no item Resultados (presente trabalho), o uso de doses
elevadas deste antagonista, seguido da administracdo de SP

causou .a morte de 100% dos animais testados.
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Com base nestes resultados e naqueles relatados na
literatura, entretanto, n&o foi possivel concluir de forma
definitiva sobre os tipos de receptores taquicinérgicos
envolvidos neste processo inflamatério. Uma andlise cuidadosa
dos nossos dados descritos acima permite aventar uma série de
possibilidades. Ao se levar em consideracdo que o tratamento
dos animais com o antagonista utilizado do receptor NK; (SR
48968, 20 nmol/cav.) seguido da administracdo da SP, resultou
em aumento da migragdo celular, n&o se pode descartar a
possibilidade que este efeito decorra de uma acgdo inespecifica
deste agente. Um fato que corrobora esta hipdtese, no nosso
modelo experimental, foi a constatacdo que o tratamento
isolado dos animals com este antagonista resultou em um aumento
significativo tanto da migragdo celular como da exsudacdo na
cavidade pleural. Resultados semelhantes também foram obtidbs
com os antagonistas testado do receptor NK; (FK 888) e NK; (SR
142801). Além disso, paralelamente & inibicdo da migracao
celular induzida pela SP ocorreu também aumento da exsudacdo
nos animais tratados previamente com ambos os antagonistas. E
provavel, portanto, que estes antagonistas estejam agindo em
diferentes tipos celulares através de  mecanismos* distintos.
Esses resultados sugerem ainda que estes compostos per se
apresentam’ também propriedades agonisticas. Em decorréncia
destes fatos, nao se pode descartar a possibilidade destes
resultados refletirem ag¢des citotdxicas destes antagonistas,
mediadas através de diferentes .vias e/ou mecanismos ainda

desconhecidos.
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Outro fato que deve ser levado em consideragdo e que tem
sido também descrito é que os valores das poténcias dos
antagonistas dos receptores taquicinérgicos variam
consideravelmente em funcgdo dos diferentes modelos animais
empregados. Neste contexto, Aramori et al. (1994) realizaram
experimentos utilizando a linhagem celular tipo CSO-7 de rim de
macacos que foi transfectada com material génico que codifica o
receptor NK; humano e de rato, respectivamente. Os autores
verificaram que a poténcia do FK 888 foi trezentas e wvinte
vezes maior em deslocar a ligagdo da SP com o receptor NK;
humano em comparagdo com o0s resultados obtidos em células que
expressa&am 0 mesmo receptor do rato. Utilizando a mesma
metodologia, Chung et al. (1994) expressaram em células da
linhagem CHO, o receptor NK; humano e do rato, respectivamente.
Foi constatado que a poténcia do SR 48968, antagonista do
receptor NK;, foi trinta e cinco vezes maior em antagonizar a -

ligagdo da NKB em células que expressavam o receptor NKs; do

rato (DIso = 10 nM) em comparagdo com aquelas de origem humana
(DIsc = 350 nM). Portanto, no nosso modelo experimental seréo
necessarios estudos mais detalhados, utilizando outros

antagonistas taquicinérgicos para se obter evidéncias mais
conclusivas sobre o(s) tipo(s) de receptor {es)
taquicinérgico(s) envolvido(s).

Nossos dados ainda mostram que, em nosso modelo
experimental, a SP promove a liberacgdo de BK. Esta afirmacdo é
baseéda no fato que o HOE 140 e o NPC 17731, antagonistas

seletivos do receptor B, da BK, promoveram inibicéao
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significativa e .de forma dose-dependente do processo
inflamatério‘ induzido pela SP. Neste sentido tem sido
demonstrado que a exsudagdo induzida pela BK é, em parte,
mediada através da liberacdo de taquicininas de fibras nervosas
sensoriais {(Ricciardolo et al., 1994; Yoshihara et al., 1995).
Portanto, nossos resultados e aqueles relatados na literatura
(Dray e Bevan, 1993; Ricciardolo et al., 1994) evidenciam que
existe uma ligacéo importanté entre as taquicininas e as
cininas na inflamacdo neurogénica, uma vez gue estes dois
mediadores podem promover a liberagdo um do outro.

