
DANIELLA PEREIRA CROSARA ALBERTO 

BRADICININA INDUZ PRODU<;AO DE FATOR DE NECROSE 

TUMORAL-a MEMBRANAR E SOLUVEL POR MACRO FA GOS

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS BALB/c 

Disserta<;ao submetida ao Departamento de 

Farmacologia da Faculdade de Medicina de 

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo 

como requisito para obtem;ao do grau de 

Mestre em Farmacologia 

ORIENTADOR: Fernando de Queir6z Cunha 



Este traballw e dedicado 

Aos meus pais, pelo apoio constante em todos os momentos de 
minha vida. 

Ao meu marido, pelo amor, apoio e companheirismo. 

Ao Gustavo, meu filho, pela infinita alegria que nos tem dado. 

As 1ninhas innas, mullzeres batalhadoras que 1ne apoiaram nos 
1nomentos dificeis. 



Agradecimentos 

Agradec;o a todos que contribuiram diretamente ou indiretamente para a 
realizac;ao deste trabalho. Gostaria de agradecer de maneira especial: 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha, pela confiarn;a 
e apoio depositados, contribuindo enormemente para minha maturidade 
cientifica. 

Ao Prof. Dr. Sergio Henrique Ferreira, pesquisador completo e 
empreendedor, cuja convivencia inspiradora tenho o privilegio de apreciar. 

A todos os meus companheiros de laborat6rio, pela convivencia 
descontraida que tornou meu dia-a-dia mais agradavel. Agradec;o 
particularmente a Simone, amiga que durante o desenvolvimento desse trabalho 
contribuiu com criticas e sugestoes pertinentes. 

Aos amigos Liu ea Lee pela simpatia e incansavel disponibilidade. 

A Marcia, pelos inestimaveis cuidados e carinho especial dispensados ao 
Gustavo. 

Ao apoio tecnico de leda, Serginho, Katia, Diva, Eliana, D.Neusa, Fabiola 
e Issa. 

A Fatima, Sonia e Jose Ramon pela colaborac;ao durante a realizac;ao deste 
trabalho. 

A Gilda, pela revisao grarnatical do manuscrito. 

A CAPES pelo auxilio financeiro. 



ABREVIA<;OES 



ACF: adjuvante completo de Freund 

Arg: arginina 

Gli: glicina 

IFN: interferon 

IL: interleucina 

kD: quilo Dalton (s) 

LPS: lipopolissacarideo 

NPC: NOV A plzarmaceutical corporation

Phe: fenilalanina 

PMA: acetato de forbol miristato 

Pro: prolina 

RNA: acido ribonucleico 

Ser: serina 

Thi: tirosina 

TNF-a: Fator de necrose tumoral-a 

µl: micro litro (s) 



iNDICE 



Introdu�ao 

1 - Bradicinina: um breve hist6rico ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 
2 - Sintese e metabolismo das cininas.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
3 - Receptores da BK.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 
3.1 - Receptor B1.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 
3.2 - Receptor B2.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 
4 - 0 envolvimento das cininas nos eventos fisiol6gicos e fisiopatol6gicos .. 9 
5 - Bradicinina e a hiperalgesia inflamat6ria periferica. . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 
6 - Fator de Necrose Tumoral-a ...................................... 1 2
6.1 - Receptores de INF-a ............................................ 16 
6.2 - Atividades biol6gicas do TNF-a membranar e soluvel. ................ 18 
7 - Citocinas e hiperalgesia inflamat6ria ................................ 19 

Objetivos .......................................................... 23 

Material e Metodos 

1 - Animais ......................................................... 24 
2 - Meio de cultura RPMI 164 suplementado ............................. 24 
3 - Soluc:;oes ......................................................... 2 4
4 - Drogas .......................................................... 25 
5 - Linhagem celular ................................................. 26 
6 - Adjuvante completo de Freund .................................... . 
26 
7 - Citocinas e anticorpo .............................................. 26 
8 - Obtenc:;ao de macr6fagos peritoneais de camundongos .................. 27 
9 - Estimula<;ao in vitro dos macr6fagos .................................. 27 
10 - Obtenc:;ao dos sobrendantes de macr6fagos ........................... 27 
11 - Extrac:;ao das membranas dos macr6fagos ............................ 28 
12 - Ensaio biol6gico para detee<;ao da atividade do TNF ................... 29 

Ancilise estatistica ................................................... 28 

Resultados 

1 - Produc:;ao de TNF-a por macr6fagos peritoneais de camundongos ........ 31 
2 - Cinetica da produc:;ao de TNF-a por macr6fagos estimulados com BK .... 31 
3 - Anticorpo policlonal anti-TNF-a inibe a atividade citot6xica do 

TNF-a liberados por macr6fagos peritoneais .......................... 32 
Figura 1 ...................................................... 33 
Figura 2 ...................................................... 34 
Figura 3 ...................................................... 35 

4 - BK induz a expressao de TNF membranar e liberac:;ao de TNF 



soluvel somente em animais pre-expostos a um pre-estimulo com ACF ... 36 
5 - 0 papel dos receptores B1 e B2 na expressao de TNF membranar e 

liberac:;ao de TNF sohivel por macr6fagos estimulados com BK .......... 36 
5.1 - Antagonista para receptor Bz da BK (HOE 140) bloqueia 

a expressao de TNF membranar, mas nao interfere na 
liberac:;ao de TNF soluvel por macr6fagos estimulados com BK. ......... 36 

5.2 - 0 antagonista para receptor B1 da BK, (des-Arg9-[Leu8]-BK), 
nao interfere na produc:;ao de TNF ................................. 36 

Figura 4 ...................................................... 38 
Figura 5 ...................................................... 39 
Figura 6 ............................ ·-• ........................ 40 

5.3 - Efeito do agonista B1, des-Arg9-BK, na prodm;ao de TNF 
por macr6fagos de camundongos .................................. 41 

Figura 7 ..................................................... 42 

Discussao 

Apendice 1 
Figura 8 ...................................................... 49 
Figura 9 ...................................................... 5 0
Figura 10 ..................................................... 5 1

Resumo ........................................................... 5 2

Summary ........................................................... 5 3

Referencias Bibliograficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  54 



INTRODU<;AO 



1 - Bradicinina: um breve hist6rico. 

A descoberta do sistema de cininas e calicreinas come<;ou em 1909, 

quando Abelous e Bardier detectaram a presenc;a de uma substancia hipotensora 

na urina de humanos normais, a qual foi denominada de urohipotensina. 

Entretanto, investigac;oes do sistema de formac;ao <las cininas podem ser datadas 

desde 1926, quando Frey e colaboradores estudaram os efeitos da injec;ao 

intravenosa de extrato de pancreas. Observou-se que a secrec;ao pancreatica e a 

urina de dies normotensos produziam queda na pressao arterial. Assumiu-se 

entao que o prindpio ativo encontrado na urina de humanos e no extrato de 

pancreas de caes era o mesmo e foram entao denominados de calicreina (do 

grego kallikreas, sin6nimo de pancreas). Mais tarde, quando o grupo de Werle em 

1937 estudava os efeitos da calicreina sobre a contratilidade do ileo de cobaia, foi 

demonstrado que a calicreina nao era responsavel por esta atividade contratil. 

Estes investigadores observaram ainda que a calicreina, quando era incubada 

com plasma, uma potente substancia estimuladora de musculo liso era liberada. 

Sabia-se que esta substancia nao era um produto da quebra da calicreina, mas 

um produto da quebra de proteinas plasmaticas. 0 agente, o qual Werle e 

colaboradores propuseram ser um polipeptideo, foi inicialmente denominado de 

Darmkontrahirende Substanz (substancia contratora de musculo intestinal). Werle e 

Berek, em 1948, redenominaram a substancia contratora de musculo liso como 

calidina e sugeriram ser o calidinogenio a substancia inativa precursora da 

calidina, presente no plasma. Foi tambem concluido por este grupo, neste mesmo 

trabalho, que a substancia farmacologicamente ativa, a calidina, era liberada pela 

ac;ao proteolitica de uma enzima, a calicreina (Sharma & Buchanan, 1994). 

Independentemente deste grupo alemao, em 1948 uma amostra do veneno 

de Bothrops jararaca foi levado para o laborat6rio onde trabalhavam Mauricio 

Rocha e Silva, Wilsom T. Beraldo, G. Rosenfeld entre outros, para ser testada sua 

atividade sobre diversos 6rgaos em animais experimentais. 0 veneno de Botlzrops 

jararaca era injetado em caes, uma amostra deste sangue era aplicada em ileo de 
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cobaia, em banho de 6rgaos. Observava-se uma contra<;ao lenta do ileo. A 

possibilidade de esta nova substancia ser acetilcolina ou histamina foi logo 

descartada, pois as prepara<;oes estavam atropinizadas e/ ou tratadas com anti­

histamfnico. Este prindpio ativo, ap6s serem feitos estudos bioquimicos, foi 

entao denominado de Bradicinina - Kinin (indicando movimento) e Brady 

(lento). Ainda neste trabalho os autores definiram a fra<;ao proteica do plasma ou 

soro precursora da bradicinina (o bradicininogenio). Mostraram que a 

bradicinina nao induz conlra<;iio somente em ileo e utero de cobaia, mas tambem 

em utero e intestino de rato e intestino de coelho, verificou-se que o ileo de 

cobaia era o mais sensfvel e o ileo de rato, o menos sensivel. Um outro fenomeno 

observado foi a queda na pressao arterial, quando a BK era injetada 

intravenosamente em coelhos, ca.es e gatos (Beraldo, 1992). 

Como a bradicinina e a calidina sao formadas diante de condi<;oes 

similares e possuiam as mesmas ac;oes farmacol6gicas, suspeitou-se que 

poderiam derivar de um mesmo substrato e estarem intimamente relacionadas. 

A purifica<;ao destas subst:ancias se deu 7 anos mais tarde confirmando as 

suspeitas. Em 1960 Elliot e colaboradores isolaram a bradicinina formada pela 

rea<;ao da tripsina com globulina (Elliot et al, 1960) e sua sintese se deu tambem 

em 1960 por Boissonas e colaboradores (Boissonas et al, 1960). Pouco tempo 

depois descobriu-se que a calidina e um decapeptideo e a bradicinina, um 

nonapeptideo, ambos de origem plasmaticas. 0 termo generico usado para este 

grupo e cininas. Estas substancias sao membros de um grupo de polipeptideos 

com estrutura qufmica e propriedades farmacol6gicas semelhantes. 

2 - Sintese e Metabolismo das Cininas. 

A seqilencia de aminoacidos da BK e: Arg-Pro-Pro-Gli-Phe-Ser-Pro-Phe­

Arg. Calidina difere em sua estrutura da BK na lisina residual no terminal 
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aminico, por isto pode ser algumas vezes denominada lisil-BK. Os precursores 

da BK e calidina sao denominados de cininogenios. Existem dois tipos de 

cininogenios: de alto peso molecular e o de baixo peso molecular, ambos 

sintetizados pelo figado. Proteases altamente espedficas que irao formar BK e 

calidina a partir do cininogenio sao denominadas de calicreinas. 

Assim como os cininogenios, ha duas formas de calicreinas: calicreina 

plasmatica e a calicreina tecidual que sao enzimas distintas, ativadas tambem 

por mecanismos distintos. A pre-calicreina plasmatica em sua forma inativa 

encontra-se ligada ao cininogenio de alto peso molecular na razao de 1:1, 

formando portanto um complexo de aproximadamente 88 kD (Mandel et al, 

1976). Este complexo inativo, em contato com o Fator de Hagemman, forma a 

calicreina plasmatica. Esta calicreina plasmatica agira sobre o cininogenio de alto 

peso molecular, formando finalmente a BK. A calicreina tissular encontra-se 

distribuida em alguns tecidos como pancreas, rins, glandulas salivares, intestino, 

tecido sinovial. Diferentemente da calicreina plasmatica, a tecidual age sobre o 

cininogenio de alto e baixo peso molecular. A enzima responsavel em 

transformar a pre-calicreina em calicreina tissular ainda nao e conhecida 

(Sharma & Buchanan, 1994). 

