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INTRODUCAO




1 - Bradicinina: um breve histérico.
A descoberta do sistema de cininas e calicreinas comegou em 1909,

quando Abelous e Bardier detectaram a presenga de uma substincia hipotensora
na urina de humanos normais, a qual foi denominada de urohipotensina.
Entretanto, investigacdes do sistema de formagao das cininas podem ser datadas
desde 1926, quando Frey e colaboradores estudaram os efeitos da injecao
intravenosa de extrato de pancreas. Observou-se que a secregao pancreitica e a
urina de cdes normotensos produziam queda na pressao arterial. Assumiu-se
entdao que o principio ativo encontrado na urina de humanos e no extrato de
pancreas de caes era 0 mesmo e foram entio denominados de calicreina (do
grego kallikréas, sindnimo 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 substincia estimuladora de misculo liso era liberada.
Sabia-se que esta substincia nao era um produto da quebra da calicreina, mas
um produto da quebra de proteinas plasmaticas. O 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 substincia contratora de musculo liso como
calidina e sugeriram ser o calidinogénio a substidncia inativa precursora da
calidina, presente no plasma. Foi também concluido por este grupo, neste mesmo
trabalho, que a substancia farmacologicamente ativa, a calidina, era liberada pela

agao 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 laboratério onde trabalhavam Mauricio
Rocha e Silva, Wilsom T. Beraldo, G. Rosenfeld entre outros, para ser testada sua
atividade sobre diversos 6rgaos em animais experimentais. O veneno de Bothrops

jararaca era injetado em caes, uma amostra deste sangue era aplicada em ileo de



cobaia, em banho de érgaos. Observava-se uma contragao lenta do ileo. A
possibilidade de esta nova substincia ser acetilcolina ou histamina foi logo
descartada, pois as preparagoes estavam atropinizadas e/ou tratadas com anti-
histaminico. Este principio ativo, ap6s serem feitos estudos bioquimicos, foi
entio denominado de Bradicinina - Kinin (indicando movimento) e Brady
(lento). Ainda neste trabalho os autores definiram a fragao proteica do plasma ou
soro precursora da bradicinina (o bradicininogénio). Mostraram que a
bradicinina ndo induz contragio somente em ileo e ttero de cobaia, mas também
em utero e intestino de rato e intestino de coelho, verificou-se que o ileo de
cobaia era o mais sensivel e o ileo de rato, o menos sensivel. Um outro fendmeno
observado foi a queda na pressao arterial, quando a BK era injetada

intravenosamente em coelhos, caes e gatos (Beraldo, 1992).

Como a bradicinina e a calidina sao formadas diante de condigdes
similares e possuiam as mesmas agoes farmacolégicas, suspeitou-se que
poderiam derivar de um mesmo substrato e estarem intimamente relacionadas.
A purificagao destas substincias se deu 7 anos mais tarde confirmando as
suspeitas. Em 1960 Elliot e colaboradores isolaram a bradicinina formada pela
reagao da tripsina com globulina (Elliot et al, 1960) e sua sintese se deu também
em 1960 por Boissonas e colaboradores (Boissonas et al, 1960). Pouco tempo
depois descobriu-se que a calidina é um decapeptideo e a bradicinina, um
nonapeptideo, ambos de origem plasmaticas. O termo genérico usado para este
grupo é cininas. Estas substancias sio membros de um grupo de polipeptideos

com estrutura quimica e propriedades farmacolégicas semelhantes.

2 - Sintese e Metabolismo das Cininas.

A seqiiéncia de aminoédcidos da BK é: Arg-Pro-Pro-Gli-Phe-Ser-Pro-Phe-

Arg. Calidina difere em sua estrutura da BK na lisina residual no terminal



aminico, por isto pode ser algumas vezes denominada lisil-BK. Os precursores
da BK e calidina sdao denominados de cininogénios. Existem dois tipos de
cininogénios: de alto peso molecular e o de baixo peso molecular, ambos
sintetizados pelo figado. Proteases altamente especificas que irdo formar BK e

calidina a partir do cininogénio sao denominadas de calicreinas.

Assim como os cininogénios, hd duas formas de calicreinas: calicreina
plasmaética e a calicreina tecidual que sdo enzimas distintas, ativadas também
por mecanismos distintos. A pré-calicreina plasmatica em sua forma inativa
encontra-se ligada ao cininogénio 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 plasmética agira sobre o cininogénio de alto
peso molecular, formando finalmente a BK. A calicreina tissular encontra-se
distribuida em alguns tecidos como péncreas, rins, glandulas salivares, intestino,
tecido sinovial. Diferentemente da calicreina plasmatica, a tecidual age sobre o
cininogénio de alto e baixo peso molecular. A enzima responsidvel em
transformar a pré-calicreina em calicreina tissular ainda nao é conhecida

(Sharma & Buchanan, 1994).

O cininogénio de alto peso molecular, quando clivado por calicreinas
plasmaticas, formard BK e quando clivado por calicreinas teciduais originara
calidina, diferentemente o cininogénio de baixo peso molecular é substrato

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

1966).

Uma vez formadas, as cininas possuem atividade efémera, as enzimas
catabolizadoras sao cininase I e a cininase II. A cininase I é também denominada
de arginina carboxi peptidase, que libera a Arg? do terminal carboxilico da BK.
No plasma a calidina é convertida em BK pela liberagao da Lis!, esta por sua vez
é inativada pela carboxipeptidase. A cininase I quando se encontra no plasma é

denominada de carboxipeptidase N e quando se encontra ligada a membrana



celular é denominada de carboxipeptidase M, ambas catalisam a mesma reagao.
A carboxipeptidase M pode ser encontrada na placenta, rins, pulmdes de

humanos, assim como artéria pulmonar e pulmées bovino (Erdss, 1990).

A cininase II pode também ser chamada de dipeptidil carboxipeptidase
ou ainda enzima conversora de angiotensina (ECA), ela libera o dipeptideo
Phe?-Arg?®, do terminal carboxilico da molécula de BK. Uma outra enzima capaz
de quebrar a BK no mesmo peptideo em que a cininase II o faz, é a
endopeptidase 2411 neutra (NEP) ou encefalinase. Esta é uma
metaloendopeptidase, encontrada no cérebro, nas microvilosidades de células
placentarias e intestinais. No sangue, ela se encontra na membrana de
neutréfilos, onde pode quebrar peptideos quimiotiticos e cininas, podendo

afetar a quimiotaxia (Erdos, 1990).

3 - Receptores da Bradicinina

Uma vez formada, a bradicinina possui um receptor para traduzir seu
efeito. Foi proposto a existéncia de pelo menos dois tipos de receptores para BK,
denominados de B; e B.. Estes receptores foram assim classificados com base na
ordem de poténcia de seus agonistas. Para os receptores B; (demonstrado em
aorta de coelho): [des-Arg®]-BK>[Tyr(Me)?]-BK>BK (Ver abaixo). Receptores Bz
demonstrado em diversos 6rgaos (veia jugular e artéria carétida de coelho, ileo

de gato e ttero de rato): [Tyr(Me)?]-BK> BK>[des-Arg°]-BK (Hall, 1992).

3.1 - Receptor B

O receptor B; ainda é pouco conhecido, pois freqiientemente ele nao

aparece em algumas preparagoes isoladas, tornando-se induzido apés algumas



horas de experimentagao. Somente com o desenvolvimento de agonistas e
antagonistas para o receptor da BK é que possibilitou o estudo mais detalhado,
tanto das agdes, quanto de seus receptores propriamente dito. O estudo pioneiro
que objetivava estudar qual o grupo quimico da bradicinina que se ligava ao
receptor e era capaz de efetuar uma agao mostrou que a retirada da arginina no
terminal carboxilico, resultando na [des-Arg?]-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 preparagoes como ileo de gato e ttero de rato, preparagdes que possuem o
receptor By, provocava um efeito 1000 e 100 vezes menor que a BK,
respectivamente. Atualmente o agonista mais usado para estudos deste receptor
é a [des-Arg?]-BK. Como sabemos, este peptideo é produto da quebra da BK pela
carboxipeptidase endégena, portanto ele pode ser um ligante natural para o

receptor B;.

Assim como os agonistas, os antagonistas também sao importantes
ferramentas no estudo de receptores. Mostrou-se que uma substituigao na
posicao 8 do agonista By, [des-Arg?]-BK, mudava a poténcia deste peptideo ao
receptor, inseriu-se entdo uma leucina na posicao 8 do agonista, formando entao
o (des-Arg® ,[Leu®]-BK), antagonista B; e inativo em receptores B, amplamente
utilizado. Outros antagonistas andlogos da des-Arg®-BK, ou ainda antagonistas

nao peptidicos, vém sendo desenvolvidos (Hall, 1992) .

No que se refere a subtipos de receptor Bj;, alguns estudos tém sido
desenvolvidos para tentar demonstrar a existéncia 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 tém suportado a idéia de que o

receptor B; pode ser modulado positivamente por diversos fatores, como por



exemplo fatores de crescimento, citocinas, LPS e PMA. Estas observagoes foram

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

Resumidamente, o modelo in vivo consiste na injecao intravenosa em
coelhos de uma dose subletal de LPS. Cinco horas apés este tratamento, o
agonista des-Arg®-BK ou lys-Arg?-BK sao injetados por via intrarterial. Animais
tratados com LPS exibiram uma resposta hipotensora ao tratamento intra-arterial
do agonista Bi. Por outro lado, animais normais nao apresentaram resposta
hipotensora, quando tratados com o agonista B;, mostrando que o LPS foi capaz
de modular positivamente receptores B;. Observagdes 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 injecao com o agonista nao induziu resposta
hipotensora, indicando a necessidade de um tempo minimo para a sintese
proteica; c- tecidos removidos de animais tratados com LPS exibem resposta
contratora (segmento de anéis vasculares) na primeira hora de incubagao in vitro,
indicando que a resposta foi adquirida in vivo antes do sacrificio; d- o agonista
apresenta resposta vasodilatadora em artérias coronarias somente quando
provenientes de animais pré-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 populagao de receptores B> (Marceau, 1995).