Os resultados obtidos com o composto 48/80 e a
terfenadina, no nosso mddelo experimental, também permitiu
concluir que as taquicininas s&o capazes de liberar histamina.
O tratamento prévio dos animais com o composto 48/80 causou
inibigdo significativa da migrag¢do celular causada pela SP, mas
ndo alterou o nivel da exsudagdo induzida por esta taquicinina.
Estudos realizados por Donnerer e Aman (1993) demonstram que a
histamina liberada pelas taquicininas contribui para aumentar a
permeabilidade vascular descrita na inflamag¢do neurogénica.
Neste sentido, também tem sido descrito que a 'SP causa a
liberagdo de histamina e de serotonina tanto de mastécitos
isolados do peritdnio, como do lavado broncoalveolar de ratos
(Mousli et al., 1989; Joos et al., 1993). Tem sido também
relatado que em animais previamente tratados com o composto
48/80, a broncoconstricdo e os niveis de diversos mediadores,
dosados no lavado broncoalveolar, promovidos pela NKA ou pela

SP foram significativamente atenuados (Otsuka e Yoshioka,
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1993). A constatagcdo que a terfenadina, um antagonista do
‘receptor H; da histamina, causou diminuicéo significativa tanto
da migragdo celular como da exsudacgdo induzida pela SP validou,
em parte, os -resultados obtidos nos animais tratados com
o. composto 48/80. O conjunto destes resultados permite sugerir
que a histamina é liberada pela SP neste modelo experimental e
que os efeitos de ambos mediadores sobre a migracdo celular
parecem ser mais significativos em comparagdo com a exsudacédo.
Além das cininas e da histamina, nossos estudos também
mostram que outros mediadores inflamatdérios sdo também
liberados pelas taquicininas. Nossos resultados demonstram que
a SP também promove a sintese tanto de 6xido nitrico como dos
produtos da via do &cido araquiddénico, uma vVvez que a
indometacina, a dexametasona e a L-NOARG inibiram
significativamente o processo inflamatdédrio induzido pela SP.
Novamente, estes resultados confirmam relatos de outros
trabalhos'da literatura (Maggi et al., 1993a, b; Dray et al.,
1994; Naguyen et al., 1995). Sabe-se que a liberacdo de
neuropeptideos, particularmente a SP, a NKA e o CGRP de fibras
nervosas sensoriais sao capazes de ativar outras células que
participam do processo inflamatdédrio e de induzirem a liberacédo
de substéncias ativas que promovem o extravasamento plasmatico
(Dray et al., 1994). Assim, em condicdes inflamatdérias, a SP
promoveria a ativagdo de fibras nervosas simpéticas, promovendo
a liberagdo de noradrenalina, de neuropeptideo Y e de purinas,
além da sintese de prostaglandinas; entre outros (Dray e Bevan,

1993). Além disso estudos realizados por Naguyen et al.



123

(1995) demonstraram que um dos mecanismos de aumento da
permeabilidade mediado pela SP_esﬁé relacionado com © aumento
da producdo de NO pela células endoteliais.

Tendo em vista o que foi anteriormente comentadd, neste
trabalhé os resultados obtidos nos diferentes grupos de
experimentos com as drogas antiasmaticas, as cininas e a SP, no
modelo experimental da pleurisia em camundongos, s&o rele%antes
e contribuem-significativamente para ampliar os conhecimentos
na Aarea da pesquisa da inflamagcdao neurogénica. Devido a
complexidade que envolve o processo inflamatdério, todavia, néao
é possivel determinar em que etapa ou fase preferencial desta
reagdo (esquema 1) éstariam étuando as diversas drogas
testadas.