0 cininogenio de alto peso molecular, quando clivado por calicreinas 

plasmaticas, formara BK e quando clivado por calicreinas teciduais originani 

calidina, diferentemente o cininogenio de baixo peso molecular e substrata 

somente para calicreina tecidual, o qual formara somente calidina (Jacobsen, 

1966). 

Uma vez formadas, as cininas possuem atividade efemera, as enzimas 

catabolizadoras sao cininase I e a  cininase II. A cininase I e tambem denominada 

de arginina carboxi peptidase, que libera a Arg9 do terminal carboxilico da BK. 

No plasma a calidina e convertida em BK pela libera<;ao da Lis1, esta por sua vez 

e inativada pela carboxipeptidase. A cininase I quando se encontra no plasma e

denominada de carboxipeptidase N e quando se encontra ligada a membrana 
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celular e denominada de carboxipeptidase M, ambas catalisam a mesma rea<;ao. 

A carboxipeptidase M pode ser encontrada na placenta, rins, pulmoes de 

humanos, assim como arteria pulmonar e pulmoes bovino (Erdos, 1990). 

A cininase II pode tambem ser chamada de dipeptidil carboxipeptidase 

ou ainda enzima conversora de angiotensina (ECA), ela libera o dipeptideo 

Phe8-Arg9
, do terminal carboxilico da molecula de BK. Uma outra enzima capaz 

de quebrar a BK no mesmo peptideo em que a cininase II o faz, e a 

endopeptidase 24.11 neutra (NEP) ou encefalinase. Esta e uma 

metaloendopeptidase, encontrada no cerebro, nas microvilosidades de celulas 

placentarias e intestinais. No sangue, ela se encontra na membrana de 

neutr6filos, onde pode quebrar peptideos quimiotaticos e cininas, podendo 

afetar a quimiotaxia (Erdos, 1990). 

3 - Receplores da Bradicinina 

Uma vez formada, a bradicinina possui um receptor para traduzir seu 

efeito. Foi proposto a existencia de pelo menos dois tipos de receptores para BK, 

denominados de B1 e B2. Estes receptores foram assim classificados com base na 

ordem de potencia de seus agonistas. Para os receptores B1 (demonstrado em 

aorta de coelho): [des-Arg9]-BK>[Tyr(Me)8]-BK>BK (Ver abaixo). Receptores B2 

demonstrado em diversos 6rgaos (veia jugular e arteria car6tida de coelho, ileo 

de gato e utero de rato): [Tyr(Me)8]-BK> BK>[des-Arg9]-BK (HalI, 1992). 

3.1 - Receptor B1

0 receptor B1 ainda e pouco conhecido, pois freqilentemente ele nao 

aparece em algumas preparac;oes isoladas, tornando-se induzido ap6s algumas 
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horas de experimentac;ao. Somente com o desenvolvimento de agonistas e 

antagonistas para o receptor da BK e que possibilitou o estudo mais detalhado, 

tanto das ac;oes, quanto de seus receptores propriamente dito. 0 estudo pioneiro 

que objetivava estudar qual o grupo quimico da bradicinina que se ligava ao 

receptor e era capaz de efetuar uma ac;ao mostrou que a retirada da arginina no 

terminal carboxilico, resultando na [des-Arg9]-BK, formava um agonista 6 vezes 

mais potente que a BK, quando testado em segmento vascular de aorta (anel de 

aorta) de coelho. Estes autores mostraram ainda que o agonista quando ensaiado 

em preparac;oes como ileo de gato e utero de rato, preparac;oes que possuem o 

receptor B2, provocava um efeito 1000 e 100 vezes rnenor que a BK, 

respectivarnente. Atualrnente o agonista mais usado para estudos deste receptor 

e a  [des-Arg9]-BK. Como sabernos, este peptideo e produto da quebra da BK pela 

carboxipeptidase end6gena, portanto ele pode ser um ligante natural para o 

receptor B1. 

Assim como os agonistas, os antagonistas tambem sao importantes 

ferramentas no estudo de receptores. Mostrou-se que uma substituic;ao na 

posic;ao 8 do agonista B1, [des-Arg9]-BK, mudava a potencia deste peptideo ao 

receptor, inseriu-se entao uma leucina na posic;ao 8 do agonista, formando entao 

o (des-Arg9 ,[Leu8]-BK), antagonista B1 e inativo em receptores B2, amplamente

utilizado. Outros antagonistas analogos da des-Arg9-BK, ou ainda antagonistas 

nao peplidicos, vem sendo desenvolvidos (Hall, 1992) 

No que se refere a subtipos de receptor Bi, alguns estudos tern sido 

desenvolvidos para tentar demonstrar a existencia de alguns subtipos para este 

receptor (Paiva, 1989; Wiemer & Wirth, 1992), mas estes dados nao sao 

suficientemente conclusivos e estudos adicionais mostram-se necessarios. 

Atualmente varios dados de literatura tern suportado a ideia de que o 

receptor B1 pode ser modulado positivamente por diversos fatores, como por 
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exemplo fatores de crescimento, citocinas, LPS e PMA. Estas observa<;6es foram 

obtidas, em sua maioria, utilizando-se tanto modelos in vivo, quanto in vitro. 

Resumidamente, o modelo in vivo consiste na inje<;ao intravenosa em 

coelhos de uma dose subletal de LPS. Cinco horas ap6s este tratamento, o 

agonista des-Arg9-BK ou lys-Arg9-BK sao injetados por via intrarterial. Animais 

tratados com LPS exibiram uma resposta hipotensora ao tratamento intra-arterial 

do agonista B1. Por outro lado, animais normais nao apresentaram resposta 

hipotensora, quando tratados com o agonista B1, mostrando que o LPS foi capaz 

de modular positivamente receptores B1. Observa<;6es adicionais sao 

apresentadas resumidamente: a- o tratamento com LPS nao modifica a pressao 

arterial basal ou a resposta hipotensora da BK (mediada pelo receptor B2); b- LPS 

administrado imediatamente ap6s a inje<;ao com o agonista nao induziu resposta 

hipotensora, indicando a necessidade de um tempo mfnimo para a sintese 

proteica; c- tecidos removidos de animais tratados com LPS exibem resposta 

contratora (segmento de aneis vasculares) na primeira hara de incuba<;ao in vitro, 

indicando que a resposta foi adquirida in vivo antes do sacrificio; d- o agonista 

apresenta resposta vasodilatadora em arterias coronarias somente quando 

provenientes de animais pre-tratados com LPS e perfundidos in vitro. Assim este 

modelo sugere que o sistema cardiovascular em coelhos pode ser sensibilizado a 

fragmentos de BK sem modificar a popula<;ao de receptores B2 (Marceau, 1995). 

No modelo in vitro, aneis de aorta de coelhos normais sao levados ao 

banho de 6rgao e a resposta contratora medida 1, 3 e 6 horns ap6s. A modula<;ao 

positiva em resposta ao des-Arg9-BK pode ser: a- observada ap6s 3 e 6 horas de 

incuba<;ao no banho de 6rgaos; b- prevenida por inibidores da sintese de RNA e 

sintese proteica, mesmo quando ao banho de 6rgaos esta adicionado citocinas; c­

optimizada, quando LPS e aplicado in vitro; d- aumentada, quando na presen<;a 

de. IL-1 ou IL-2 no banho em que os 6rgaos se encontram; e- suprimida por 

baixas concentrac;6es de glicocortic6ide; f- amplificada em aorta de coelho pela 

oncostatina M (citocina derivada de macr6fagos). 0 estudo com outras citocinas, 
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alem da IL-1 e IL-2 nao mostrou serem reguladores importantes. Uma hip6tese 

para explicar este fenomeno e que o aparecimento de receptor B1 e dependente 

da produc;ao local de IL-1 por aorta de coelho. Substancias como LPS, PMA, a 

pr6pria IL-1 sao fatores que estimulam a produc;ao desta citocina e o 

glicocortic6ide inibe a sintese da mesma. Esta hip6tese do envolvimento da IL-1 

no aparecimento de receptores B1 e refon;ado por alguns estudos que detectaram 

IL-1 no banho de 6rgao em ambiente esteril. Por outro lado, observou-se que 

algumas linhagens celulares nao respondem ao des-Arg9-BK, esta constatac;ao 

pode ser atribuida ao fato de que este sistema nao se encaixa no modelo de 

injuria tecidual, ou ainda, devido ao tempo de cultura destas celulas, exista 

diferenc;a na resposta para o agonista (Marceau, 1995). 

3.2 - Receptor B2 

Algurnas substituic;oes na molecula de BK tern sido feitas para se 

desenvolver um novo agonista para receptor B2 de BK, mas na rnaioria os 

cornpostos formados sao rnenos potentes que a pr6pria rnolecula de BK. Um 

cornposto em particular, [Tyr(Me)8]-BK, mostrou ser um agonista para este 

receptor, ernbora seja ate mais potente que a pr6pria BK e ser inativa no receptor 

B1 (Hall, 1992). 

Stewart classificou os antagonistas para este receptor em primeira e 

segunda gerac;ao de antagonistas. A primeira gerac;ao baseou-se na substituic;ao 

da prolina na posic;ao 7 por uma fenilalanina e ate hoje esta substituic;ao tern sido 

considerada essencial para todos os antagonistas B2. Alem desta modificac;ao, 

outras foram feitas com o objetivo de se aumentar a afinidade e bloquear a ac;ao 

de enzimas que rapidarnente degradam a BK in vivo. A segunda gerac;ao deu 

inkio quando investigadores da Hoescht substituiram os residuos na posic;ao 7 e 

8 por um residuo hidrof6bico, resultando em D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-
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D-Tic-Oic-Arg (HOE 140), que conferiu longa durac;ao e potencia a molecula,

sendo um antagonista competitivo: Tic e acido carboxilico tetrahidroisoquinilona 

e Oic e acido octahidroindolecarboxilico. 0 Oci e o residuo que confere 

resistencia a carboxipeptidase N. Finalmente a pr6xima gerac;ao deve combinar 

antagonistas tanto para receptor B1 quanto B2, pois s6 assim seria possivel 

bloquear os efeitos da BK em situac;oes como a inflamac;ao cr6nica, onde este 

antagonista "duplo" bloquearia a ac;ao da BK em receptores B1 induzidos frente 

a mediadores liberados durante o processo inflamat6rio (Stewart, 1995a). 

Atualmente foi desenvolvido um antagonista B2 competitivo e nao peptidico 

testado em estudos de ligac;ao, em celulas IMR-90. Sua denominac;ao e WIN 

64338 e mostrou-se eficaz em antagonizar o efeito contrator da BK em ileo de 

cobaia (Sawutz et al, 1994). 

Atualmente alguns estudos (Hall, 1992; Burch & Kyle, 1992; Regoli et al, 

1994) propoem a existencia de subtipos de receptores B2 para BK, baseados em 

dados obtidos atraves do uso de diferentes antagonistas e agonistas para 

receptor B2 e testados em diferentes tecidos e animais experimentais. Propoem-se 

dois subtipos: B2-A, e B2-B, Segundo Regoli (Regoli et al, 1994) e colaboradores, 

ambos parecem ser especie dependentes: B2-A parecem estar presentes em 

coelhos, enquanto que o subtipo B2-s aparece em cobaia. Por outro ]ado, Hall 

(Hall, 1994) em sua revisao propoe que ambos os subtipos de receptores 

coexistam em uma mesma especie animal e ainda prop6e que os subtipos do 

receptor B2 sao, na verdade, um novo receptor, o B3. Varios outros trabalhos, por 

sua vez, mostram ainda a existencia outros subtipos como B3 (Farmer et al., 1989, 

Farmer & DeSiato, 1994), B4 e Bs (Hall, 1994) para BK 

4 - 0 envolvimento das cininas em eventos fisiol6gicos e fisiopatol6gicos 
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Com a ligac;ao da BK a seus receptores alguns efeitos fisiol6gicos e 

fisiopatol6gicos sao observados. Como efeitos fisiol6gicos podem ser citados: no 

sistema gastrointestinal as cininas estao envolvidas na motilidade (Boohla et al, 

1992) e transporte de ions (Cuthbert e Margolius, 1982); na excrec;ao sao 

importantes para a regulac;ao da perfusao renal e excrec;ao de s6dio (Smits e col. 