No modelo in vitro, anéis de aorta de coelhos normais sao levados ao
banho de 6rgao e a resposta contratora medida 1, 3 e 6 horas ap6s. A modulagao
positiva em resposta ao des-Arg?®-BK pode ser: a- observada apés 3 e 6 horas de
incubagao no banho de é6rgaos; b- prevenida por inibidores da sintese de RNA e
sintese proteica, mesmo quando ao banho de érgaos esta adicionado citocinas; c-
optimizada, quando LPS é aplicado in vitro; d- aumentada, quando na presenga
de IL-1 ou IL-2 no banho em que os 6rgaos se encontram; e- suprimida por
baixas concentragdes de glicocorticéide; f- amplificada em aorta de coelho pela

oncostatina M (citocina derivada de macréfagos). O estudo com outras citocinas,



além da IL-1 e IL-2 ndo mostrou serem reguladores importantes. Uma hipétese
para explicar este fendmeno é que o aparecimento de receptor B; é dependente
da produgao local de IL-1 por aorta de coelho. Substincias como LPS, PMA, a
propria IL-1 sdao fatores que estimulam a produgdo desta citocina e o
glicocorticéide inibe a sintese da mesma. Esta hipétese do envolvimento da IL-1
no aparecimento de receptores B; é reforcado por alguns estudos que detectaram
IL-1 no banho de 6rgdao em ambiente estéril. Por outro lado, observou-se que
algumas linhagens celulares ndo respondem ao des-Arg?-BK, esta constatacdo
pode ser atribuida ao fato de que este sistema nao se encaixa no modelo de
injaria tecidual, ou ainda, devido ao tempo de cultura destas células, exista

diferenca na resposta para o agonista (Marceau, 1995).

3.2 - Receptor B2

Algumas substituigoes na molécula de BK tém sido feitas para se
desenvolver um novo agonista para receptor B, de BK, mas na maioria os
compostos formados sao menos potentes que a propria molécula de BK. Um
composto em particular, [Tyr(Me)®]-BK, mostrou ser um agonista para este

receptor, embora seja até mais potente que a préopria BK e ser inativa no receptor
) P q prop P

By (Hall, 1992).

Stewart classificou os antagonistas para este receptor em primeira e
segunda geragao de antagonistas. A primeira geragao baseou-se na substituigao
da prolina na posigao 7 por uma fenilalanina e até hoje esta substituigao tem sido
considerada essencial para todos os antagonistas B,. Além desta modificagao,
outras foram feitas com o objetivo de se aumentar a afinidade e bloquear a agao
de enzimas que rapidamente degradam a BK in vivo. A segunda geragao deu
inicio quando investigadores da Hoescht substituiram os residuos na posigao 7 e

8 por um residuo hidrofébico, resultando em D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-



D-Tic-Oic-Arg (HOE 140), que conferiu longa duragao e poténcia a molécula,
sendo um antagonista competitivo: Tic é dcido carboxilico tetrahidroisoquinilona
e Oic é acido octahidroindolecarboxilico. O Oci é o residuo que confere
resisténcia a carboxipeptidase N. Finalmente a préxima geracao deve combinar
antagonistas tanto para receptor B; quanto B, pois s6 assim seria possivel
bloquear os efeitos da BK em situagoes como a inflamagao cronica, onde este
antagonista “duplo” bloquearia a acao da BK em receptores B; induzidos frente
a mediadores liberados durante o processo inflamatério (Stewart, 1995a).
Atualmente foi desenvolvido um antagonista B, competitivo e nao peptidico
testado em estudos de ligacao, em células IMR-90. Sua denominagao é 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) propdem a existéncia de subtipos de receptores B, para BK, baseados em
dados obtidos através do uso de diferentes antagonistas e agonistas para
receptor B e testados em diferentes tecidos e animais experimentais. Propoem-se
dois subtipos: Bza, e Bzs. Segundo Regoli (Regoli et al, 1994) e colaboradores,
ambos parecem ser espécie dependentes: B,.a parecem estar presentes em
coelhos, enquanto que o subtipo B..s aparece em cobaia. Por outro lado, Hall
(Hall, 1994) em sua revisao propde que ambos os subtipos de receptores
coexistam em uma mesma espécie animal e ainda propde que os subtipos do
receptor Bz sao, na verdade, um novo receptor, o Ba. Varios outros trabalhos, por
sua vez, mostram ainda a existéncia outros subtipos como Bs (Farmer et al., 1989,

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

4 - O envolvimento das cininas em eventos fisiolégicos e fisiopatoldgicos



Com a ligacao da BK a seus receptores alguns efeitos fisiologicos e
fisiopatolégicos sao observados. Como efeitos fisiolégicos 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 excregao sao
importantes para a regulagao da perfusao renal e excregao de sédio (Smits e col.
1990); na circulagao a acao vasodilatadora das cininas é bastante conhecida
(Boohla e col. 1992); no sistema nervoso as cininas periféricas sao essenciais na
sinalizacao da dor (Steranka et al., 1988). Finalmente, tem-se demonstrado que
no cérebro alguns terminais nervosos possuem cininas, embora sua fungao 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 doengas como: dor, inflamagao, edema,

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

No que se refere a inflamagao, a BK pode reproduzir ou evocar, sob
muitas circunstancias, todos os quatro sinais classicos da inflamagao (calor,
rubor, tumor e dor). A produgao de cininas é uma parte integrante e precoce na
resposta dos tecidos a agentes desencadeadores da resposta inflamatéria. Alguns
destes agentes podem ser lesao tecidual, presenca de bactérias ou antigenos
estranhos. Assim, a liberagao inicial das cininas pode induzir a formagao e/ou

liberagao de todos os outros mediadores do processo inflamatério (Henson e

Murphy, 1989).

5 - Bradicinina e a hiperalgesia inflamatoria periférica.

Muitas das sensacGes que diariamente captamos nao nos perturba, pois
resultam de informag¢des que recebemos do meio ambiente e na maioria das
vezes sao codificadas como neutras. Por outro lado, a sensagao dolorosa nao é

uma sensagao neutra, pois nos leva a conscientizagao dos sinais captados. Assim
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dor é uma sensacao desagradavel e experiéncia emocional associada com lesdo
tecidual ou potencialmente injuriante. Um outro fenémeno associado a dor é a
hiperalgesia inflamatoéria, que pode ser definida como uma resposta aumentada
a um certo estimulo, que em situagdo normal nao é nocivo. Esta resposta
aumentada é causada pela liberagio de mediadores inflamatérios produzidos no
local do tecido injuriado e que irao sensibilizar as fibras que levam as
informagdes dolorosas ao sistema nervoso central. As terminagbes nervosas
livres dos neurénios primérios responsaveis por captar e transmitir a informagao
nociceptiva desde a periferia até o sistema nervoso central sio denominadas
nociceptores. Eles sao encontrados em tecidos subcutdneos, musculos,

articulacoes e visceras (Bonica, 1990).

Os mediadores da dor inflamatéria, 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 sensibilizagao hiperalgésica como por exemplo
as prostaglandinas (Ferreira et al., 1991). No caso da hiperalgesia, ela possui dois
componentes: um mediado pelos metabélitos do 4cido aracd6nico e outro

mediado por aminas simpatomiméticas.

A BK é 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 através da carétida 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
torcao da cabega 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 torcao da cabega 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
algésico da BK mediado por receptores By, j4 que os antagonistas B, usados

bloquearam a resposta comportamental dos animais. Para a analise do efeito
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hiperalgésico 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 entio submetida a pressao variavel no
local da injegao. Era observado o limiar da retirada da pata, frente ao estimulo
mecanico. Assim apoés 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 B, foi observado maior
tempo de estimulo mecanico, quando comparado com patas tratadas somente
com BK. Estes dados mostram que a BK também apresenta um efeito
hiperalgésico e é mediado por receptor B.. Além de se demonstrar que a BK
aplicada exogenamente apresenta efeito hiperalgésico, foi testado o efeito da BK
produzida endogenamente. Para isto no dorso das patas dos animais foram
injetos com cristais de urato, por via intradérmica, 4 horas mais tarde as patas
receberam antagonistas da BK pela mesma via. O tempo para a retirada da pata
tratada com cristais de urato, frente ao estimulo mecéanico, 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 B, de BK
suportaram um tempo maior frente ao estimulo mecénico. Assim, os dados em
conjunto mostraram que a BK possui efeito algésico e hiperalgésico, ambos
mediado pelo receptor B, da BK. Tanto a BK produzida endogenamente, quanto
a BK aplicada exogenamente possuem um efeito hiperalgésico. Além disto a
perfusdo de cobaias com [3H] BK e posterior auto-radiografia identificou sitios
de ligacao para a BK nas vias neuronais relacionadas com a nocicepgao. Desta
maneira, ficou demonstrado o efeito algésico e hiperalgésico da BK e além disto

foi identificado receptores de BK no local de sua agao (Steranka et al, 1988).

Estudos subsequentes mostraram que além do receptor B, o receptor B;
também medeia hiperalgesia em animais que receberam estimulo lesivo. Neste

sentido, a regiao plantar de ratos foram expostas a radiagao ultra-violeta como
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estimulo lesivo. A hiperalgesia foi medida pelo tempo em que os animais
permitiam a exposigao das patas frente a estimulo térmico. Em animais nao
irradiados o agonista B;, des-Arg?-BK, e a prépria BK foram administrados por
via intraplantar e nao modificaram o tempo de retirada da pata frente ao
estimulo térmico. Por outro lado, animais que receberam a irradiagao prévia de
raios ultra-violeta mostraram um tempo menor para a retirada da pata, quando
foram pré-tratados com BK e o agonista B;. O pré-tratamento de animais
irradiados com antagonista B;, des-Arg?[Leu$]-BK aumentou o tempo de
retirada da pata frente ao estimulo de calor. Este efeito nao foi observado,
quando o animal irradiado foi pré-tratado com antagonista B,, HOE 140. Estes
resultados sugerem que no processo inflamatério desencadeado pela irradiagao
plantar dos animais, o receptor B; é modulado positivamente e estd envolvido na
hiperalgesia, enquanto que, neste modelo o receptor B: nao desempenha

nenhum papel (Perkins & Kelly, 1993).