Com base nos resultados deste estudo e os acima citados da
~literatura ¢é bossivel, todavia, especular em que provavel etapa
.do proceSSO inflamatério as cininas e a SP poderiam estar

agindo (esquemas 2 e 3). Conforme comentado anteriormente, a

Esquema 2- Interagcio entre a BK, a SP e os mediadores comuns
liberados por ambas, no modelo de inflamacado
neurogénica.
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Esquema 3- Provaveis locais de atuag@o das drogas estudadas no
modelo de inflamagdo neurogénica induzida pela carragenina,
cininas ou SP. PMN = polimorfonucleares, 5-HT = serotonina,
cromolyn = cromoglicato de sédio,. Para compreensiao de outras
siglas, consultar lista de abreviacdes.

inducdo do processo inflamatdério resulta na liberagdo de um

grande numero de mediadores, cuja seqiéncia e hierarquia dentro

deste evento s&o bastantes variadas. O0Os nossos resultados
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demonstram que a BK e a SP, além de promoverem a liberacdo uma
da outra, utilizam simultaneamente vias celulares comuns de
segundos.mensageiros, resultando em aumento das concentracgdes
de histamina, de NO e de produtos da via do AA, entre outros,
no sitio do processo inflamatdério (esquema 2). Por sua Vez,
embora as propriedades antiinflamatdrias do salbutamol,
teofilina e do cromoglicato de sédio tenham sido demonstradas
no modelo da pleurisia induzida tanto pela carragenina, pela BK
como pela SP, estes efeitos‘ parecem resultar de agdes
inespecificas destes agentes, ainda em parte desconhecidas e
que estariam atuando possivelmente em varias etapas do processo
inflamatério (esquema 3). Além disso, o perfil antiinflamatério
apresentado por estas drogas antiasmaticas indica que as mesmas
constituem uma opcdo alternativa para estudo e/ou tratamento da

inflamacdo neurogénica.

(Este trabalho foi, em parte, publicado na revista British

Journal of Pharmacology, 118: 811-819, 1996).
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6 CONCLUSOES

1) Os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos indicam que: i) a teofilina
e o cromoglicato de sddio foram capazes de inibir tanto a
fases imediata (4 h) como tardia (48 h) da reacgdo
inflamatéria, ii) o salbutamol foi efetivo em inibir apenas
a primeira fase e iii) o efeito inibitério da teofilina, do
cromoglicato de sédio e do salbutamol foi prolongado. Estes
achados confirmam outros resultados descritos em outros
modelos da asma, sugerindo que o0s agentes antiasmédticos

estudados apresentam propriedades antiinflamatérias.

2) A BK e a des-Arg’-BK causaram aumento significativo da
migragdo celular e da exsudagdo na cavidade pleural de
camundongos. Os efeitos induzidos pela BK sdo mediados pela
ativagdo do receptor B, da BK na migracgdo celular e resulta
na liberagdo de diversos mediadores pré-inflamatédrios,
incluindo produtos derivados da via do AA, histamina, NO e

taquicininas, entre outros.

3) A SP induziu reacgdo inflamatéria prolongada na cavidade
pleural de camundongos caracterizada por aumento da
exsudagdo e da migragdo celular. Com base nos resultados
obtidos, héa evidéncias do envolvimento tanto dos receptores
do tipo NK; como NK;, nesta resposta inflamatéria. Além

disso, os efeitos pro-inflamatdérios desta taquicinina
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também estdo relacionados com a liberacdo de outros
mediadores do processo inflamatdrio como  cininas,
histamina, NO e produtos da via do AA, entre outros.

4) E possivel concluir também que, neste modelo
experimental, as cininas sdo capazes de liberar
taquicininas e vice-versa, indicando gque o ©processo

inflamatério na cavidade pleural é do tipo neurogénico.

5) Através do nosso trabalho sdo propostos diferentes
protocolos experimentais que permitem estudar modelos de
inflama¢do neurogénica induzidos pelas cininas e pela SP,
além da pleurisia causada pela carragenina gque pode ser
util para o estudo de drogas antiasmiticas com perfil

antiinflamatério.
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