1990); na circulac;ao a ac;ao vasodilatadora das cininas e bastante conhecida 

(Boohla e col. 1992); no sistema nervoso as cininas perifericas sao essenciais na 

sinalizac;ao da dor (Steranka et al., 1988). Finalmente, tem-se demonstrado que 

no cerebra alguns terminais nervosos possuem cininas, embora sua func;ao nao 

seja totalmente entendida (Boohla et al., 1992). Baseados em efeitos observados 

em diversos modelos experimentais sugere-se que a BK desempenha algum 

papel na fisiopatologias de algumas doenc;as como: dor, inflamac;ao, edema, 

choque, rinite, asma, enxaqueca entre outros (Stewart, 1995b). 

No que se refere a inflamac;ao, a BK pode reproduzir ou evocar, sob 

muitas circunstancias, todos os quatro sinais classicos da inflamac;ao (calor, 

rubor, tumor e dor). A produc;ao de cininas e uma parte integrante e precoce na 

resposta dos tecidos a agentes desencadeadores da resposta inflamat6ria. Alguns 

destes agentes podem ser lesao tecidual, presern;:a de bacterias ou antigenos 

estranhos. Assim, a liberac;ao inicial das cininas pode induzir a formac;ao e/ ou 

liberac;ao de todos os outros mediadores do processo inflamat6rio (Henson e 

Murphy, 1989). 

5 - Bradicinina e a hiperalgesia inflamatoria periferica. 

Muitas das sensac;oes que diariamente captamos nao nos perturba, pois 

resultam de informac;oes que recebemos do meio ambiente e na maioria das 

vezes sao codificadas como neutras. Por outro lado, a sensac;ao dolorosa nao e 

uma sensac;ao neutra, pois nos leva a conscientizac;ao dos sinais captados. Assim 



dor e uma sensa<;ao desagradavel e experiencia emocional associada com lesao 

tecidual ou potencialmente injuriante. Um outro fenomeno associado a dor e a 

hiperalgesia inflamat6ria, que pode ser definida como uma resposta aumentada 

a um certo estimulo, que em situa<;ao normal nao e nocivo. Esta resposta 

aumentada e causada pela libera<;ao de mediadores inflamat6rios produzidos no 

local do tecido injuriado e que irao sensibilizar as fibras que levam as 

informa<;oes dolorosas ao sistema nervoso central. As termina<;oes nervosas 

livres dos neuronios primarios responsaveis por caplar e transmitir a informa<;ao 

nociceptiva desde a periferia ate o sistema nervoso central sao denominadas 

nociceptores. Eles sao encontrados em tecidos subcutaneos, musculos, 

articula<;oes e visceras (Bonica, 1990). 

Os mediadores da dor inflamat6ria, que irao agir sobre os nociceptores, 

podem ser divididos em duas classes: ativadores diretos, como por exemplo a 

BK e histamina; e os que causam sensibiliza<;ao hiperalgesica como por exemplo 

as prostaglandinas (Ferreira et al., 1991). No caso da hiperalgesia, ela possui dois 

componentes: um mediado pelos metab6litos do acido aracdonico e outro 

mediado por aminas simpatomimeticas. 

A BK e capaz de causar dor e hiperalgesia (Steranka et al., 1988). Um dos 

trabalhos que mostram estes dois efeitos da BK foi realizado por Steranka e col. 

Para isto ratos foram canulados atraves da car6tida direita e a partir dai foi 

administrada BK e seus antagonistas. Respostas comportamentais do animal 

foram interpretadas como uma resposta de dor. Estas respostas consistem na 

ton;ao da cabe<;a do animal para o lado direito e ainda a flexao da pata direita. 

Quandos estes animais eram tratados com BK (2nmol/kg) por via intra-arterial, 

100% dos animais apresentavam tor<;ao da cabe<;a para o lado direito e a flexao 

da pata direita. Este efeito da BK foi bloqueado com antagonistas para receptores 

B2 da BK, como NPC 414, NPC 566 e NPC 722. Estes dados mostram o efeito 

algesico da BK mediado por receptores B2, ja que os antagonistas B2 usados 

bloquearam a resposta comportamental dos animais. Para a analise do efeito 

lo 
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hiperalgesico da BK utilizou-se o modelo de Randall-Sellito. A BK (2nmol) foi 

injetada intradermicamente no dorso da pata do animal e os antagonistas eram 

co-injetados pela mesma via. A pata era entao submetida a pressao variavel no 

local da inje<;ao. Era observado o limiar da retirada da pata, frente ao estimulo 

mecanico. Assim ap6s o tratamento com BK, observou-se um menor tempo para 

que o animal retirasse a pata frente ao estimulo mecanico, quando este tempo foi 

comparado com patas tratadas somente com salina. Por outro lado em animais 

tratados com BK e co-injetados com os antagonistas B2, foi observado maior 

tempo de estimulo mecanico, quando comparado com patas tratadas somente 

com BK. Estes dados mostram que a BK tambem apresenta um efeito 

hiperalgesico e e mediado por receptor B2. Alem de se demonstrar que a BK 

aplicada exogenamente apresenta efeito hiperalgesico, foi testado o efeito da BK 

produzida endogenamente. Para isto no dorso das patas dos animais foram 

injetos com cristais de urato, por via intradermica, 4 horas mais tarde as patas 

receberam antagonistas da BK pela mesma via. 0 tempo para a retirada da pata 

tratada com cristais de urato, frente ao estimulo mecanico, foi menor do que as 

patas que nao foram tratadas com cristais de urato. Os animais que receberam 

cristais de urato e 4 horas mais tarde foram tratados com antagonista B2 de BK 

suportaram um tempo maior frente ao estimulo mecanico. Assim, os dados em 

conjunto mostraram que a BK possui efeito algesico e hiperalgesico, ambos 

mediado pelo receptor B2 da BK. Tanto a BK produzida endogenamente, quanto 

a BK aplicada exogenamente possuem um efeito hiperalgesico. Alem disto a 

perfusao de cobaias com [3H] BK e posterior auto-radiografia identificou sitios 

de liga<;iio para a BK nas vias neuronais relacionadas com a nocicep<;iio. Desta 

maneira, ficou demonstrado o efeito algesico e hiperalgesico da BK e alem disto 

foi identificado receptores de BK no local de sua a<;ao (Steranka et al, 1988). 

Estudos subsequentes mostraram que alem do receptor B2, o receptor B1 

tambem medeia hiperalgesia em animais que receberam estimulo lesivo. Neste 

sentido, a regiao plantar de ratos foram expostas a radia<;ao ultra-violeta como 
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estfmulo lesivo. A hiperalgesia foi medida pelo tempo em que os animais 

permitiam a exposic;ao das patas frente a estimulo termico. Em animais nao 

irradiados o agonista B1, des-Arg9-BK, e a pr6pria BK foram administrados por 

via intraplantar e nao modificaram o tempo de retirada da pata frente ao 

estimulo termico. Por outro lado, animais que receberam a irradiac;ao previa de 

raios ultra-violeta mostraram um tempo menor para a retirada da pata, quando 

foram pre-tratados com BK e o agonista B1. 0 pre-tratamento de animais 

irradiados com antagonista B1, des-Arg9-[LeuB]-BK aumentou o tempo de 

retirada da pata frente ao estimulo de calor. Este efeito nao foi observado, 

quando o animal irradiado foi pre-tratado com antagonista B2, HOE 140. Estes 

resultados sugerem que no processo inflamat6rio desencadeado pela irradiac;ao 

plantar dos animais, o receptor B1 e modulado positivamente e esta envolvido na 

hiperalgesia, enquanto que, neste modelo o receptor B2 nao desempenha 

nenhum papel (Perkins & Kelly, 1993). 

Um conjunto de dados discutidos por Dray e Perkins em sua revisao 

rnostrou que o mecanismo hiperalgesico da BK foi atribuido a liberac;ao de 

mediadores hiperalgesicos como prostaglandinas e citocinas induzidos pela BK 

(Dray & Perkins, 1993). 

6 - Fator de Necrose Tumoral- a. 

TNF-a tambem denominado de caquexina, e uma citocina produzida 

principalmente por macr6fagos ativados, foi originalmente identificada como 

uma proteina com efeito tumoricida, envolvida na necrose hemorragica de 

tumores s6lidos transplantados em camundongos (Carswell et al., 1985). 

Atualmente sabe-se que o TNF-a esta envolvido em muitos processos como 

inflamac;ao e imunoregulac;ao, na defesa antiviral, choque endot6xico, caquexia, 

angiogenese e mitogenese (Agarwal & Pocsik, 1992). 
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0 TNF-a e um dos dez membros da famflia, cujos integrantes ativam 

receptores relacionados estruturalmente. Os membros desta familia sao TNF-a, 

linfotoxina a e f3, Fas, fator de crescimento de nervos, CD40, CD27, CD30, OX-40 

e 4-lBB. 0 termo "CD" (cluster of differenciation) refere-se a antigenos de 

superficie ce]ular, caracteristicos de uma determinada linhagem celular ou 

estagio de diferenciac;ao e reconhecidas por anticorpos monoclonais. Este tipo de 

marcac;ao permitiu a identificac;ao das celulas que participam nos diferentes 

processos, seu estado de ativac;ao e furn;ao efetora. 0 antigeno Fas pode tambem 

ser conhecido como CD 95, e expresso por diferentes tipos celulares e esta 

envolvido na morte programada de celulas. 0 CD40 e expresso principalmente 

por celulas B, desempenhando um papel na ativac;ao de celulas B pelo contato 

com celulas T. Estudos indicam que o CD27 esta envolvido no crescimento de 

celulas B, sao expressos por celulas T e talvez tambem por algumas celulas do 

plasma. Nao se sabe a func;ao do CD30, mas e conhecido que ele e expresso por 

celulas T e B. Finalmente os dois antfgenos menos conhecidos sao o OX-40 e o 4-

1 BB. 0 4-1 BB e expresso por celulas T e macr6fagos ativados, celulas 

placentarias, renais, pulmonares e do musculo liso, quanto a sua func;ao 

biol6gica parece desempenhar um papel co-estimulat6rio na ativac;ao de celulas 

T. 0 OX-40 tambem parece desempenhar um papel co-estimulat6rio na ativac;ao

de celulas Te ainda na liberac;ao de citocinas durante a resposta imune (Gruss & 

Dower, 1995). 

Estruturalmente, os membros da familia do TNF consistem de tres cadeias 

identicas de polipeptfdeos, sao proteinas transmembranicas, efetuam uma 

resposta quando em contato celula-celula e se ligam a somente um tipo de 

receptor. As grandes excec;oes desta familia do TNF sao o TNF-a e a linfotoxina 

(tambem denominada de linfotoxina-a ou TNF-f3). A linfotoxina e uma molecula 

secretada na forma de um homotrimero, enquanto que os demais membros da 

familia do TNF sao proteinas transmembranicas. Por outro lado a linfotoxina-a 

tambem se encontra ligada a membrana plasmatica atraves de uma protefna de 
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membrana de 33 kDa, denominada de linfotoxina S, o que vem de acordo com os 

demais membros desta familia. 0 TNF-a tambem pode ser uma molecula 

secretada ou uma molecula transmembranica (ver abaixo). Outra excec;ao que se 

refere a linfotoxina e ao TNF-a. e que eles se ligam a dois tipos de receptores 

distintos (Bazzoni & Beutler, 1996). 

0 TNF-a e uma molecula composta por tres monomeros identicos de peso 

molecular de 17kDa cada, que irao formar um trimero em forma de cone ou sino 

Gones et al., 1989; Eck et al 1988). A rnolecula precursora do TNF-a e 

inicialmente expressa como urna molecula de 26kDa, ancorada a mernbrana 

celular e ap6s ser quebrada por enzirnas dara origern a forma madura de 17KDa. 