Um conjunto de dados discutidos por Dray e Perkins em sua revisao
mostrou que o mecanismo hiperalgésico da BK foi atribuido a liberagao de
mediadores hiperalgésicos como prostaglandinas e citocinas induzidos pela BK

(Dray & Perkins, 1993).

6 - Fator de Necrose Tumoral - o.

2

TNF-o. também denominado de caquexina, é uma citocina produzida
principalmente por macréfagos ativados, foi originalmente identificada como
uma proteina com efeito tumoricida, envolvida na necrose hemorragica de
tumores sélidos transplantados em camundongos (Carswell et al., 1985).
Atualmente sabe-se que o TNF-o estd envolvido em muitos processos como
inflamagao e imunoregulagao, na defesa antiviral, choque endotéxico, caquexia,

angiogénese e mitogénese (Agarwal & Pocsik, 1992).
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O TNF-a é um dos dez membros da familia, cujos integrantes ativam
receptores relacionados estruturalmente. Os membros desta familia sao TNF-a,
linfotoxina o e B, Fas, fator de crescimento de nervos, CD40, CD27, CD30, OX-40
e 4-1BB. O termo “CD” (cluster of differenciation) refere-se a antigenos de
superficie celular, caracteristicos de uma determinada linhagem celular ou
estagio de diferenciagao e reconhecidas por anticorpos monoclonais. Este tipo de
marcagao permitiu a identificagao das células que participam nos diferentes
processos, seu estado de ativagao e fungao efetora. O antigeno Fas pode também
ser conhecido como CD 95, é expresso por diferentes tipos celulares e esta
envolvido na morte programada de células. O CD40 é expresso principalmente
por células B, desempenhando um papel na ativagao de células B pelo contato
com células T. Estudos indicam que o CD27 esta envolvido no crescimento de
células B, sao expressos por células T e talvez também por algumas células do
plasma. Nao se sabe a fungao do CD30, mas é conhecido que ele é expresso por
células T e B. Finalmente os dois antigenos menos conhecidos sao o OX-40 e o 4-
1BB. O 4-1BB é expresso por células T e macréfagos ativados, células
placentérias, renais, pulmonares e do misculo liso, quanto a sua fungao
biolégica parece desempenhar um papel co-estimulatério na ativagao de células
T. O OX-40 também parece desempenhar um papel co-estimulatério na ativagao
de células T e ainda na liberagao de citocinas durante a resposta imune (Gruss &

Dower, 1995).

Estruturalmente, os membros da familia do TNF consistem de trés cadeias
idénticas de polipeptideos, sao proteinas transmembranicas, efetuam uma
resposta quando em contato célula-célula e se ligam a somente um tipo de
receptor. As grandes excecoes desta familia do TNF sao o TNF-a e a linfotoxina
(também denominada de linfotoxina-o. ou TNF-f3). A linfotoxina é uma molécula
secretada na forma de um homotrimero, enquanto que os demais membros da
familia do TNF sao proteinas transmembréanicas. Por outro lado a linfotoxina-o

também se encontra ligada a membrana plasmatica através de uma proteina de
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membrana de 33 kDa, denominada de linfotoxina 3, o que vem de acordo com os
demais membros desta familia. O TNF-o também pode ser uma molécula
secretada ou uma molécula transmembranica (ver abaixo). Outra excegao que se
refere a linfotoxina e ao TNF-a. é que eles se ligam a dois tipos de receptores

distintos (Bazzoni & Beutler, 1996).

O TNF-a é uma molécula composta por trés monémeros idénticos de peso
molecular de 17kDa cada, que irao formar um trimero em forma de cone ou sino
(Jones et al., 1989; Eck et al 1988). A molécula precursora do TNF-a é
inicialmente expressa como uma molécula de 26kDa, ancorada a membrana
celular e ap6s ser quebrada por enzimas dara origem a forma madura de 17KDa.
Gearing e colaboradores mostraram que a quebra da molécula de TNF-a de
26kDa para formar o TNFa solavel se d4 por uma enzima semelhante a uma
metaloproteinase. Esta observacao foi demonstrada em leucécitos em cultura,
onde a quebra do TNF de 26kDa é impedida por inibidores de metaloproteinase.
Para reforgar estes dados, em estudos in vivo, observa-se que inibidores de
metaloproteinase, quando pré-injetados em ratos e posteriormente tratados com
endotoxina, impediu a liberagao de TNF-a na sua forma soltvel (Gearing et al,
1994).

Varios trabalhos, utilizando métodos experimentais distintos,
demonstraram que o TNF pode apresentar-se ancorado 4 membrana plasmatica
(Chensue et al, 1988) de diferentes tipos celulares como células de Kupfer,
macréfagos esplénicos, alveolares e peritoniais (Decker et al, 1987). Além disto
mostraram também que o TNF membranar exerce atividade citotéxica. Para isto
as diferentes populagdes de macréfagos foram estimuladas com LPS, IFN-y ou
tioglicolato. Apés a estimulagao destas células, elas foram fixadas e ensaiadas
sobre linhagens celulares sensiveis ao TNF ( WEHI 164 e L.929). Observou-se que
os macroéfagos fixados de diferentes populagées sao capazes de lisar tanto a
WEHI 164, quanto L929 e o anticorpo monoclonal anti-TNF impediu a agao

citotéxica do TNF membranar dos macréfagos. Estes dados indicam que o TNF
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estd preso a membrana plasmatica e exerce atividade citotéxica (Decker et al,
1987, Kriegler et al, 1988). Ficou demonstrado entao que o TNF de 26 kDa é uma
molécula transmembranar e é precursora do TNF soltvel de 17kDa, ambos tipos
de TNF possuem atividade citotdxica.

Além do TNF membranar de 26kDa, foi demonstrado que o TNF de 17
kDa pode também estar preso a membrana plasmatica e exercer atividade
citotéxica. Luettig e Barouche extrairam as membranas de células ativadas e as
ensaiaram sobre células sensiveis ao TNF, mostrando que elas exercem atividade
citotéxica, mas a andlise do peso molecular do TNF preso a estas membranas
mostrou que o TNF em estudo tem o peso molecular de 17kDa. Quando as
membranas extraidas dos macréfagos ativados foram submetidas ao tratamento
com solugdes de baixo pH ou solugdes com alta concentragao de sais, observou-
se que a atividade citotoxica destas membranas, apés estes tratamentos, diminui,
e que a incubagao destas membranas com TNF recombinante restabeleceu a
atividade citotéxica das membranas. Demonstrou-se entao que o TNF de 17kDa
também pode estar ligado a membrana plasmaética. Foi entao sugerido que o
TNF pode estar preso a membrana através, ou de uma proteina de ancoragem,
ou de um “receptor irresposivo” ao TNF a ele ligado. Este fendmeno foi
observado somente em macréfagos ativados. Foi proposto entao que macréfagos
ativados podem aumentar o nimero deste “receptor irresposivo” em que o TNF
de 17kDa se liga, ou ainda aumentar a afinidade do TNF a este “receptor”. Além
disto mostrou-se que o TNF ligado ao “receptor” tem atividade citotéxica sobre
células L929 (Barouche, 1988; Luettig, 1989). Dados adicionais para este receptor
como: peso molecular, a existéncia ou nao deste receptor na sua forma solavel
etc.. nao foram encontrados em literatura.

Sugere-se entao que o TNF-o. pode se apresentar de duas maneiras:
soltivel, com peso molecular de 17kDa, ou associado a membrana plasmatica,

apresentando peso molecular de 26kDa. O TNF de 17kDa, além de sua forma
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soltivel, pode estar ligado a um “receptor irresponsivo”, ser expresso somente

em células ativadas e apresentar também atividade citotoxica.

6.1 - Receptores de TNF-o

Assim como o TNF-a pertence a uma familia de ligantes, os receptores
para TNF a também pertencem a esta familia. Acredita-se que todos os membros
desta familia de receptores sao proteinas transmembranicas que consistem de
duas subunidades idénticas. Esta familia é definida por uma regiao rica de
aminoécido cisteina, que recorre ao meio extracelular de trés a cinco vezes e o
dominio intracitoplasmético é mais extenso do que o extracelular. Alguns
membros desta familia de receptores possuem uma sequéncia intracelular de 60
residuos, denominados de dominio morto (Beutler & van-Huffel, 1994; Bazzoni
& Beutler, 1996).

A vasta gama de efeitos biolégicos do TNF-o. pode ser explicada pela
presenca de receptores para TNF em quase todos os tipos de células nucleadas.
Atualmente se conhecem dois tipos de receptores para TNF-o, um deles é
denominado de p55, TNF-R55, TNFR1, TNFRB 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 dissertagao os dois tipos de receptores seriao
referidos como p55 e p75.

Existem diferencas em relagao a regulagao dos genes que irao expressar
estes receptores, experimentos realizados em células B e T, macréfagos e células
epiteliais de linhagem mostraram que o gene para o receptor p55 nao é induzido
por fatores ex6genos como mitégenos, LPS ou IL-2, indicando que este gene é
controlado por um promotor nao induzivel. Por outro lado, estes mesmos tipos
celulares e mesmos fatores exégenos foram capazes de induzir a expressao do

gene para o receptor p75. A grande variabilidade no niimero de receptores p75 e
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p55 pode ser atribuido aos intimeros fatores externos que regulam a expressao
para o receptor p75 (Vandenabeele et al, 1995).