Gearing e colaboradores mostraram que a quebra da molecula de TNF-a. de 

26kDa para formar o TNFa soluvel se da por uma enzima semelhante a uma 

metaloproteinase. Esta observac;ao foi demonstrada em leuc6citos em cultura, 

onde a quebra do TNF de 26kDa e impedida por inibidores de rnetaloproteinase. 

Para reforc;ar estes dados, em estudos in vivo, observa-se que inibidores de 

metaloproteinase, quando pre-injetados em ratos e posteriormente tratados com 

endotoxina, impediu a liberac;ao de TNF-a na sua forma soluvel (Gearing et al, 

1994). 

Varios trabalhos, utilizando metodos experimentais distintos, 

demonstraram que o TNF pode apresentar-se ancorado a membrana plasmatica 

(Chensue et al, 1988) de diferentes tipos celulares como celulas de Kupfer, 

macr6fagos esplenicos, alveolares e peritoniais (Decker et al, 1987). Alem disto 

mostraram tambem que o TNF membranar exerce atividade citot6xica. Para isto 

as diferentes popula<;oes de macr6fagos foram estimuladas com LPS, IFN-y ou 

tioglicolato. Ap6s a estimula<;ao destas celulas, elas foram fixadas e ensaiadas 

sabre linhagens celulares sensiveis ao TNF ( WEHI 164 e L929). Observou-se que 

os macr6fagos fixados de diferentes popula<;oes sao capazes de lisar tanto a 

WEHI 164, quanto L929 e o anticorpo monoclonal anti-TNF impediu a ac;ao 

citot6xica do TNF membranar dos macr6fagos. Estes dados indicam que o TNF 
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esta. preso a membrana plasmatica e exerce atividade citot6xica (Decker et al, 

1987, Kriegler et al, 1988). Ficou demonstrado entao que o TNF de 26 kDa e uma 

molecula transmembranar e e precursora do TNF soluvel de 17kDa, ambos tipos 

de TNF possuem atividade citot6xica. 

Alem do TNF membranar de 26kDa, foi demonstrado que o TNF de 17 

kDa pode tambem estar preso a membrana plasmatica e exercer atividade 

citot6xica. Luettig e Barouche extrairam as membranas de celulas ativadas e as 

ensaiaram sobre celulas sensiveis ao TNF, mostrando que elas exercem atividade 

citot6xica, mas a analise do peso molecular do TNF preso a estas membranas 

mostrou que o TNF em estudo tern o peso molecular de 17kDa. Quando as 

membranas extraidas dos macr6fagos ativados foram submetidas ao tratamento 

com soluc;oes de baixo pH ou soluc;oes com alta concentrac;ao de sais, observou­

se que a atividade citot6xica destas membranas, ap6s estes tratamentos, diminui, 

e que a incubac;ao destas membranas com TNF recombinante restabeleceu a 

atividade citot6xica das membranas. Demonstrou-se entao que o TNF de 17kDa 

tambem pode estar ligado a membrana plasmatica. Foi entao sugerido que o 

TNF pode estar preso a membrana atraves, ou de uma protefna de ancoragem, 

ou de um "receptor irresposivo" ao TNF a ele ligado. Este fen6meno foi 

observado somente em macr6fagos ativados. Foi proposto entao que macr6fagos 

ativados podem aumentar o numero deste "receptor irresposivo" em que o TNF 

de 17kDa se liga, ou ainda aumentar a afinidade do TNF a este "receptor". Alem 

disto mostrou-se que o TNF ligado ao "receptor" tern atividade citot6xica sobre 

celulas L929 (Barouche, 1988; Luettig, 1989). Dados adicionais para este receptor 

como: peso molecular, a existencia ou nao deste receptor na sua forma soluvel 

etc .. nao foram encontrados em literatura. 

Sugere-se entao que o TNF-a pode se apresentar de duas maneiras: 

soluvel, com peso molecular de 17kDa, ou associado a membrana plasmatica, 

apresentando peso molecular de 26kDa. 0 TNF de 17kDa, alem de sua forma 
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soluvel, pode estar ligado a um "receptor irresponsivo", ser expresso somente 

em celu]as ativadas e apresentar tambem atividade citot6xica. 

6.1 - Receptores de TNF-a. 

Assim como o TNF-a. pertence a uma familia de ligantes, os receptores 

para TNF a. tambem pertencem a esta familia. Acredita-se que todos os membros 

desta familia de receptores sao proteinas transmembranicas que consistem de 

duas subunidades identicas. Esta familia e definida por uma regiao rica de 

aminoacido cisteina, que recorre ao meio extracelular de tres a cinco vezes e o 

dominio intracitoplasmatico e mais extenso do que o extracelular. Alguns 

mem bros desta familia de receptores possuem uma sequencia intracelular de 60 

residuos, denominados de dominio morto (Beutler & van-Huffel, 1994; Bazzoni 

& Beutler, 1996). 

A vasta gama de efeitos biol6gicos do TNF-a. pode ser explicada pela 

presern;a de receptores para TNF em quase todos os tipos de celulas nucleadas. 

Atualmente se conhecem dois tipos de receptores para TNF-a., um deles e 

denominado de p55, TNF-RSS, TNFR1, TNFRP ou ainda CD120a com peso 

molecular de 55KDa; o outro receptor possui peso molecular de 75kDa e pode 

ser denominado de p75, TNF-R75, TNFR2, TNFR-a. ou ainda CD120b 

(Vandenabeele et al, 1995). Nesta disserta<;ao os dois tipos de receptores seriio 

referidos corno p55 e p75. 

Existem diferen<;as em rela<;ao a regula<;ao dos genes que irao expressar 

estes receptores, experimentos realizados em celulas B e  T, macr6fagos e celulas 

epiteliais de linhagem mostraram que o gene para o receptor p55 nao e induzido 

por fatores ex6genos como mit6genos, LPS ou IL-2, indicando que este gene e

controlado por um promotor nao induzivel. Por outro lado, estes mesmos tipos 

celulares e mesmos fatores ex6genos foram capazes de induzir a expressao do 

gene para o receptor p75. A grande variabilidade no nurnero de receptores p75 e 
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p55 pode ser atribuido aos inumeros fatores externos que regulam a expressao 

para o receptor p75 (Vandenabeele et al, 1995). 

Atualmente a furn;ao especifica para cada um dos receptores permanece 

obscura. Anticorpos para o receptor p55 e p75 sao capazes de inibir parcialmente 

a atividade citot6xica em celulas tumorais e a expressao de moleculas de adesao 

em celulas endoteliais, sugerindo que ambos os receptores exercem as mesmas 

furn;:oes. Entretanto estudos de ligac;ao do TNF-a a seus receptores mostraram 

diferenc;a na cinetica de associac;ao e dissociac;ao a cada um destes receptores, foi 

proposto entao o modelo da "passagem do ligante". Este modelo prop6e que o 

TNF a em baixas concentrac;oes se liga preferencialrnente ao receptor p75, ja que 

dados anteriores mostraram que a molecula de TNFa tem maior afinidade ao 

receptor p75, ap6s a ligac;ao da molecula a este receptor, ela e levada ate os 

receptores p55 vizinhos ao receptor p75 ocupado. A passagem do ligante pelo 

receptor p75 explica o fato de que o TNF-a em baixas concentrac;oes e capaz de 

exercer sua atividade pr6-inflamat6ria (Vandenabeele et al, 1995; Tartaglia & 

Goeddel, 1992; Bazzoni & Beutler, 1996). 

Uma outra caracteristica dos receptores para TNF e a presenc;a de formas 

soltiveis do receptor p75 e p55. Esta forma soluvel para cada um dos receptores 

foi inicialmente identificada no plasma e na urina de pacientes com cancer. 

Nophar et al. observaram formas soluveis do receptor p55 em celulas infectadas 

com o cDNA para o receptor de TNF p55. Estas dados sugerem que o mesmo 

gene e responsavel pela transcric;ao tanto do receptor soluvel quanto para a 

forma membranar. Assim a celula deve possuir mecanismos que permitam a 

liberac;ao do receptor membranar, transformando-o em soluvel. Com a liberac;ao 

do receptor pode haver supressao da resposta ao TNF, tanto na celula que libera 

o receptor soluvel, quanto na celula alvo, pois as celulas que liberam o receptor

soluvel possuirao menos receptores intactos, consequentemente passarao a 

responder menos ao TNF. Nas celulas alvo o receptor liberado se ligara ao TNF 
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soluvel, inativando-o. Sugere-se entao que os receptores soluveis para TNF 

possam desempenhar um mecanismo de regulac;ao do TNF (Nophar et al, 1990). 

6.2 - Atividades biologicas do TNF-a sohivel e membranar. 

Atualmente comec;ou a se definir quais as atividades biol6gicas que cada 

tipo de TNF-a, soluvel e membranar, podem exercer. Lopez-Cepero et al. para 

demonstrarem que o TNF membranar exerce atividade citot6xica, procederam 

da seguinte maneira: celulas B procedentes de camundongos portadores de 

tumor foram coincubadas com celulas de linhagem sensiveis ao TNF (WEHI 164 

e L929). Observou-se lise das celulas alvo quando em contato com celulas B de 

animais portadores de tumor, confirmado com o anticorpo anti-TNF, que inibiu 

a atividade citot6xica. Esta atividade citot6xica nao foi observada em celulas B 

provenientes de animais normais. Demonstraram entao que o TNF membranar 

esta envolvido no mecanismo citot6xico exercido por celulas B (Lopez-Cepero et 

al, 1994). 

Alem da atividade citot6xica do TNF membranar, sugere-se que ele 

exerc;a esta atividade no local. Karp et al (1992) analisou-se a capacidade de uma 

linhagem de fibrossarcoma murino, geneticamente modificada para expressao 

de TNF membranar, em induzir resposta do hospedeiro contra seu pr6prio 

desenvolvimento, para isto foi analisado a cinetica do crescimento do tumor. 

Demonstraram que as celulas capazes de produzir somente o TNF n\embranar 

nao evocou resposta do hospedeiro contra o crescimento deste tumor. Em 

contrapartida, a mesma linhagem tumoral geneticamente modificada para 

produzir TNF soluvel sofreu regressao tumoral em 28 dias, efeito que foi abolido 

com o tratamento com anticorpo anti-TNF. Assim, sugeriu-se que o TNF-a 

membranar desempenha urna atividade local, enquanto que o soluvel induz uma 

resposta sistemica. 
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Alguns trabalhos tern mostrado que TNF-a membranar e soluvel tern 

afinidades diferentes pelos dois receptores para TNF. Grell et al. demonstraram 

que o TNF-a membranar e superior ao soluvel em ativar o receptor p75 para 

efetuarem respostas como a ativac;ao de celulas T, proliferac;ao de tim6citos, 

produc;ao do fator estimulador de macr6fagos e granul6citos (GMCSF) (Grell et 

al., 1995). Dados adicionais a este respeito foram obtidos por Decoster e 

colaboradores. Celulas L929 foram construidas para expressarem somente o TNF 

membranar ou ainda expressam o TNF membranar e soluvel. Alguns resultados 

mostraram que, tanto a linhagem celular que expressa somente TNF membranar, 

quanto a linhagem que produz TNF membranar e soluvel, sao capazes de 

efetuar igualmente respostas como proliferai;ao celular e produc;ao de GM-CSF. 

Por outro lado, diferenc;as na ativac;ao dos receptores pelos dois tipos de TNF 

foram observadas. Na apoptose o TNF membranar foi menos efetivo do que o 

TNF soluvel. E sabido que a apoptose e mediada pelo receptor p55 e o TNF, em 

baixas concentrac;oes, pode facilitar a apoptose atraves da passagem do ligante 

do receptor p75 para o p55. Foi sugerido entao que a menor efetividade do TNF 

membranar em induzir apoptose pode ser explicado pelo fato do TNF 

membranar nao poder ser passado do receptor p75 para o p55 (Decoster et al. 

1995). 

7 - Citocinas e hiperalgesia inflamat6ria 

Atualmente muitos trabalhos tern mostrado a participac;ao de citocinas na 

hiperalgesia inflamat6ria atraves do uso de diferentes modelos experimentais. 

Em 1988 Ferreira e colaboradores mostraram a participac;ao da IL-1 na 

hiperalgesia. A injec;ao intraplantar de IL-1 em ratos desencadeou a hiperalgesia, 

quando foi utilizado o metodo de Randall-Selitto modificado, sendo que tal 

efeito hiperalgesico e antagonizado pelo tripeptideo analogo a IL-1 (Ferreira et 

al, 1988). Ainda neste trabalho, mostrou-se o envolvimento <las prostaglandinas, 
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atraves do pre-tratamento dos animais com indometacina. Come<;a entao uma 

serie de estudos que irao mostrar como as interleucinas participam na 

hiperalgesia inflamat6ria. 

Em 1991, Cunha e colaboradores, atraves do tratamento intra-plantar de 

ratos e rnedida a hiperalgesia atraves do rnetodo de Randall-Selitto modificado, 

mostraram que a IL-8 tambem possui um efeito hiperalgesico. Alern disto o pre­

tratamento dos animais com guanetidina, atenolol e propanolol inibia a 

hiperalgesia induzida pela IL-8, mostrando que a hiperalgesia induzida pela IL-8 

envolve aminas sirnpatornirneticas (Cunha et al. 1991). Urnas das propriedades 

das citocinas e sua capacidade de induzir sua pr6pria liberai;ao ou ainda a 

liberai;ao de outras citocinas (ver t6pico citocinas). Em 1992, Cunha e 

colaboradores mostraram que o TNF e IL-6 sao tambem hiperalgesica. Alem 

disto a hiperalgesia induzida pela IL-6 foi bloqueada pelo pre-tratarnento dos 

anirnais com indometacina. 0 pre-tratamento intra-plantar em ratos com 

anticorpo anti-TNF aboliu totalmente o efeito hiperalgesico da carragenina, 

mostrando que o TNF desempenha um papel precoce e crucial no 

desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela carragenina. Demonstrou-se 

entao a seguinte sequencia de eventos: TNF induz a liberai;ao IL-1, IL-6 e IL-8. A 

IL-6 e a  IL-1 induzem a liberac;ao de produtos da ciclooxigenase desencadeando 

o componente prostaglandinico da dor e a IL-8 ativa a via simpatica da

hiperalgesia inflamat6ria atraves da indui;ao da liberai;ao de arninas 

simpatomimeticas (Cunha et al, 1992). 

Comec;a ficar claro que a liberac;ao de mediadores como prostaglandinas 

e posterior a liberac;ao de citocinas e que o TNF parece ser a primeira citocina a 

ser liberada. Em 1993 foi demonstrado utilizando-se tambem o modelo de 

Randall-Sellito modificado, que a BK, alem de ser um mediador direto da 

hiperalgesia, ela e capaz de induzir a liberac;ao de TNF, pois quando ratos eram 

pre-tratados com anticorpo anti-TNF e seguidos de tratamento com a BK, houve 

aboli<;ao total do efeito hiperalgesico da BK (Ferreira, 1993). Propos-se entao que 
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ap6s o estimulo injuriante ha a prodm;ao e libera<;ao de BK , por sua vez, a BK 

induz a libera<;ao de TNF e este induz a libera<;ao de outras citocinas e 

mediadores que participam da hiperalgesia inflamat6ria. 

Outros laborat6rios tambem mostraram o envolvimento de citocinas na 

hiperalgesia. Watkins et al mostraram que o TNF-a possui efeito hiperalgesico 

quando administrado por via intraperitoneal. 0 metodo utilizado para avaliar a 

hiperalgesia foi o teste de retirada de cauda, atraves do qual e analisado o limiar 

para a retirada da cauda frente ao estimulo termico. A administra<;ao 

intraperitoneal de TNF-a reduziu a latencia para a retirada da cauda, mostrando 

o efeito hiperalgesico do TNF-a. Alem disto a administra<;ao de antagonista para

o receptor de IL-1f3 bloqueou a hiperalgesia induzida pelo TNF, demostrando

que a hiperalgesia provocada pelo TNF e devido a libera<;ao de IL-1f3 (Watkins et 

al, 1995) 

Alem dos dados de nosso laborat6rio que sugerem que a BK induz 

libera<;ao de citocinas como a IL-1, IL-6 IL-8 e TNF que irao participar do 

processo hiperalgesico, outros dados de literatura tern demonstrado que a BK 

tambem induz a liberac;ao de citocinas em outros modelos experimentais. 0 

estudo pioneiro que mostra a relac;ao entre BK e citocinas foi realizado por 

Tiffany e Burch. Duas linhagens macrofagicas foram incubadas com BK e no seu 

sobrenadante as citocinas foram quantificadas. Foi demonstrado que as duas 

linhagens macrofagicas (P388-DI, RAW 264.7) foram capazes de liberar TNF e 

IL-1, quando estas celulas eram incubadas com BK. A incuba<;ao dos macr6fagos 

com antagonista B1 para o receptor da BK impediu a libera<;ao de TNF para o 

sobrenadante, sugerindo que na libera<;ao de TNF pelas linhagens macrofagicas 

e estimuladas com BK, o receptor B1 esta envolvido (Tiffany & Burch, 1989). 

Mais recentemente, outro dado de literatura mostrou que a BK e capaz de 

liberar outras citocinas, alem do TNF. Seguimentos de pulmao de cobaia, 

camundongos e alguns pacientes com cancer foram colocadas em banho de 
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6rgaos. Os seguimentos de pulmao foram contrafdos com BK em diferentes 

concentrac;oes e as citocinas liberadas no banho foram quantificadas. Observou­

se a liberac;ao de IL-1, IL-2 e IL-6 em diferentes concentrac;oes e ainda receptores 

soluveis para IL-2 e trac;os de receptores soluveis de IL-3. Estes dados indicam 

que este tecido quando estimulado com BK tambem libera citocinas (Paegelow et 

al, 1995). For outro lado nao foi observado a liberac;ao de TNF para o banho de 

6rgaos. Este fato vem reforc;ar os objetivos deste trabalho, o qual se propoe a 

verificar se a BK e capaz de induzir a libera<;ao de TNF. 

Como foi exposto anteriormente dados de nosso 1aborat6rio sugerem que 

a BK induz a liberac;ao de citocinas como, TNF-a., IL-1, IL-6 e IL-8, que 

participam da hiperalgesia, demonstrados no modelo in vivo. Alem disto a BK 

tambem induz a liberac;ao de citocinas em segmentos de pulmao e linhagens 

macrofagicas. Estes dados sugerem a capacidade da BK em induzir a liberac;ao 

de diversas citocinas. 



OBJETIVOS 



Assim este trabalho propoe basicamente: 

1 - demonstrar que a BK induz liberac;ao in vitro de TNF-a por macr6fagos, 

2 - mostrar quais os tipos de TNF-a que sao induzidos pela BK. 

3 - estudar os tipos de receptores de BK que estao envolvidos na induc;ao do 

TNF-a. 
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MATERIAIS E METODOS 
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1-Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/ c, machos, com peso 

entre 20 - 30 grarnas, provenientes do bioterio central da Universidade de Sao 

Paulo, campus de Ribeirao Preto e rnantidos em sala com ternperatura 

controlada entre 23 - 25 °C, corn livre acesso a agua e ra<;:ao 

2- Meio de cultura RPMI 1640 suplementado:

RPMI 1640 

Bicarbonato de S6dio 

Antibi6ticos 

Estreptomicina) 

10,40 g (Sigma) 

2,2 g (Reagen) 

(l00U/ml de Penicilina e 100 µg/ml de 

Soro Bovino Fetal 10% de SBF (Sigma) 

Agua desionizada q.s.p. 1000 ml 

0 pH foi ajustado para 7,4 com HCl 6 N e o meio foi esterilizado por filtro de 

miliporo de 0,22 µM antes do uso. 

3 - Solu�oes. 

3.1- Solu�ao de Turk 

Acido acetico glacial 

Azul de Metileno 

Agua destilada 

20,0 ml (Merck) 

0,5 g (Merck) 

1000 ml 

3.2- Solm;ao de Lipopolissacarideo (LPS) 
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Lipopolisacarideo purificado de Escherichia coli (Difeo) foi estocado em 

freezer -70°C, na concentra<;ao de 1 mg/ml, diluido em PBS. Antes do uso a 

soluc;ao era submetida a sonica<;ao por 5 min. 

3 .3 - MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2 ,5-difeniltetrazolium bromide) (Sigma). 

Soluc;ao estoque era de 5 mg/ml diluida em PBS, esterilizada em filtro de 

miliporo 0,22 µM, mantida em geladeira ao abrigo da luz 

4- Drogas

Todas as drogas utilizadas neste trabalho foram preparadas 

imediatamente antes do uso, com excec;ao da Bradicinina (BK). 

4.1- Bradidnina (Arg-Pro-Pro-Gli-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) (Sigma). 

Soluc;ao estoque desta droga foi preparada em soluc;ao acida de HCl 

30mM, 1,00 mg/ml, aliquotadas em eppendorfs e mantidas em freezer -70°C. No 

momento do uso esta solm;ao era diluida em RPMI sem SBF. 

4.2- antagonista B1 (des-Arg9 , [Leu8]-Bradicinina) (Sigma). 

Diluida em RPMI sem SBF, ao abrigo da luz. 

4.3- antagonista B2: HOE 140 (Hoechst) 

Dilufda em RPMI sem SBF, ao abrigo da luz. 

4.4- Agonista B1 (des-Arg9-Bradicinina). 
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Diluida em RPMI sern SBF, ao abrigo da ]uz 

4.5 - Captopril (Sigma). 

Diluido em RPMI 

5 - Linhagem celular 

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi WEHI 164, clone 13, 

cedida pela Gennentech. 

6 - Adjuvante Completo de Freund (Sigma). 

Mantido em geladeira, ao abrigo da luz. Antes da injec;ao nos animais 

(0,3ml/ peritoneo) a suspensao era homogeneizada por pelo menos 5 minutos 

7 - Citocinas e anticorpo 

7.1- TNF: TNF-a recornbinante murino, c6d. 87 /640, obtido de NIBISC . Cada 

ampola continha 150.000 UI/ �Lg de protefna. 

7.2 - IFN: IFNy recombinante rnurino, obtido da NIBISC. Cada ampola continha 

3x105 Ul/ml. 
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7.3 - Anticorpo policlonal anti-TNF-a: gentilmente cedido por Dr. Eddie Liew, 

Universidade de Glasgow, Reino Unido. 

8 - Obtem;ao de Macrofagos Peritoneais de camundongos. 

Os animais eram tratados com adjuvante completo de Freund (ACF), 

0,3ml, administrados intraperitonealmente (i.p.). Este tratamento era feito 

somente uma vez e ap6s 14 dias os animais eram sacrificados em camaras de 

eter. 0 peritonio destes animais era lavado com 5 ml de RPMI esteril. Todos os 

lavados peritoniais eram agrupados e centrifugados a 300 g, por 5 minutos, por 

pelo menos duas vezes e ressupensos em RPMI completo. 

Para a contagem total das celulas prosseguiu-se da seguinte maneira: 20 

µI de amostra celular foi diluida em 380 �tl da solm;ao de Turk e contadas em 

camaras de Neubauer. Dilui<;6es necessarias eram feitas para que se obtivesse 

107 celulas/ ml/ po<;o e colocava-se estas celulas em placas de 6 po<;os. 

As celulas eram incubadas em estufa de com 5% de CO2, a temperatura de 

37 °C por um periodo de 18 horas. Na primeira hora de incuba<;ao as celulas 

eram lavadas com RPMI completo e nova lavagem era realizada uma hora antes 

da incuba<;ao com as drogas. 

9 - Estimula�ao ill vitro dos Macr6fagos 

A monocamada de macr6fagos previamente lavada era incubada por 30 

minutos com: 

a - meio RPMI sem soro bovino fetal (controle); 
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b - antagonista para receptor B1 da bradicinina, des-Arg9-[Leu8)-BK, nas 

concentra\oes de 6, 24 e 48 µM; 

c - antagonista para receptor B2 da bradicinina, HOE 140 , nas concentra\oes de 6, 

24 e48 µM. 