Atualmente a fungao especifica para cada um dos receptores permanece
obscura. Anticorpos para o receptor p55 e p75 sao capazes de inibir parcialmente
a atividade citotoxica em células tumorais e a expressao de moléculas de adesao
em células endoteliais, sugerindo que ambos os receptores exercem as mesmas
fungoes. Entretanto estudos de ligacao do TNF-a a seus receptores mostraram
diferenga na cinética de associagdo e dissociagdo a cada um destes receptores, foi
proposto entao o modelo da “passagem do ligante”. Este modelo propde que o
TNF o em baixas concentragoes se liga preferencialmente ao receptor p75, ja que
dados anteriores mostraram que a molécula de TNFo tem maior afinidade ao
receptor p75, ap6s a ligagao da molécula a este receptor, ela é levada até 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 concentragoes é capaz de
exercer sua atividade proé-inflamatéria (Vandenabeele et al, 1995; Tartaglia &
Goeddel, 1992; Bazzoni & Beutler, 1996).

Uma outra caracteristica dos receptores para TNF é a presenga de formas
soltiveis do receptor p75 e p55. Esta forma soltavel para cada um dos receptores
foi inicialmente identificada no plasma e na urina de pacientes com cancer.
Nophar et al. observaram formas soltveis do receptor p55 em células infectadas
com o cDNA para o receptor de TNF p55. Estas dados sugerem que o mesmo
gene é responsavel pela transcri¢ao tanto do receptor solivel quanto para a
forma membranar. Assim a célula deve possuir mecanismos que permitam a
liberagao do receptor membranar, transformando-o em solivel. Com a liberagao
do receptor pode haver supressao da resposta ao TNF, tanto na célula que libera
o receptor solivel, quanto na célula alvo, pois as células que liberam o receptor
solivel possuirao menos receptores intactos, consequentemente passarao a

responder menos ao TNF. Nas células alvo o receptor liberado se ligard ao TNF
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soltvel, inativando-o. Sugere-se entao que os receptores soltveis para TNF

possam desempenhar um mecanismo de regulagao do TNF (Nophar et al, 1990).

6.2 - Atividades biolégicas do TNF-a soliivel e membranar.

Atualmente comegou a se definir quais as atividades biolégicas que cada
tipo de TNF-a, solivel e membranar, podem exercer. Lopez-Cepero et al. para
demonstrarem que o TNF membranar exerce atividade citotéxica, procederam
da seguinte maneira: células B procedentes de camundongos portadores de
tumor foram coincubadas com células de linhagem sensiveis ao TNF (WEHI 164
e L929). Observou-se lise das células alvo quando em contato com células B de
animais portadores de tumor, confirmado com o anticorpo anti-TNF, que inibiu
a atividade citotoxica. Esta atividade citotéxica nao foi observada em células B
provenientes de animais normais. Demonstraram entao que o TNF membranar
esta envolvido no mecanismo citotéxico exercido por células B (Lopez-Cepero et
al, 1994).

Além da atividade citotéxica do TNF membranar, sugere-se que ele
exerca 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 préprio
desenvolvimento, para isto foi analisado a cinética do crescimento do tumor.
Demonstraram que as células capazes de produzir somente o TNF membranar
nao evocou resposta do hospedeiro contra o crescimento deste tumor. Em
contrapartida, a mesma linhagem tumoral geneticamente modificada para
produzir TNF solavel 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 uma atividade local, enquanto que o soltivel induz uma

resposta sistémica.
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Alguns trabalhos tém mostrado que TNF-o membranar e solavel tem
afinidades diferentes pelos dois receptores para TNF. Grell et al. demonstraram
que o TNF-a membranar é superior ao soluvel em ativar o receptor p75 para
efetuarem respostas como a ativacao de células T, proliferacao de timdcitos,
producao do fator estimulador de macréfagos e granuldcitos (GMCSF) (Grell et
al.,, 1995). Dados adicionais a este respeito foram obtidos por Decoster e
colaboradores. Células L929 foram construidas para expressarem somente o TNF
membranar ou ainda expressam o TNF membranar e soliivel. 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 proliferagao celular e produgao de GM-CSF.
Por outro lado, diferengas na ativagao dos receptores pelos dois tipos de TNF
foram observadas. Na apoptose o TNF membranar foi menos efetivo do que o
TNF solavel. £ sabido que a apoptose é mediada pelo receptor p55 e o TNF, em
baixas concentragdes, pode facilitar a apoptose através 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 inflamatéria

Atualmente muitos trabalhos tém mostrado a participagao de citocinas na

hiperalgesia inflamatéria através do uso de diferentes modelos experimentais.

Em 1988 Ferreira e colaboradores mostraram a participagao da IL-1 na
hiperalgesia. A injegao intraplantar de IL-1 em ratos desencadeou a hiperalgesia,
quando foi utilizado o método de Randall-Selitto modificado, sendo que tal
efeito hiperalgésico é antagonizado pelo tripeptideo andlogo a IL-1 (Ferreira et

al, 1988). Ainda neste trabalho, mostrou-se o envolvimento das prostaglandinas,
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através do pré-tratamento dos animais com indometacina. Comega entao uma
série de estudos que irao mostrar como as interleucinas participam na

hiperalgesia inflamatoéria.

Em 1991, Cunha e colaboradores, através do tratamento intra-plantar de
ratos e medida a hiperalgesia através do método de Randall-Selitto modificado,
mostraram que a IL-8 também possui um efeito hiperalgésico. Além disto o pré-
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 simpatomiméticas (Cunha et al. 1991). Umas das propriedades
das citocinas é sua capacidade de induzir sua prépria liberagao ou ainda a
liberagao de outras citocinas (ver tépico citocinas). Em 1992, Cunha e
colaboradores mostraram que o TNF e IL-6 siao também hiperalgésica. Além
disto a hiperalgesia induzida pela IL-6 foi bloqueada pelo pré-tratamento dos
animais com indometacina. O pré-tratamento intra-plantar em ratos com
anticorpo anti-TNF aboliu totalmente o efeito hiperalgésico da carragenina,
mostrando que o TNF desempenha um papel precoce e crucial no
desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela carragenina. Demonstrou-se
entao a seguinte sequéncia de eventos: TNF induz a liberagao IL-1, IL-6 e IL-8. A
IL-6 e a IL-1 induzem a liberagao de produtos da ciclooxigenase desencadeando
o componente prostaglandinico da dor e a IL-8 ativa a via simpatica da
hiperalgesia inflamatéria através da inducao da liberagado de aminas

simpatomiméticas (Cunha et al, 1992).

Comega ficar claro que a liberacao de mediadores como prostaglandinas
é posterior & liberagao de citocinas e que o TNF parece ser a primeira citocina a
ser liberada. Em 1993 foi demonstrado utilizando-se também o modelo de
Randall-Sellito modificado, que a BK, além de ser um mediador direto da
hiperalgesia, ela é capaz de induzir a liberacao de TNF, pois quando ratos eram
pré-tratados com anticorpo anti-TNF e seguidos de tratamento com a BK, houve

aboligao total do efeito hiperalgésico da BK (Ferreira, 1993). Propds-se entao que
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ap6s o estimulo injuriante ha a produgao e liberagao de BK , por sua vez, a BK
induz a liberacio de TNF e este induz a liberacao de outras citocinas e

mediadores que participam da hiperalgesia inflamatéria.

Outros laboratérios também mostraram o envolvimento de citocinas na
hiperalgesia. Watkins et al mostraram que o TNF-a possui efeito hiperalgésico
quando administrado por via intraperitoneal. O método utilizado para avaliar a
hiperalgesia foi o teste de retirada de cauda, através do qual é analisado o limiar
para a retirada da cauda frente ao estimulo térmico. A administragao
intraperitoneal de TNF-a reduziu a laténcia para a retirada da cauda, mostrando
o efeito hiperalgésico do TNF-a.. Além disto a administragao de antagonista para
o receptor de IL-1B bloqueou a hiperalgesia induzida pelo TNF, demostrando
que a hiperalgesia provocada pelo TNF é devido a liberagao de IL-1p (Watkins et
al, 1995)

Além dos dados de nosso laboratério que sugerem que a BK induz
liberacao de citocinas como a IL-1, IL-6 IL-8 e TNF que irao participar do
processo hiperalgésico, outros dados de literatura tém demonstrado que a BK
também induz a liberagao de citocinas em outros modelos experimentais. O
estudo pioneiro que mostra a relagio entre BK e citocinas foi realizado por
Tiffany e Burch. Duas linhagens macrofégicas foram incubadas com BK e no seu
sobrenadante as citocinas foram quantificadas. Foi demonstrado que as duas
linhagens macrofégicas (P388-DI, RAW 264.7) foram capazes de liberar TNF e
IL-1, quando estas células eram incubadas com BK. A incubagao dos macréfagos
com antagonista B; para o receptor da BK impediu a liberacao de TNF para o
sobrenadante, sugerindo que na liberagao de TNF pelas linhagens macrofégicas

e estimuladas com BK, o receptor B; estd envolvido (Tiffany & Burch, 1989).

Mais recentemente, outro dado de literatura mostrou que a BK é capaz de
liberar outras citocinas, além 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 contraidos com BK em diferentes
concentragdes e as citocinas liberadas no banho foram quantificadas. Observou-
se a liberagao de IL-1, IL-2 e IL-6 em diferentes concentragdes e ainda receptores
soltveis para IL-2 e tragos de receptores soliiveis de IL-3. Estes dados indicam
que este tecido quando estimulado com BK também libera citocinas (Paegelow et
al, 1995). Por outro lado nao foi observado a liberagao de TNF para o banho de
6rgaos. Este fato vem reforgar os objetivos deste trabalho, o qual se propde a
verificar se a BK é capaz de induzir a liberagao de TNF.

Como foi exposto anteriormente dados de nosso laboratério sugerem que
a BK induz a liberagao de citocinas como, TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-8, que
participam da hiperalgesia, demonstrados no modelo in vivo. Além disto a BK
também induz a liberagao de citocinas em segmentos de pulmao e linhagens
macrofagicas. Estes dados sugerem a capacidade da BK em induzir a liberagao

de diversas citocinas.