Subseqtientemente, as celulas provenientes dos diferentes tratamentos 

eram incubadas por 4 h com: 

d - Bradicinina (3 µM) e captopril (1 µM); 

e - LPS (20 ng/ml) e IFN y (100 U/ml) 

f - agonisla para receptor B1 da BK, des-Arg9-BK, nas concenlra\oes de 1,3 e 9 

µM. 

Ap6s este procedimento os sobrenadantes e as membranas eram 

preparados para quantifica<;ao do TNF soluvel e do TNF associado a membrana 

dos macr6fagos. 

10 - Obtem;ao dos Sobrenadantes de Macr6fagos 

Os sobrenadantes dos macr6fagos eram cenh·ifugados a 300 g, por 5 

minutos para se obter uma amostra livre de celulas, transferidos para 

eppendorfs e estocados em freezer - 70
°

C ale o mornento do ensaio de 

bioatividade. 

11 - Extra�ao das Membranas dos Macr6fagos 

A extrac;ao das membranas baseou-se em Bakouche et al (Bakouche et al, 

1988 ). Aos po\os livres de seus sobrenadantes e lavados com PBS foi 
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acrescentado 500 µl de agua gelada para lisar as celulas, seguido da retirada dos 

macr6fagos aderentes com utensilio pr6prio (cell scraper). Este procedimento era 

repetido por mais duas vezes para que se pudesse retirar o maior numero de 

celulas possiveis. 0 lisado era incubado por uma hora em banho de gelo e a  cada 

15 minutos submetia-os a vigorosas agitac;:oes durante 1 minuto. Logo ap6s este 

periodo as amostras eram centrifugadas a 800 g por 5 minutos e desprezava-se o 

material sedimentado. 0 sobrenadante era novamente submetido a centrifugac;:ao 

com 17.000 g, por 40 min. Este material era entao ressuspendido em 800 µl de 

RPMI completo e estocado em freezer - 70 °c ate o momenta do ensaio de 

bioatividade. 

12 - Ensaio Biol6gico para Detec�ao da Atividade do TNF. 

A atividade de TNF foi medida atraves do ensaio de citotoxicidade sobre 

as celulas sensiveis ao TNF, WEHI 164, clone 13, conforme descri<;ao de Espervik 

& Nissen Mayer (1986). As celulas foram cultivadas em meio RPMI completo. 

Para o ensaio, inicialmente, as celulas WEHI foram colocadas em placas de 96 

poc;:os, numa concentrac;:ao 2x10
4 

celulas/poc;:o em um volume de 50 µl/poc;:o. As 

amostras a serem testadas (50 µl) foram adicionadas aos poc;:os e incubadas 

durante 20h a 37
° 

C em estufa de CO
2

• Ap6s este periodo, 10 µ1 de MTT, numa

concentrac;:ao de 5 mg/ ml em PBS foi adicionado a cada poc;:o e as placas 

deixadas em incubac;:ao por mais 4 h. A seguir 100 µI de isopropanol com 0,04 N 

HCl foi adicionado a cada poc;:o, logo ap6s dissoluc;:ao completa dos cristais de 

formazan, as placas foram lidas em leitor de ELISA no comprimento de onda de 

570 nm 

0 percentual de celulas mortas foi determinado da seguinte forma: 

% celulas mortas = 100 - densidade 6ptica dos pocos em amoslra x 100 

densidade 6ptica dos poc;:os controle 
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Nos ensaios que foram usados soros anti-TNF foi colocado 50 µl de 

suspensao celular, 40 µ.l de amostra e 10 µI de soro. 

TNF recombinante murino utilizado como padrao tern atividade 

espedfica de 7x107 U/mg de protefna segundo dados do fabricante. Este TNF foi 

usado em varias concentrac;oes em cada ensaio, com base nos quais calculavamos 

a atividade do TNF presente na membrana e no sobrenadante dos macr6fagos 

em termos de ng/ml. 

Os dados da figura 3 (ver resultados) nos mostraram que anticorpo anti­

TNF-a bloqueou a atividade citot6xica das membranas e do sobrenadante de 

macr6fagos incubados com BK e LPS associado ao IFN-y, demonstrando que esta 

atividade citot6xica trata-se, pelo menos em parte, de TNF-a. Desta maneira os 

resultados deste trabalho obtidos atraves da atividade citot6xica observada nas 

membranas e sobrenadante serao referidos como TNF-a membranar e soluvel. 

13 - Analise Estalistica. 

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o teste ANOV A, seguido do 

teste de correc;ao de Bonferoni. Estabeleceu-se o nfvel de significancia em 5% 

(p<0,05). 



RESULT ADOS 
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1 - Prodm;;ao do Falor de Necrose Tumoral por macr6fagos peritoneais de 

camundongos estimulados com bradicinina 

Para se estudar a capacidade da bradicinina em induzir a expressao de 

TNF-a membranar e TNF-a soluvel por macr6fagos de camundongos tratados 

com adjuvante completo de Freund (ACF), diferentes concentrac;6es de BK 

(0,006-6 µM) na presern;a de captopril (1 �tM) foram adicionadas aos macr6fagos. 

Observou-se que a bradicinina induz tanto a expressao de TNF membranar 

quanto a liberac;ao de TNF soluvel, ambos dose dependente (figura 1). A partir 

da concentrac;ao de 0,5 µM de bradicinina a liberac;ao de ambos os tipos de TNF 

foi estatisticamente significante. E interessante observar que a quantidade de 

TNF membranar e soluvel produzidos por macr6fagos e induzido pela BK e 

sernelhante a quantidade produzida por rnacr6fagos incubados corn LPS rnais 

IFNy. Estes dados nos rnostram que o TNF produzido por celulas estirnuladas 

com BK e relevante alem de ser estatisticamente significante em relac;ao ao RPMI. 

Como controle positivo, os macr6fagos foram tratados com LPS mais IFNy e 

observamos que este estimulo, assim como a bradicinina, tambem e capaz de 

induzir a liberac;ao de TNF soluvel e a  expressao de TNF membranar. 

2 - Cinetica da produ�ao de TNF por macr6fagos estimulados com Bradicinina 

OU LPS 

Macr6fagos foram incubados com RPMI, BK (3 �tM) mais captopril (1 µM), 

ou LPS mais IFNy durante 1, 2 ou 4 horas. A figura 2 nos mostra que o perfil de 

liberac;ao de TNF membranar e produc;ao de TNF soluvel e semelhante entre os 

grupos incubados com BK/captopril e LPS/IFNy. Macr6fagos incubados com 

BK/captopril produzirarn ambos os tipos de TNF ja a partir da prirneira hora de 

incubac;ao e na quarta hora foi observado o pico de produc;ao. Da rnesma 

rnaneira rnacr6fagos incubados com LPS/IFNy tambern produziram TNF a partir 
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da primeira hora e na quarta observou-se o pico da libera<;:ao de TNF membranar 

e prodm;ao de TNF soluvel. Em relac:;ao ao grupo incubado com RPMI 

observamos que o tempo de cultura nao induziu as celulas a produzirem TNF 

membranar e soluvel. Experirnentos adicionais foram realizados incubando-se as 

celulas por periodos mais longos (8, 12 e 24 horas), mas foi observado que 

intensa morte celular, ja que no perfodo de incubac:;ao das celulas com os 

estimulos, o meio de cultura era desprovido de soro bovino fetal para proteger a 

BK da ac:;ao das cininases. 

3 - Anticorpo polidonal anti-TNF inibe a atividade citot6xica do TNF 

produzido por macr6fagos peritoneais de camundongos. 

Corn o objetivo de investigarrnos se a atividade citot6xica medida por este 

ensaio e devido a presenc:;a de TNF, um anticorpo policlonal anti-TNF (25 �Ll/ml) 

foi adicionado as amostras. A atividade citot6xica do TNF membranar e o 

soluvel induzidos por BK/ captopril foram inibidas em 70 e 67%, 

respectivamente. 0 mesmo observou-se quando macr6fagos foram incubados 

com LPS/IFNy, a atividade citot6xica foi inibida em 100 e 62%, respectivamente 

(figura 3). Como controle o anticorpo policlonal anti TNF-a murino neutralizou 

85% da atividade biol6gica do TNF a recombinante murino, na concentra<;:ao de 

700ng/ml. 

Baseados nos resultados acima descritos, este trabalho referira a atividade 

citot6xica das membranas e sobrenadante de macr6fagos estimulados com BK ou 

LPS mais IFN-y como TNF-a de mernbrana e TNF-a soluvel. 
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Figura 1: Produ�ao do Fator de Necrose Tumoral (TNF) por macr6fagos 
peritoneais de camundongos estimulados com bradicinina. Macr6fagos 
peritoneais obtidos de camundongos (7 X 106 celulas/rnl/p01:;o) forarn incubados 
com RPMI; LPS (20 ng/ ml) mais IFN (100 U/ ml) ou BK (doses indicadas) na 
presern:;a de captopril (1µM) por 4 horas. As concentrac:;oes de TNF rnembranar 
(ng/ 7x105 celulas; painel A) e de TNF soluvel (ng/ml; painel B) foram 
determinadas 4 horas ap6s os estimulos. Resultados sao expressos como a media 
± erro padrao da media por experirnento, realizados em quadruplicata de tres 
experimentos independentes. *P<0,05 cornparado com o RPMI (ANOV A seguido 
do teste de correc:;ao de Bonferroni) 
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Figura 2: Cinetica da prodm;ao de TNF por macrofagos estimulados com 
Bradicinina ou LPS. Macr6fagos peritoneais obtidos de camundongos (7 X 106

celulas/ml/po«;o) foram incubados com RPMI; LPS (20 ng/ ml) mais IFN (100 
U/ml) ou com BK (3 �tM) na presen«;a de captopril (1 �tM) por 1, 2 ou 4 horas e as 
concentra«;6es de TNF membranar (ng/ 7x105 celulas; painel A) e de TNF soluvel 
(ng/ ml; painel B) foram determinadas 4 horas ap6s os estimulos. Resultados sao 

expressos como a media ± erro padrao da media por experimento realizados em 
quadruplicata de tres experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o 
RPMI (ANOV A seguido da correc;ao do teste de Bonferroni) 
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membranar e sohivel. Macr6fagos peritoneais obtidos de camundongos {7X106 

celulas/ml/poc;:o) foram incubados com RPMI; LPS (20ng/ml) e IFN (l00U/ml) 
ou com BK (3µ) na presenc;:a de captopril (lµM) por 4 horas. A atividade do TNF 
no sobrenadante ou nas membranas foram determinadas na presenc;:a (+) ou na 
ausencia (-) de anticorpo policlonal anti-TNF (25µ1/ml). As barras indicam a 
concentrac;:ao de TNF membranar (ng/ 7x105cels; painel A) e de TNF soluvel 
(ng/ml; painel B). Resultados sao expressos como a media ± erro padrao da 
media por experimento realizados em quadruplicata de tres experimentos 
independentes. *P<0,05 comparado com o RPMI. 11 P<0,05 comparado com BK 
mais captopril ou LPS mais IFN (ANOV A seguido do teste de correc;:ao de 
Bonferroni). 
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4 - BK induz expressao de TNF membranar e libera�ao de TNF soluvel 

somente em animais expostos a um pre-estimulo com adjuvante completo de 

Freund. 

Para estudar se somente macr6fagos peritoneais de camundongos pre­

tratados com ACF capazes de produzir TNF ap6s incubac;ao com BK, macr6fagos 

peritoneais de animais normais tambem foram estudados. Os macr6fagos de 

animais normais foram incubados com BK (3 �LM) mais captopril (1 �tM). A 

figura 4 nos mostra que macr6fagos peritoniais provenientes de anirnais 

normais, quando incubados com BK (3 �tM) e captopril (1 �LM) nao sao capazes 

de expressar TNF rnembranar e liberar TNF soluvel. Por outro lado macr6fagos 

obtidos de animais pre-tratados com ACF foram capazes de produzir tanto o 

TNF membranar, quanto o TNF soluvel (figura 4). Como controle positivo, 

rnacr6fagos provenientes de animais normais e animais pre-tratados corn 

adjvante de Freund foram incubados com LPS e IFN, observou-se que ambos os 

tipos de TNF foram produzidos tanto por macr6fagos de animais normais, 

quanto por macr6fagos de animais pre-tratados. 

5 - 0 papel dos receptores B1 e B2 na expressao de TNF membranar e libera�ao 

de TNF sohivel por macr6fagos estimulados com bradicinina. 

5.1 - Antagonista para receptor B2 da bradicinina (HOE 140) bloqueia a 

expressao de TNF membranar, mas nao interfere na libera�ao de TNF sohivel 

por macr6fagos estimulados com bradicinina. 

Corn o objetivo de investigarrnos qual o receptor de BK que estaria 

envolvido na indm;ao de TNF rnembranar e soluvel por macr6fagos tratados 

com BK, o antagonista para o receptor B2, HOE 140, nas concentrai:;oes de 6, 24 e 
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48µM foi testado. A pre-incubac;ao das celulas par 30 minutos com o HOE 140 

seguida da incubac;ao de BK mais captopril inibiu parcialmente a expressao de 

TNF membranar em todas as concentrac;oes utilizadas (figura 5, painel A). Por 

outro lado, este antagonista, nas concentrac;oes usadas nao impediu a liberac;ao 

de TNF soluvel (figura 5, painel B). Como controle a pre-incubac;ao de HOE 140 

na concentrac;ao de 48µM seguida da incubac;ao dos macr6fagos com LPS e IFN 

nao interferiu nem na expressao de TNF membranar e nem na liberac;ao de TNF 

soluvel. 

5.2 - 0 Antagonista para receptor B1 da bradicinina, ( des-Arg'l-[Leu8]­

bradicinina), nao interfere na prodm;ao de TNF. 

A investigac;ao subseqilente para se tentar identificar qual o receptor que 

estaria envolvido no fenomeno de produc;ao de TNF por macr6fagos incubadas 

com BK, macr6fagos foram pre-incubados por 30 minutos com antagonista B1, 

des-Arg9, [Leu8]-bradicinina, nas concentrac;oes de 6, 24 e 48 itM. Diferentemente 

do que se observou com o antagonista B2, o antagonista B1, nas concentrac;oes 

usadas, nao interferiu na expressao de TNF membranar e liberac;ao de TNF 

soluvel (figura 6). Como controle a pre-incubac;ao do antagonista B1 na 

concentrac;ao de 48µM, seguida da incubac;ao dos macr6fagos com LPS e IFN nao 

interferiu na expressao de TNF membranar e na liberac;ao de TNF soluvel. 
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outros estimulos. As barras indicam a concentrac;ao de TNF membranar (ng/
7x105cels; painel A) e de TNF soluvel (ng/ml; painel B). Resultados sao
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5.3 - Efeito do agonista B1, des-Arg9-BK, na produsao de TNF por 

macr6fagos de camundongos 

Estudo com o agonista para receptor B1 da BK, des-Arg9
- Bradicinina, vem 

refon;ar os dados anteriormente obtidos. Macr6fagos peritoneais foram pre­

incubados com agonista B1 nas concentra<;oes de 1, 3, 9 �tM, 30 minutos antes da 

incubac;ao com BK (3 µM) mais captopril. Nestas concentra<;oes utilizadas, o 

agonista nao foi capaz de induzir a expressao de TNF soluvel e a libera<;ao de 

TNF membranar (figura 7). 
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0 envolvimento de citocinas na hiperalgesia e fenomeno hem 

caracterizado por diversos autores. Cunha et al. (1992) demonstrararn que o 

efeito hiperalgesico do TNF-a. administrado por via intraplantar e analisado pelo 

metodo de Randall-Selitto modificado, da se atraves da prodm;ao de IL-1-�, IL-6

(que induzem a liberac;ao de produtos da ciclooxigenase) e IL-8 (induzindo a 

liberac;ao de aminas simpatornimeticas). Mais tarde Ferreira et al. (1993) 

demonstraram que o pre-tratamento dos anirnais com anticorpo anti-TNF-a. ou 

antagonista B2 para BK, HOE 140, aboliu o efeito hiperalgesico evocado pela 

carragenina. Alern disto, o anticorpo anti-TNF-a. tambem bloqueou a 

hiperalgesia induzida pela BK. Foi entao sugerido que o efeito hiperalgesico da 

carragenina ocorre atraves da liberac;ao de BK, que estimula a liberac;ao de TNF­

a.. 

Confirrnando esta proposta o presente trabalho demonstrou que 

memhranas hem como sobrenadante de macr6fagos peritoneais obtidos de 

camundongos pre-tratados com adjuvante completo de Freund (ACF), incubados 

in vitro com BK, possuem atividade citot6xica, deterrninados pelo metodo de 

citotoxicidade em celulas WEHI 164 (figura 1). Ap6s uma hora de incubac;ao dos 

macr6fagos com BK ja se observou atividade citot6xica das membranas e dos 

sobrenadantes, sendo que o pico desta atividade ocorreu 4 horas ap6s a 

estimulac;ao dos macr6fagos com BK (figura 2). De maneira semelhante, 

mernbranas e o sobrenadante de macr6fagos estimulados com LPS em associac;ao 

corn o IFN-y apresentaram pico de atividade citot6xica 4h ap6s o estimulo (figura 

2). 

Com o objetivo de demonstrar que a atividade citot6xica das memhranas 

e do sobrenadante dos macr6fagos incubados com BK e devido a presenc;a de 

TNF-a., um anticorpo anti-TNF-a. foi utilizado. Observou-se que este anticorpo 

anti-TNF-a. inibiu a atividade citot6xica das membranas e do sobrenadante de 

macr6fagos estimulados com BK em 70% e 67% respectivamente (figura 3). E 

importante salientar que a quantidade de TNF membranar que o anticorpo nao 
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inibiu (30%) equivale a quantidade do TNF presente nas mem bran as controle 

(RPMI) (figura 3, painel A), evidenciando que o anticorpo foi efetivo em 

bloquear o TNF-a de rnernbrana, induzido pela BK. Da mesma maneira a 

atividade citot6xica das membranas e do sobrenadante de macr6fagos incubados 

corn LPS e IFN-y foi inibida em 100 e 62% respectivamente, na presenc;a de urn 

anticorpo anti-INF-a (figura 3). Neste ultimo caso, apesar da atividade 

citot6xica residual do sobrenadante ter sido maior do que o controle (RPMI), esta 

diferern:;a nao foi estatisticamente significante. E possivel que esta atividade 

residual do sobrenadante dos macr6fagos possa ser atribuida a outras citocinas 

liberadas, como por exernplo TNF-13, visto que esta citocina pode ligar-se ao 

receptor p55 e p75, embora com afinidades diferentes e efetuar resposta 

citot6xica (painel B). 0 anticorpo anti-TNF utilizado nestes ensaios neutralizou 

85% da atividade citot6xica de 700ng/ml de um TNF-a recornbinante rnurino. 

Em conjunto estes dados sugerern que a atividade citot6xica <las membranas e do 

sobrenadante de rnacr6fagos perito.neais obtidos de camundongos pre-tratados 

corn adjuvante cornpleto de Freund e incubados com BK e devida, pelo menos 

em parte, ao TNF nas suas forrnas mernbranar e soluvel. A linhagem celular 

WEHI 164, clone 13, utilizada no ensaio de citotoxicidade, e sensivel tanto a 

TNF-a rnernbranar, quanto a TNF-a soluvel (Luettig et al., 1989), o que reforc;a 

nossas conclusoes. Assim os resultados deste trabalho confirmam a proposic;ao 

feita anteriormente por Ferreira et al. (1993), de que o efeito hiperalgesico da BK 

e mediado por TNF-a. Recentemente Tiffany & Burch (1989) demonstrararn 

tambem que as linhagens macrofagicas P388-DI e RAW 264.7 liberam TNF-a 

soluvel e IL-1 para o sobrenadante, quando incubadas com BK e que o 

antagonista B1 bloqueia a liberac;ao destas citocinas. Nossos resultados 

dernostrararn, entretanto, que alem do TNF-a soluvel, a BK induz a expressao de 

TNF-a rnernbranar nos macr6fagos peritoneais de camundongos pre-tratados 

com ACF. 
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Curiosamente, macr6fagos obtidos de animais normais nao produziram 

TNF-a membranar e soluvel, quando estimulados com BK (figura 4). Por outro 

lado, quando o estimulo destas celulas foi o LPS associado ao IFNy, tanto 

macr6fagos peritoneais obtidos de animais pre-tratados com ACF, tanto aqueles 

obtidos de animais normais produziram TNF de rnembrana e soluvel. Pabst & 

Johnston (1980) mostraram que macr6fagos estimulados apenas com LPS foram 

capazes de liberar citocinas em pequenas quantidades, quando estas celulas 

forarn expostas a urn segundo sinal, por exemplo IFN-y, a quantidade de 

citocinas liberadas foi maior. Assirn, o fato de BK nao induzir a prodm;ao de 

TNF mern branar e TNF soluvel por macr6fagos peritoneais obtidos de animais 

normais, sugere que, assim corno o LPS associado ao IFN-y, a BK necessita 

tambem de um segundo sinal, que neste estudo e evocado por mediadores 

end6genos (por exemplo citocinas) liberadas pela estimulac;ao do ACF, que agem 

sinergicamente com a BK estimulando os macr6fagos a produzirem TNF 

membranar e soluvel. 

Para identificar-se qual(is) o(s) receptor(es) da BK envolvido(s) na 

produc;ao de TNF membranar e soluvel por macr6fagos, antagonistas e agonistas 

para receptores B1 e B2 de BK foram utilizados. A expressao do TNF membranar 

induzida pela BK em animais tratados com adjuvante completo de Freund, foi 

bloqueada pelo antagonista B2, HOE 140, enquanto que este antagonista nao 

impediu a produc;ao de TNF soluvel (figura 5). Sugerimos entao que o receptor 

B2 da BK esteja envolvido na expressao de TNF membranar em macr6fagos 

estimulados com BK, mas nao medeia a produc;ao de TNF soluvel nesse sistema. 

Podemos especular, portanto, que o receptor B2 medeia eventos locais, atraves 

da induc;ao da expressao de TNF membranar. Resultados obtidos em modelo de 

hiperalgesia estao de acordo com os resultados obtidos in vitro para o 

antagonista B2, pois o pre-tratamento de animais com HOE 140 bloqueou a 

hiperalgesia induzida pela BK, sugerindo que tambem neste sistema o receptor 

B2 esteja participando. E interessante observar que o tratarnento intraplantar dos 
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ratos corn BK em dose baixa, mas suficiente para evocar hiperalgesia, nao induz 

hiperalgesia na pata contralateral nao tratada. Sugerindo que o processo e 

mediado por TNF membranar. Refon;ando esta sugestao, sabe-se que a 

administra<;ao de baixas doses de TNF soluvel promove hiperalgesia em ambas 

as patas do animal, fenomeno explicado pela efeito sistemico do TNF soluvel 

(Cunha et al. 1992). Assim o resultado obtido in vitro de que o receptor B2 

participa na expressao de TNF membranar pode explicar o efeito hiperalgesico 

local da BK. Alern disto, Karp et al (1992) demonstraram que uma linhagem de 

fibrossarcorna murino geneticamente modificada para expressao de TNF 

membranar, quando injetada subcutaneamente em camundongos nao evocou 

resposta do hospedeiro contra o crescimento deste tumor. Em contrapartida, a 

mesma linhagem tumoral geneticamente modificada para produzir TNF soluvel 

sofreu regressao tumoral em 28 dias, efeito que foi abolido com o tratamento 

com anticorpo anti-TNF. 