OBJETIVOS




Assim este trabalho propde basicamente:

1 - demonstrar que a BK induz liberagao in vitro de TNF-ot por macréfagos,

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

3 - estudar os tipos de receptores de BK que estao envolvidos na indugao 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 gramas, provenientes do biotério central da Universidade de Sao

Paulo, campus de Ribeirao Preto e mantidos em sala com temperatura

controlada entre 23 - 25 °C, com livre acesso a 4gua e ragao

2- Meio de cultura RPMI 1640 suplementado:

RPMI 1640 10,40 g (Sigma)

Bicarbonato de S6dio 2,2g (Reagen)

Antibioticos (100U/ml de Penicilina e 100 pg/ml de
Estreptomicina)

Soro Bovino Fetal 10% de SBF (Sigma)

Agua desionizada q.s.p. 1000 ml
O pH foi ajustado para 7,4 com HCl 6 N e o meio foi esterilizado por filtro de
miliporo de 0,22 pM antes do uso.

3 - Solugades.

3.1- Solugao de Turk

Acido acético glacial 20,0 m1 (Merck)
Azul de Metileno 0,5 g (Merck)
Agua destilada 1000 ml

3.2- Solugao de Lipopolissacarideo (LPS)
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Lipopolisacarideo purificado de Escherichia coli (Difco) foi estocado em
freezer -70°C, na concentracao de 1 mg/ml, diluido em PBS. Antes do uso a

solugao era submetida a sonicagao por 5 min.

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

Solugao estoque era de 5 mg/ml diluida em PBS, esterilizada em filtro de

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

4 - Drogas
Todas as drogas utilizadas neste trabalho foram preparadas

imediatamente antes do uso, com excegao da Bradicinina (BK).

4.1- Bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gli-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) (Sigma).
Solugao estoque desta droga foi preparada em solugao acida de HCI

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

momento do uso esta solugao era diluida em RPMI sem SBF.

4.2- antagonista B, (des-Argg, [LeuB]-Bradicinina) (Sigma).

Diluida em RPMI sem SBF, ao abrigo da luz.

4.3- antagonista By HOE 140 (Hoechst)

Diluida em RPMI sem SBF, ao abrigo da luz.

4.4- Agonista B, (des-Arg?-Bradicinina).
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Diluida em RPMI sem SBF, ao abrigo da luz

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 injeao nos animais

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

7 - Citocinas e anticorpo

7.1- TNF: TNF-o. recombinante murino, céd. 87/640, obtido de NIBISC . Cada

ampola continha 150.000 UI/pg de proteina.

7.2 - IFN: IFNy recombinante murino, obtido da NIBISC. Cada ampola continha
3x10° UI/ ml.
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7.3 - Anticorpo policlonal anti-TNF-o:: gentilmente cedido por Dr. Eddie Liew,

Universidade de Glasgow, Reino Unido.

8 - Obtencao de Macréfagos Peritoneais de camundongos.

Os animais eram tratados com adjuvante completo de Freund (ACEF),
0,3ml, administrados intraperitonealmente (i.p.). Este tratamento era feito
somente uma vez e apds 14 dias os animais eram sacrificados em cidmaras de
éter. O peritdonio destes animais era lavado com 5 ml de RPMI estéril. 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 células prosseguiu-se da seguinte maneira: 20
ul de amostra celular foi diluida em 380 pl da solugao de Turk e contadas em

camaras de Neubauer. Dilui¢ées necessédrias eram feitas para que se obtivesse

107 células/ ml/ poco e colocava-se estas células em placas de 6 pogos.

As células eram incubadas em estufa de com 5% de CO,, a temperatura de

37 °C por um periodo de 18 horas. Na primeira hora de incubagio as células
eram lavadas com RPMI completo e nova lavagem era realizada uma hora antes

da incubagao com as drogas.

9 - Estimulacao in vitro dos Macréfagos

A monocamada de macréfagos previamente lavada era incubada por 30

minutos com:

a - meio RPMI sem soro bovino fetal (controle);
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b - antagonista para receptor B; da bradicinina, des-Arg®-[Leu®]-BK, nas

concentracoes de 6, 24 e 48 uM;

c - antagonista para receptor B2 da bradicinina, HOE 140, nas concentragoes de 6,

24 e 48 pM.

Subseqiientemente, as células provenientes dos diferentes tratamentos

eram incubadas por 4 h com:
d - Bradicinina (3 pM) e captopril (1 pM);
e- LPS (20 ng/ml) e IFN y (100 U/ml)

f - agonista para receptor B; da BK, des-Arg®-BK, nas concentracoes de 1,3 e 9

pM.

Apbs este procedimento os sobrenadantes e as membranas eram
preparados para quantificagdo do TNF soltivel e do TNF associado a membrana

dos macréfagos.

10 - Obtenc¢ao dos Sobrenadantes de Macréfagos

Os sobrenadantes dos macréfagos eram centrifugados a 300 g, por 5

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

eppendorfs e estocados em freezer - 70°C até o momento do ensaio de

bioatividade.

11 - Extracao das Membranas dos Macréfagos

A extragdo das membranas baseou-se em Bakouche et al (Bakouche et al,

1988). Aos pogos livres de seus sobrenadantes e lavados com PBS foi
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acrescentado 500 pl de dgua gelada para lisar as células, seguido da retirada dos
macroéfagos aderentes com utensilio préprio (cell scraper). Este procedimento era
repetido por mais duas vezes para que se pudesse retirar o maior nimero de
células possiveis. O lisado era incubado por uma hora em banho de gelo e a cada
15 minutos submetia-os a vigorosas agitagdes durante 1 minuto. Logo apés este
periodo as amostras eram centrifugadas a 800 g por 5 minutos e desprezava-se o
material sedimentado. O sobrenadante era novamente submetido a centrifugacao
com 17.000 g, por 40 min. Este material era entao ressuspendido em 800 pl de
RPMI completo e estocado em freezer - 70 9C até o momento do ensaio de

bioatividade.

12 - Ensaio Biolégico para Detecgao da Atividade do TNF.

A atividade de TNF foi medida através do ensaio de citotoxicidade sobre
as células sensiveis ao TNF, WEHI 164, clone 13, conforme descrigao de Espervik
& Nissen Mayer (1986). As células foram cultivadas em meio RPMI completo.

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

pocos, numa concentragao 2x10* células/pogo em um volume de 50 pl/pogo. As

amostras a serem testadas (50 pl) foram adicionadas aos pogos e incubadas
durante 20h a 37° C em estufa de COz‘ Apos este periodo, 10 pl de MTT, numa

concentracao de 5 mg/ml em PBS foi adicionado a cada pogo e as placas
deixadas em incubagao por mais 4 h. A seguir 100 pl de isopropanol com 0,04 N
HCI foi adicionado a cada pogo, logo apds dissolugao completa dos cristais de
formazan, as placas foram lidas em leitor de ELISA no comprimento de onda de

570 nm
O percentual de células mortas foi determinado da seguinte forma:

% células mortas = 100 - densidade 6ptica dos pocos em amostra x 100

densidade 6ptica dos pogos controle
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Nos ensaios que foram usados soros anti-TNF foi colocado 50 pl de

suspensao celular, 40 pl de amostra e 10 pl de soro.

TNF recombinante murino utilizado como padrao tem atividade
especifica de 7x107 U/ mg de proteina segundo dados do fabricante. Este TNF foi
usado em vérias concentragdes em cada ensaio, com base nos quais calculavamos
a atividade do TNF presente na membrana e no sobrenadante dos macréfagos

em termos de ng/ml.

Os dados da figura 3 (ver resultados) nos mostraram que anticorpo anti-
TNF-a bloqueou a atividade citotéxica das membranas e do sobrenadante de
macréfagos incubados com BK e LPS associado ao IFN-y, demonstrando que esta
atividade citotoxica trata-se, pelo menos em parte, de TNF-a.. Desta maneira os
resultados deste trabalho obtidos através da atividade citotéxica observada nas

membranas e sobrenadante serdo referidos como TNF-oo membranar e soltvel.

13 - Analise Estatistica.

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o teste ANOVA, seguido do
teste de correcao de Bonferoni. Estabeleceu-se o nivel de significincia em 5%

(p<0,05).



RESULTADOS
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1 - Producao do Fator de Necrose Tumoral por macréfagos peritoneais de

camundongos estimulados com bradicinina

Para se estudar a capacidade da bradicinina em induzir a expressao de
TNF-oo membranar e TNF-a solivel por macréfagos de camundongos tratados
com adjuvante completo de Freund (ACF), diferentes concentragoes de BK
(0,006-6 M) na presenca de captopril (1 ptM) foram adicionadas aos macréfagos.
Observou-se que a bradicinina induz tanto a expressao de TNF membranar
quanto a liberagao de TNF soldvel, ambos dose dependente (figura 1). A partir
da concentragao de 0,5 tM de bradicinina a liberagao de ambos os tipos de TNF
foi estatisticamente significante. £ interessante observar que a quantidade de
TNF membranar e soltvel produzidos por macréfagos e induzido pela BK é
semelhante a quantidade produzida por macréfagos incubados com LPS mais
IFNy. Estes dados nos mostram que o TNF produzido por células estimuladas
com BK é relevante além de ser estatisticamente significante em relacao ao RPML
Como controle positivo, os macréfagos foram tratados com LPS mais IFNy e
observamos que este estimulo, assim como a bradicinina, também é capaz de

induzir a liberagao de TNF solivel e a expressao de TNF membranar.

2 - Cinética da produgiao de TNF por macréfagos estimulados com Bradicinina

ou LPS

Macréfagos foram incubados com RPM]I, BK (3 M) mais captopril (1 uM),
ou LPS mais IFNy durante 1, 2 ou 4 horas. A figura 2 nos mostra que o perfil de
liberacao de TNF membranar e produgao de TNF soltivel é semelhante entre os
grupos incubados com BK/captopril e LPS/IFNy. Macréfagos incubados com
BK/captopril produziram ambos os tipos de TNF ja a partir da primeira hora de
incubagao e na quarta hora foi observado o pico de producao. Da mesma

maneira macréfagos incubados com LPS/IFNy também produziram TNF a partir
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da primeira hora e na quarta observou-se o pico da liberagao de TNF membranar
e produgio de TNF solavel. Em relagio ao grupo incubado com RPMI
observamos que o tempo de cultura nao induziu as células a produzirem TNF
membranar e soltvel. Experimentos adicionais foram realizados incubando-se as
células por periodos mais longos (8, 12 e 24 horas), mas foi observado que
intensa morte celular, jA que no periodo de incubagao das células com os

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

BK da agao das cininases.

3 - Anticorpo policlonal anti-TNF inibe a atividade citotéxica do TNF

produzido por macréfagos peritoneais de camundongos.

Com o objetivo de investigarmos se a atividade citotéxica medida por este
ensaio é devido a presenga de TNF, um anticorpo policlonal anti-TNF (25 pl/ml)
foi adicionado as amostras. A atividade citotéxica do TNF membranar e o
solivel induzidos por BK/captopril foram inibidas em 70 e 67%,
respectivamente. O mesmo observou-se quando macréfagos foram incubados
com LPS/IFNy, a atividade citotéxica foi inibida em 100 e 62%, respectivamente
(figura 3). Como controle o anticorpo policlonal anti TNF-a. murino neutralizou
85% da atividade biolégica do TNF a recombinante murino, na concentragao de

700ng/ml.

Baseados nos resultados acima descritos, este trabalho referira a atividade
citotoxica das membranas e sobrenadante de macréfagos estimulados com BK ou

LPS mais IFN-y como TNF-o. de membrana e TNF-a soltvel.
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Figura 1: Produ¢ao do Fator de Necrose Tumoral (TNF) por macréfagos
peritoneais de camundongos estimulados com bradicinina. Macréfagos
peritoneais obtidos de camundongos (7 X 106 células/ml/pogo) foram incubados
com RPMI; LPS (20 ng/ ml) mais IFN (100 U/ ml) ou BK (doses indicadas) na
presenga de captopril (1nM) por 4 horas. As concentragdes de TNF membranar
(ng/ 7x10°5 células; painel A) e de TNF solavel (ng/ml; painel B) foram
determinadas 4 horas ap6s os estimulos. Resultados sao expressos como a média
t erro padrao da média por experimento, realizados em quadruplicata de trés
experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o RPMI (ANOV A seguido
do teste de correcao de Bonferroni)
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Figura 2: Cinética da producio de TNF por macréfagos estimulados com
Bradicinina ou LPS. Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos (7 X 106
células/ml/pogo) foram incubados com RPMI; LPS (20 ng/ ml) mais IFN (100
U/ml) ou com BK (3 M) na presenca de captopril (1 uM) por 1, 2 ou 4 horas e as
concentragoes de TNF membranar (ng/ 7x105 celulas; painel A) e de TNF solavel
(ng/ml; painel B) foram determinadas 4 horas apds os estimulos. Resultados sao
expressos como a média + erro padrao da média por experimento realizados em
quadruplicata de trés experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o
RPMI (ANOVA seguido da correcao do teste de Bonferroni)
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Figura 3: Anticorpo policlonal anti-TNF inibe a atividade citotéxica do TNF
membranar e solivel. Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos (7X106
células/ml/pogo) foram incubados com RPMI; LPS (20ng/ml) e IFN (100U /ml)
ou com BK (3p) na presenca de captopril (1uM) por 4 horas. A atividade do TNF
no sobrenadante ou nas membranas foram determinadas na presenga (+) ou na
auséncia (-) de anticorpo policlonal anti-TNF (25ul/ml). As barras indicam a
concentragdo de TNF membranar (ng/ 7x105cels; painel A) e de TNF soluvel
(ng/ml; painel B). Resultados sdao expressos como a média + erro padrdo da
média por experimento realizados em quadruplicata de trés experimentos
independentes. *P<0,05 comparado com o RPMIL. A P<0,05 comparado com BK
mais captopril ou LPS mais IFN (ANOVA seguido do teste de corregao de

Bonferroni).
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4 - BK induz expressio de TNF membranar e liberacio de TNF soliavel
somente em animais expostos a um pré-estimulo com adjuvante completo de

Freund.

Para estudar se somente macréfagos peritoneais de camundongos pré-
tratados com ACF capazes de produzir TNF apés incubagao com BK, macréfagos
peritoneais de animais normais também foram estudados. Os macréfagos de
animais normais foram incubados com BK (3 pM) mais captopril (1 pM). A
figura 4 nos mostra que macréfagos peritoniais provenientes de animais
normais, quando incubados com BK (3 uM) e captopril (1 tM) nao sao capazes
de expressar TNF membranar e liberar TNF solavel. Por outro lado macréfagos
obtidos de animais pré-tratados com ACF foram capazes de produzir tanto o
TNF membranar, quanto o TNF solavel (figura 4). Como controle positivo,
macréfagos provenientes de animais normais e animais pré-tratados com
adjvante de Freund foram incubados com LPS e IFN, observou-se que ambos os
tipos de TNF foram produzidos tanto por macréfagos de animais normais,

quanto por macréfagos de animais pré-tratados.

5 - O papel dos receptores B, e B; na expressao de TNF membranar e liberagao

de TNF soliivel por macréfagos estimulados com bradicinina.

5.1 - Antagonista para receptor B, da bradicinina (HOE 140) bloqueia a
expressao de TNF membranar, mas nao interfere na liberagao de TNF solavel

por macréfagos estimulados com bradicinina.

Com o objetivo de investigarmos qual o receptor de BK que estaria
envolvido na indugao de TNF membranar e soltavel por macréfagos tratados

com BK, o antagonista para o receptor B,, HOE 140, nas concentragoes de 6, 24 e



37

48uM foi testado. A pré-incubagao das células por 30 minutos com o HOE 140
seguida da incubagao de BK mais captopril inibiu parcialmente a expressao de
TNF membranar em todas as concentragdes utilizadas (figura 5, painel A). Por
outro lado, este antagonista, nas concentragoes usadas nao impediu a liberagao
de TNF solavel (figura 5, painel B). Como controle a pré-incubagao de HOE 140
na concentragao de 48uM seguida da incubacao dos macréfagos com LPS e IFN
nao interferiu nem na expressao de TNF membranar e nem na liberagao de TNF

solavel.

5.2 - O Antagonista para receptor B; da bradicinina, (des-Arg’-[Leu’|-

bradicinina), nao interfere na produg¢ao de TNF.

A investigacao subseqiiente para se tentar identificar qual o receptor que
estaria envolvido no fenédmeno de producao de TNF por macréfagos incubadas
com BK, macréfagos foram pré-incubados por 30 minutos com antagonista By,
des-Arg?, [Leu®]-bradicinina, nas concentracdes de 6, 24 e 48 M. Diferentemente
do que se observou com o antagonista Bz, o antagonista By, nas concentragoes
usadas, nao interferiu na expressio de TNF membranar e liberacao de TNF
solivel (figura 6). Como controle a pré-incubagao do antagonista Bi na
concentragao de 48uM, seguida da incubagao dos macréfagos com LPS e IFN nao

interferiu na expressao de TNF membranar e na liberagao de TNF soldvel.
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Figura 4: BK induz expressao de TNF membranar e liberagao de TNF soldavel
somente em animais expostos a um pré-estimulo com ACF. Macréfagos
peritoneais obtidos de camundongos normais ou pré-tratados com adjuvante
completo de Freund (ACF) (7 X 106células/ml/pogo) foram incubados com
RPMI; LPS (20 ng/ml) mais IFN (100 U/ml) ou com BK (doses indicadas) mais
captopril (1 pM) por 4 horas. As concentracdoes de TNF membranar (ng/7 x
10°celulas; painel A) e TNF soliavel (ng/ml; painel B) foram determinadas 4
horas apés os estimulos. Resultados sdao expressos como a média * erro padrao
da média por experimento, realizados em quadruplicata de trés experimentos
independentes. *P<0,05 comparado com o RPMI (ANOVA seguido do teste de
corregao de Bonferroni).



300 _— R —- 500
Membranas A Sobrenadantes B
,-\250 "~ -1 400
ol ol
o 200 |- .
E 300 ?E”
E” 150 2
£ 200 &
% 100 |- Z
—
50 |- % 100
0 N 3 ’/ 0
5 g 5 0 6 448 3 Z S
& % 22 HOE10 @My & g £3 HOE 140 (nM)+
- 2 BK (3 M) + 8 BK (3 pM)
g8 58
X x
+ +

Figura 5: Antagonista para receptor B2 da bradicinina (HOE 140) bloqueia a
expressao de TNF membranar, mas nao interfere na liberacao de TNF solivel
por macrofagos estimulados com bradicinina. Macréfagos peritoneais obtidos
de camundongos tratados com adjuvante completo de Freund (7 X 106
células/ml/pogo) foram incubados com RPMI; LPS (20 ng/ml) e IFN (100 U/ml)
com ou sem HOE (6-48 nM); BK (3 uM) na presenga de captopril (1 ;tM) com ou
sem HOE (6-48 uM) por 4 horas. HOE foi adicionado aos pogos 30 minutos antes
dos outros estimulos. As barras indicam a concentracao de TNF membranar
(ng/7 x 105cels; painel A) e de TNF solivel (ng/ml; painel B). Resultados sao
expressos como a média * erro padrao da média por experimento realizados em
quadruplicata de trés experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o
RPMI. A P<0,05 comparado com BK mais captopril. (ANOVA seguido da
correcao do teste de Bonferroni).
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Figura 6: O Antagonista para receptor B; da bradicinina, (des-Arg® [Leu?| -
bradicinina), nao interfere na produgao de TNF. Macréfagos peritoneais
obtidos de camundongos (7X106células/ml/pogo) foram incubados com RPMI;
LPS (20ng/ml) e IFN (100U/ml) com ou sem antagonista B, (6-48uM); BK (3uM)
na presenga de captopril (1uM) com ou sem antagonista B; (6-48.M) por 4 horas.
des-Arg®, [Leu]3-bradicinina foi adicionado aos pogos 30 minutos antes dos
outros estimulos. As barras indicam a concentracao de TNJY membranar (ng/
7x105cels; painel A) e de TNF solavel (ng/ml; painel E). Resultados sao
expressos como a média + erro padrao da média por experimento, realizados em
quadruplicata de trés experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o
RPMI (ANOVA seguido do teste de corregao de Bonferroni).
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5.3 - Efeito do agonista B;, des-Arg’>-BK, na producio de TNF por

macrofagos de camundongos

Estudo com o agonista para receptor B; da BK, des-Arg?®- Bradicinina, vem
reforcar os dados anteriormente obtidos. Macréfagos peritoneais foram pré-
incubados com agonista B; nas concentragoes de 1, 3, 9 M, 30 minutos antes da
incubagao com BK (3 pM) mais captopril. Nestas concentragdes utilizadas, o
agonista nao foi capaz de induzir a expressao de TNF soltvel e a liberagao de