Na sequencia do estudo de receptores envolvidos na produ<;ao de TNF 

induzidos pela BK, o receptor B1 foi analisado. 0 antagonista B1, des-Arg9, 

[Leu8]-bradicinina, nao bloqueou a produ<;ao de TNF membranar e soluvel, 

sugerindo que o receptor B1 nao participa neste fenomeno (figura 6). Refor<;ando 

esse achado, o agonista B1, des-Arg9-BK, nao induziu a expressao de TNF 

membranar e produc;ao de TNF soluvel, confirmando os resultados obtidos com 

seu antagonista, de que o receptor B1 aparentemente nao participa na produ<;ao 

de ambos os tipos de TNF por macr6fagos peritoneais de camundongos, obtidos 

de animais pre-tratados com adjuvante completo de Freund e incubados in vivo 

com BK (figura 7). Diferente dos resultados in vitro, dados nao publicados de 

nosso laborat6rio demostraram o envolvimento do receptor B1 na hiperalgesia. 0 

agonista B1, injetado por via intraplantar induziu hiperalgesia nos animais 

(figura 8). Por outro lado, o antagonista B1 bloqueou a hiperalgesia evocada pela 

carragenina, BK e ainda pelo pr6prio agonista B1. Ficou demonstrado entao o 

envolvimento do receptor B1 no modelo de hiperalgesia (figura 9); alem disto o 
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pre-tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-a inibiu a hiperalgesia 

evocada pela BK e tambem pelo agonista B1, evidenciando que o agonista B1 

exerceu seu efeito pela libera<;ao de TNF-a, assim como a BK o faz (figura 10). 

Portanto, ha diferen<;a de envolvimento dos receptores da BK quando 

comparamos o modelo in vitro do presente trabalho e o modelo in vivo de 

hiperalgesia. Algumas possiveis explica<;oes para este fato sao: 

a - Durante a manipulac;ao das celulas, desde a coleta do peritoneo dos animais 

ate as placas de cultura para estimula<;ao com BK, pode ter havido perda do 

receptor B, pelos macr6fagos. Ressalta-se que este receptor necessita ser 

modulado, nao apresentando-se de forma constitutiva nas celulas. Dados da 

literatura suportam esta proposic;ao de que receptores B, podem ser modulados 

positivamente por algumas citocinas, coma por exemplo a IL-1 (Hall, 1992). A 

medida que os macr6fagos permaneceram em cultura ate sua estimulac;ao com 

BK por 12h, e possivel que neste periodo o possivel sinal presente no peritoneo 

dos camundongos envolvido na modulac;ao do receptor B1, pode nao mais estar 

presente. 

b - Pode ser especulada tambem a falta destes receptores na membrana dos 

macr6fagos, uma vez que macr6fagos peritoneais de cobaias normais expressam 

em sua membrana apenas o receptor B2 para BK (Bockmann & Paegelow, 1995). 

Partindo do prindpio de que macr6fagos nao possuem o receptor B,, podemos 

inferir que a celula que possui o receptor B1 em sua membrana nao seja o 

macr6fago, ja que no modelo in vivo muitos outros tipos celulares, como 

fibroblastos e mast6citos que sao capazes de liberar TNF, poderiam possuir este 

receptor da BK e participarem na resposta hiperalgesica induzida pela BK. 

Alem da disparidade observada no envolvimento do receptor B1 no 

modelo in vitro utilizado pelo presente trabalho e no modelo de hiperalgesia, 

este trabalho nao demonstrou qual o receptor responsavel pela liberac;ao do TNF 

soluvel. A este fato, podemos inferir que um subtipo do receptor B2 da BK (B2-A 

ou B2-B) (Regoli et al., 1994) ou ainda um outros tipos de receptor como B3 
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(Farmer et al., 1989; Farmer & DeSiato, 1994), B.1 e Bs (Hall, 1994), estejam 

participando no fenomeno de liberac;ao de TNF soluvel. 

Em conclusao, este trabalho demonstrou que a BK induz a produc;ao de 

TNF soluvel por macr6fagos peritoneais de camundongos, confirmando dados 

de literatura que sugeriam a participac;ao do TNF induzido pela BK no processo 

hiperalgesico. Alem disto, demonstramos que alem do TNF soluvel induzido 

pela BK, a pr6pria BK induz a expressao de TNF membranar em macr6fagos. E

interessante observar que ambos os tipos de TNF induzidos pela BK s6 

ocorreram em macr6fagos obtidos de animais que foram pre-tratados com ACF, 

evidenciando que os macr6fagos, para produzirem TNF membranar e soluvel, 

quando estimulados com BK, necessitam de um sinal de facilitac;ao, que tera 

efeito sinergico com a BK. No que se refere ao receptor envolvido no fenorneno 

de prodm;ao de TNF soluvel e mernbranar, concluirnos que o receptor B2 

participa na produc;ao de TNF rnembranar por rnacr6fagos incubados com BK, 

mas nao interfere na liberac;ao de TNF soluvel, rnediando, provavelmente, um 

efeito local induzido pela BK. Por outro lado o receptor B1 parece nao participar 

na produc;ao de TNF rnernbranar e soluvel de macr6fagos incubados com BK, 

quando estudados neste modelo. Finalmente o presente trabalho nao 

demonstrou qual o receptor envolvido na liberac;ao de TNF soluvel, a este 

resultado podemos inferir a participac;ao de um outro tipo de receptor da BK, 

corno por exemplo B2-A ou B2-B, ou ainda B3, B4 ou Bs. 
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Figura 9: Antagonista B1 da BK, des-Arg9-[Leu8]-BK, inibe a hiperalgesia 
evocada pelo agonista Bl da BK, pela carragenina e BK. As barras indicam a 
intensidade de hiperalgesia nas patas injetadas. Os animais foram injetados 
(i.pl.) com o antagonista B1, des-Arg9-[Leu8]-BK, nas doses indicadas 30 min. 
antes da inje<;ao com agonista Bl (S00ng/ l00�tl/ pata), carragenina (100�tg/ 
100µ1) e BK (S00ng/100µ1) administradas na mesma pata. A intesidade da 
hiperalgesia foi determinada pelo metodo de Randall-Sellito modificado, 3h 
ap6s as inje<;oes. Os resultados sao expressos como a media ± erro padrao da 
media em grupo de 5 animais. *P<0,05 comparado com salina (ANOV A seguido 
do teste de corre<;ao de Bonferroni. 
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0 envolvimento de citocinas, particularmente TNF-a, na hiperalgesia foi 
demonstrado por nosso laborat6rio atraves do modelo de Randall-Selitto 
modificado, sugerindo que a BK exerce seu efeito hiperalgesico atraves da 
liberac;ao desta citocina (Ferreira, 1993). 0 objetivo do presente trabalho e 
demonstrar que a BK induz a prodm;ao de TNF membranar e soluvel por 
macr6fagos peritoneais de camundongos. Para isto macr6fagos foram coletados 
do peritoneo de camundongos pre-tratados com adjuvante completo de Freund e 
estimulados in vitro com BK. As membranas, bem como sobrenadante destas 
celulas foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade sobre celulas WEHI 164 
para determina<;ao da presen<;a de TNF nas amostras. Demonstrou-se que 
membranas e sobrenadante de macr6fagos peritoneais obtidos de camundongos 
pre-tratados com adjuvante completo de Freund exercem atividade citot6xica em 
celulas WEHI 164. Um anticorpo anti-TNF-a bloqueou a atividade das 
membranas e do sobrenadante de macr6fagos incubados com BK em 80 e 60% 
respectivamente, demonstrando que esta atividade citot6xica se deve 
predominantemente ao TNF em suas formas membranar e soluvel. 
Curiosamente, macr6fagos provenientes de animais normais incubados com BK 
nao produziram TNF membranar ou soluvel. Por outro ]ado, o LPS mais IFNy 
induziram a produc;ao de TNF de ambos os tipos por macr6fagos provenientes 
de animais normais e daqueles tratados com adjuvante completo de Freund. Este 
fato sugere que a BK necessita de um segundo sinal, que neste estudo e o 
adjuvante completo de Freund, que ira facilitar o efeito da BK na indm;ao da 
produc;ao de TNF membranar e soMve] por macr6fagos. Para elucidac;ao do 
receptor de BK envolvido na produ<;ao de TNF membranar e soluvel, agonista e 
antagonista B1 e B2 de BK foram utilizados. A expressao do TNF membranar 
induzida pela BK foi bloqueada pelo antagonista B2, HOE 140, enquanto que este 
antagonista nao impediu a produc;ao de TNF soluvel. Assim o receptor B2 da BK 
pode estar envolvido na expressao de TNF membranar em macr6fagos 
estimulados com BK, mas nao medeia a produ<;ao de TNF soluvel quando 
estudados neste modelo. Diante destes resultados sugerimos que o receptor B2 
pode estar mediando a resposta local induzida pela BK. Quando analisamos o 
envolvimento do receptor B1 na produc;ao de TNF membranar e soluvel, 
observamos que antagonista B1, des-Arg9-[Leu8]-bradicinina, nao bloqueou a 
produ<;ao de TNF membranar e soluvel, assim como o agonista B1, des-Arg9-BK 
nao induziu a produ<;ao de ambos os tipo de TNF, sugerindo que o receptor B1 
nao participa neste fenomeno. Finalmente o presente trabalho nao demonstrou 
qual o receptor envolvido na Iiberac;ao de TNF soluvel por macr6fagos 
incubados com BL, a este resultado podemos inferir a participa<;ao de um outro 
tipo de receptor da BK, como por exemplo B2-A ou B2-b, ou ainda B3, B4 ou Bs. 0 
conjunto dos resultados apresentados confirmam a proposic;ao feita 
anteriormente por Ferreira et al. (1993) de que BK evoca hiperalgesia, 
indiretamente, atraves da produc;ao de TNF soluvel e membranar. 
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The envolvement of cytokines, mainly INF-a, in the hiperalgesia was 
suggesting by our laboratory, using modified Randall-Sellito method, that BK 
exerts its hiperalgesic effect through release of this citokyne (Ferreira, 1993). The 
aim of the present study is to investigate if BK induce the production of 
membrane-associated and soluble INF-a by peritoneal murine macrophages. 
The method used was the harvesting of peritoneal murine macrophages from 
animals pre-treated with complete Freund's adjuvant (CFA) and then 
stimulation of these cells in vitro with BK. The membranes, as well the 
supernatants from macrophages were submitted to citotoxic WEHI 164 essay to 
determine the presence of INF-a in the samples. It was demonstrated that 
membranes and supernatant from peritoneal macrophages obtained from animal 
pre-treated with Complete Freunds Adjuvant (CF A) have citotoxic activity under 
WEHI 164 cells. Antibody against TNF-a blocked 80 and 60% of the citotoxic 
activity of membrane and supernatant, respectively, demonstrating that the 
citotoxic activity is due to the membrane-associated and soluble TNF-a. 
Curiously, macrophages from normal animal incubated with BK did not 
produced associated and membrane forms of TNF-a. However, LPS plus IFNy 
induced the production of both type of TNF from macrophages otained from 
normal animals and from animals pre-treated with CFA. It suggested us that BK 
needs a second signal, in this case is CFA, to improve the production of 
membrane and soluble TNF from macrophages incubated with BK. To study 
wich receptor is envolved in the production of membrane and soluble TNF, B1

and B2 agonist and antagonist for BK receptor were used. The expression of 
membrane-associated TNF by macrophages incubated with BK was blocked by 
B2 antagonist, HOE 140, however the production of soluble TNF was not 
interfered by this antagonist. So, the B2 receptor could be involved in the 
expression of membrane TNF but it does not interfere in the production of 
soluble TNF by BK incubated macrophages. We suggested that the B2 receptor 
could mediate local response induced by BK. When the B1 receptor was analized, 
it was observed that the B1 antagonist, des-Arg9-[Leu8]-BK, blocked neither 
rnem brane associated TNF nor soluble INF. Also the B1 agonist did not induced 
the production of both types of INF, suggesting that the B1 receptor is not 
involved in this fenomen. Finally, the present study did not demonstrated wich 
receptor is involved in the production of soluble TNF by macrophages incubated 
with BK. It was attributed to another type of BK receptor, for exemple: B2-A, B2-b, 
B3, B4 or Bs . .As a context, these results confirm the previous suggestion of Ferreira 
et al. (1993), that BK induce hiperalgesia, indirectly, through production of 
membrane-associated and soluble TNF. 
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