TNF membranar (figura 7).
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Figura 7: Efeito do agonista B1l, des-Arg®’-BK, na producgio de TNF por
macréfagos de camundongos. Macrofagos peritoneais obtidos de camundongos
(7X106células/ml/pogo) foram incubados com RPMI; LPS (20ng/ml) e IFN
(100U/ml) com ou sem agonista B; (6-48uM) ou BK (3uM) na presenga de
captopril (1nM) por 4 horas. Agonista B; des-Arg?-BK foi adicionado aos pogos
30 minutos antes dos outros estimulos. As barras indicam a concentragao de
TNF membranar (ng/ 7x105cels; painel A) e de TNF solavel (ng/ml; painel B).
Resultados sao expressos como a média + erro padrao da média por
experimentos realizados em quadruplicata de trés experimentos independentes.
*P<0,05 comparado com o RPMI (ANOVA seguido do teste de corregao de
Bonferroni).
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O envolvimento de citocinas na hiperalgesia é fendmeno bem
caracterizado por diversos autores. Cunha et al. (1992) demonstraram que o
efeito hiperalgésico do TNF-o administrado por via intraplantar e analisado pelo
método de Randall-Selitto modificado, da se através da produgao de IL-1-f3, IL-6
(que induzem a liberagao de produtos da ciclooxigenase) e IL-8 (induzindo a
liberacaio de aminas simpatomiméticas). Mais tarde Ferreira et al. (1993)
demonstraram que o pré-tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-a ou
antagonista B; para BK, HOE 140, aboliu o efeito hiperalgésico evocado pela
carragenina. Além disto, o anticorpo anti-TNF-o também bloqueou a
hiperalgesia induzida pela BK. Foi entao sugerido que o efeito hiperalgésico da
carragenina ocorre através da liberagao de BK, que estimula a liberacao de TNF-
.

Confirmando esta proposta o presente trabalho demonstrou que
membranas bem como sobrenadante de macréfagos peritoneais obtidos de
camundongos pré-tratados com adjuvante completo de Freund (ACF), incubados
in vitro com BK, possuem atividade citotoxica, determinados pelo método de
citotoxicidade em células WEHI 164 (figura 1). Apés uma hora de incubacao dos
macréfagos com BK ja se observou atividade citotéxica das membranas e dos
sobrenadantes, sendo que o pico desta atividade ocorreu 4 horas apds a
estimulacaio dos macréfagos com BK (figura 2). De maneira semelhante,
membranas e o sobrenadante de macréfagos estimulados com LPS em associagao
com o IFN-y apresentaram pico de atividade citotdxica 4h apés o estimulo (figura
2).

Com o objetivo de demonstrar que a atividade citotéxica das membranas
e do sobrenadante dos macréfagos incubados com BK é devido a presenga de
TNF-o, um anticorpo anti-TNF-a foi utilizado. Observou-se que este anticorpo
anti-TNF-a inibiu a atividade citotoxica das membranas e do sobrenadante de
macrofagos 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 membranas controle
(RPMI) (figura 3, painel A), evidenciando que o anticorpo foi efetivo em
bloquear o TNF-a de membrana, induzido pela BK. Da mesma maneira a
atividade citotéxica das membranas e do sobrenadante de macréfagos incubados
com LPS e IFN-y foi inibida em 100 e 62% respectivamente, na presenga de um
anticorpo anti-TNF-a (figura 3). Neste udltimo caso, apesar da atividade
citotéxica residual do sobrenadante ter sido maior do que o controle (RPMI), esta
diferenca nao foi estatisticamente significante. £ possivel que esta atividade
residual do sobrenadante dos macréfagos possa ser atribuida a outras citocinas
liberadas, como por exemplo TNF-B, visto que esta citocina pode ligar-se ao
receptor p55 e p75, embora com afinidades diferentes e efetuar resposta
citotéxica (painel B). O anticorpo anti-TNF utilizado nestes ensaios neutralizou
85% da atividade citotéxica de 700ng/ml de um TNF-a recombinante murino.
Em conjunto estes dados sugerem que a atividade citotéxica das membranas e do
sobrenadante de macréfagos peritoneais obtidos de camundongos pré-tratados
com adjuvante completo de Freund e incubados com BK é devida, pelo menos
em parte, ao TNF nas suas formas membranar e solivel. A linhagem celular
WEHI 164, clone 13, utilizada no ensaio de citotoxicidade, é sensivel tanto a
TNF-o membranar, quanto a TNF-a solivel (Luettig et al., 1989), o que reforga
nossas conclusdes. Assim os resultados deste trabalho confirmam a proposigao
feita anteriormente por Ferreira et al. (1993), de que o efeito hiperalgésico da BK
é mediado por TNF-a. Recentemente Tiffany & Burch (1989) demonstraram
também que as linhagens macrofdgicas P388-DI e RAW 264.7 liberam TNF-a
soluvel e IL-1 para o sobrenadante, quando incubadas com BK e que o
antagonista B; bloqueia a liberagdo destas citocinas. Nossos resultados
demostraram, entretanto, que além do TNF-a solivel, a BK induz a expressao de

TNF-o. membranar nos macréfagos peritoneais de camundongos pré-tratados

com ACF.
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Curiosamente, macréfagos obtidos de animais normais nao produziram
TNF-0. membranar e solivel, quando estimulados com BK (figura 4). Por outro
lado, quando o estimulo destas células foi o LPS associado ao IFNy, tanto
macrofagos peritoneais obtidos de animais pré-tratados com ACF, tanto aqueles
obtidos de animais normais produziram TNF de membrana e solivel. Pabst &
Johnston (1980) mostraram que macréfagos estimulados apenas com LPS foram
capazes de liberar citocinas em pequenas quantidades, quando estas células
foram expostas a um segundo sinal, por exemplo IFN-y, a quantidade de
citocinas liberadas foi maior. Assim, o fato de BK nao induzir a produgao de
TNF membranar e TNF solivel por macréfagos peritoneais obtidos de animais
normais, sugere que, assim como o LPS associado ao IFN-y, a BK necessita
também de um segundo sinal, que neste estudo é evocado por mediadores
endégenos (por exemplo citocinas) liberadas pela estimulagao do ACF, que agem
sinergicamente com a BK estimulando os macréfagos a produzirem TNF
membranar e solavel.

Para identificar-se qual(is) o(s) receptor(es) da BK envolvido(s) na
producdao de TNF membranar e soltivel por macréfagos, antagonistas e agonistas
para receptores B, e B, de BK foram utilizados. A expressao do TNF membranar
induzida pela BK em animais tratados com adjuvante completo de Freund, foi
bloqueada pelo antagonista B, HOE 140, enquanto que este antagonista nao
impediu a producao de TNF soluavel (figura 5). Sugerimos entao que o receptor
B: da BK esteja envolvido na expressaio de TNF membranar em macréfagos
estimulados com BK, mas nao medeia a produgao de TNF soliivel nesse sistema.
Podemos especular, portanto, que o receptor B, medeia eventos locais, através
da inducao da expressao de TNF membranar. Resultados obtidos em modelo de
hiperalgesia estao de acordo com os resultados obtidos in vifro para o
antagonista Bz, pois o pré-tratamento de animais com HOE 140 bloqueou a
hiperalgesia induzida pela BK, sugerindo que também neste sistema o receptor

B; esteja participando. E interessante observar que o tratamento intraplantar dos
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ratos com BK em dose baixa, mas suficiente para evocar hiperalgesia, nao induz
hiperalgesia na pata contralateral nao tratada. Sugerindo que o processo é
mediado por TNF membranar. Reforgando esta sugestao, sabe-se que a
administragao de baixas doses de TNF soltavel promove hiperalgesia em ambas
as patas do animal, fendmeno explicado pela efeito sistétmico do TNF solivel
(Cunha et al. 1992). Assim o resultado obtido in vitro de que o receptor B:
participa na expressao de TNF membranar pode explicar o efeito hiperalgésico
local da BK. Além disto, Karp et al (1992) demonstraram que uma linhagem de
fibrossarcoma 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 solivel
sofreu regressao tumoral em 28 dias, efeito que foi abolido com o tratamento
com anticorpo anti-TNF.

Na sequéncia do estudo de receptores envolvidos na produgao de TNF
induzidos pela BK, o receptor B; foi analisado. O antagonista B, des-Arg?,
[Leut]-bradicinina, nao bloqueou a produgao de TNF membranar e solavel,
sugerindo que o receptor By nao participa neste fendmeno (figura 6). Reforgando
esse achado, o agonista B;, des-Arg?-BK, nao induziu a expressao de TNF
membranar e producao de TNF solivel, confirmando os resultados obtidos com
seu antagonista, de que o receptor B: aparentemente nao participa na produgao
de ambos os tipos de TNF por macréfagos peritoneais de camundongos, obtidos
de animais pré-tratados com adjuvante completo de Freund e incubados in vivo
com BK (figura 7). Diferente dos resultados in vitro, dados nao publicados de
nosso laboratério demostraram o envolvimento do receptor B; na hiperalgesia. O
agonista B;, injetado por via intraplantar induziu hiperalgesia nos animais
(figura 8). Por outro lado, o antagonista B; bloqueou a hiperalgesia evocada pela
carragenina, BK e ainda pelo préprio agonista B;. Ficou demonstrado entao o

envolvimento do receptor B; no modelo de hiperalgesia (figura 9); além disto o
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pré-tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-o inibiu a hiperalgesia
evocada pela BK e também pelo agonista B;, evidenciando que o agonista B:
exerceu seu efeito pela liberagao de TNF-a, assim como a BK o faz (figura 10).
Portanto, ha diferenga de envolvimento dos receptores da BK quando
comparamos o modelo in vitro do presente trabalho e o modelo in vivo de
hiperalgesia. Algumas possiveis explicagdes para este fato sao:

a - Durante a manipulagao das células, desde a coleta do periténeo dos animais
até as placas de cultura para estimulagao com BK, pode ter havido perda do
receptor B; pelos macréfagos. Ressalta-se que este receptor necessita ser
modulado, nao apresentando-se de forma constitutiva nas células. Dados da
literatura suportam esta proposigao de que receptores B; podem ser modulados
positivamente por algumas citocinas, como por exemplo a IL-1 (Hall, 1992). A
medida que os macréfagos permaneceram em cultura até sua estimulagao com
BK por 12h, é possivel que neste periodo o possivel sinal presente no peritdneo
dos camundongos envolvido na modulagao do receptor B;, pode nao mais estar
presente.

b - Pode ser especulada também a falta destes receptores na membrana dos
macréfagos, uma vez que macréfagos peritoneais de cobaias normais expressam
em sua membrana apenas o receptor B; para BK (Bockmann & Paegelow, 1995).
Partindo do principio de que macréfagos nao possuem o receptor Bi, podemos
inferir que a célula que possui o receptor B; em sua membrana nao seja o
macréfago, ja que no modelo in vivo muitos outros tipos celulares, como
fibroblastos e mastécitos que sao capazes de liberar TNF, poderiam possuir este
receptor da BK e participarem na resposta hiperalgésica induzida pela BK.

Além da disparidade observada no envolvimento do receptor B; no
modelo in vitro utilizado pelo presente trabalho e no modelo de hiperalgesia,
este trabalho nao demonstrou qual o receptor responsavel pela liberagao do TNF
soliivel. A este fato, podemos inferir que um subtipo do receptor B, da BK (B2

ou Bzs) (Regoli et al,, 1994) ou ainda um outros tipos de receptor como Bs
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(Farmer et al.,, 1989; Farmer & DeSiato, 1994), B; e Bs (Hall, 1994), estejam
participando no fenémeno de liberagao de TNF solavel.

Em conclusao, este trabalho demonstrou que a BK induz a produgao de
TNF soltivel por macréfagos peritoneais de camundongos, confirmando dados
de literatura que sugeriam a participagao do TNF induzido pela BK no processo
hiperalgésico. Além disto, demonstramos que além do TNF soltvel induzido
pela BK, a prépria BK induz a expressao de TNF membranar em macréfagos. £
interessante observar que ambos os tipos de TNF induzidos pela BK s6
ocorreram em macréfagos obtidos de animais que foram pré-tratados com ACF,
evidenciando que os macréfagos, para produzirem TNF membranar e solivel,
quando estimulados com BK, necessitam de um sinal de facilitagao, que tera
efeito sinérgico com a BK. No que se refere ao receptor envolvido no fenémeno
de producao de TNF soliivel e membranar, concluimos que o receptor B:
participa na produgao de TNF membranar por macréfagos incubados com BK,
mas nao interfere na liberacao de TNF soldvel, mediando, provavelmente, um
efeito local induzido pela BK. Por outro lado o receptor B; parece nao participar
na produgao de TNF membranar e soliivel de macréfagos incubados com BK,
quando estudados neste modelo. Finalmente o presente trabalho nao
demonstrou qual o receptor envolvido na liberagao de TNF soldvel, a este
resultado podemos inferir a participacao de um outro tipo de receptor da BK,

como por exemplo Bz.a ou Bz, ou ainda B3, Bs ou Bs.
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Figura 8: Agonista B; da BK, des-Arg?®-BK, induz hiperalgesia .As barras
indicam a intensidade de hiperalgesia nas patas injetadas. Os animais foram
injetados (i.pl.) com o agonista B; da BK (des-Arg?-BK) nas doses indicadas. A
intesidade da hiperalgesia foi determinada pelo método de Randall-Sellito
modificado, 3h ap6s as injegdes. Os resultados sao expressos como a média +
erro padrao da média em grupo de 5 animais. *P<0,05 comparado com salina
(ANOVA seguido do teste de corregao de Bonferroni).
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Figura 9: Antagonista B; da BK, des-Arg®-[Leu®]-BK, inibe a hiperalgesia
evocada pelo agonista B1 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 B;, des-Arg®-[Leu®]-BK, nas doses indicadas 30 min.
antes da injegao com agonista B1 (500ng/ 1001/ pata), carragenina (100ng/
100ul) e BK (500ng/100ul) administradas na mesma pata. A intesidade da
hiperalgesia foi determinada pelo método de Randall-Sellito modificado, 3h
apos as injegoes. Os resultados sao expressos como a média * erro padrao da
média em grupo de 5 animais. *P<0,05 comparado com salina (ANOVA seguido
do teste de corregao de Bonferroni.
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Figura 10: Anticorpo anti-TNF-a bloqueia efeito hiperalgésico evocado plea
BK e por seu agonista B,, des-Arg®-BK. As barras indicam hipralgesia nas patas
tratadas. Os animais foram injetados (i.pl.) com anticorpo anti-TNF-a (501/ pata)
e 30 apds foi administrado BK (500ng/ 1001/ pata), agonista B1(500ng/ 100ul/
pata), ou TNF -a (2,5pg/100ul/ pata). A intesidade da hiperalgesia foi
determinada pelo método de Randall-Sellito modificado, 3h ap6s as injegoes. Os
resultados sao expressos como a média + erro padrao da média em grupo de 5
animais. *P<0,05 comparado com salina (ANOVA seguido do teste de corregao
de Bonferroni.
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O envolvimento de citocinas, particularmente TNF-o, na hiperalgesia foi
demonstrado por nosso laboratério através do modelo de Randall-Selitto
modificado, sugerindo que a BK exerce seu efeito hiperalgésico através da
liberagao desta citocina (Ferreira, 1993). O objetivo do presente trabalho é
demonstrar que a BK induz a produgao de TNF membranar e solivel por
macréfagos peritoneais de camundongos. Para isto macréfagos foram coletados
do peritoneo de camundongos pré-tratados com adjuvante completo de Freund e
estimulados in vitro com BK. As membranas, bem como sobrenadante destas
células foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade sobre células WEHI 164
para determinacao da presenga de TNF nas amostras. Demonstrou-se que
membranas e sobrenadante de macrofagos peritoneais obtidos de camundongos
pré-tratados com adjuvante completo de Freund exercem atividade citotéxica em
células WEHI 164. Um anticorpo anti-TNF-a. bloqueou a atividade das
membranas e do sobrenadante de macréfagos incubados com BK em 80 e 60%
respectivamente, demonstrando que esta atividade citotéxica se deve
predominantemente ao TNF em suas formas membranar e soldvel
Curiosamente, macréfagos provenientes de animais normais incubados com BK
nao produziram TNF membranar ou solavel. Por outro lado, o LPS mais IFNy
induziram a producao de TNF de ambos os tipos por macréfagos 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 é o
adjuvante completo de Freund, que ira facilitar o efeito da BK na inducao da
producao de TNF membranar e soliivel por macréfagos. Para elucidagao do
receptor de BK envolvido na produgao de TNF membranar e soliivel, agonista e
antagonista B; e B, de BK foram utilizados. A expressio do TNF membranar
induzida pela BK foi bloqueada pelo antagonista B;, HOE 140, enquanto que este
antagonista nao impediu a produgao de TNF soldvel. Assim o receptor B, da BK
pode estar envolvido na expressaio de TNF membranar em macréfagos
estimulados com BK, mas nao medeia a produgao de TNF solivel quando
estudados neste modelo. Diante destes resultados sugerimos que o receptor B;
pode estar mediando a resposta local induzida pela BK. Quando analisamos o
envolvimento do receptor B; na producao de TNF membranar e solavel,
observamos que antagonista Bi, des-Arg®-[Leu®]-bradicinina, nao bloqueou a
producao de TNF membranar e soliivel, assim como o agonista B;, des-Arg?-BK
nao induziu a produgao de ambos os tipo de TNF, sugerindo que o receptor B:
nao participa neste fendmeno. Finalmente o presente trabalho nao demonstrou
qual o receptor envolvido na liberacao de TNF solavel por macréfagos
incubados com BL, a este resultado podemos inferir a participagao de um outro
tipo de receptor da BK, como por exemplo Bz.4 ou Bz, ou ainda B3, Bs ou Bs, O
conjunto dos resultados apresentados confirmam a proposigao feita
anteriormente por Ferreira et al. (1993) de que BK evoca hiperalgesia,
indiretamente, através da producao de TNF solavel e membranar.
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The envolvement of cytokines, mainly TNF-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 TNF-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 wvitro with BK. The membranes, as well the
supernatants from macrophages were submitted to citotoxic WEHI 164 essay to
determine the presence of TNF-a in the samples. It was demonstrated that
membranes and supernatant from peritoneal macrophages obtained from animal
pre-treated with Complete Freunds Adjuvant (CFA) have citotoxic activity under
WEHI 164 cells. Antibody against TNF-o 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, B,
and B agonist and antagonist for BK receptor were used. The expression of
membrane-associated TNF by macrophages incubated with BK was blocked by
B, antagonist, HOE 140, however the production of soluble TNF was not
interfered by this antagonist. So, the B, 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 B, receptor
could mediate local response induced by BK. When the B, receptor was analized,
it was observed that the B; antagonist, des-Arg®-[Leu®]-BK, blocked neither
membrane associated TNF nor soluble TNF. Also the B, agonist did not induced
the production of both types of TNF, suggesting that the B; 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,
Bs, Bsor 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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