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RESUMO



Resuuno-

O extravasamento de proteina plasmatica evocado pela adenosina e agonistas de
receptores A; (Ng-ciclopentiladenosina, CPA; 3-30 nmol/sitio), A; (5'N-
etilcarboxamidoadenosina, NECA; 1-10 nmol/sitio) e A3 (N6-[3-iodobenzil]-N-metil-5 -
carboxiamidoadenosina, IB-MECA,; 0.01-3 nmol/sitio) foi avaliado na microvasculatura de
pele de ratos através do actimulo local da mistura de albumina bovina marcada com I'* e
azul de Evans previamente administrada pela via endovenosa (e.v.). A inje¢ao intradérmica
(i.d) de adenosina e analogos induziu aumento na permeabilidade microvascular de
maneira dose-dependente (IB-MECA>NECA>CPA>adenosina). O antagonista n#o-
seletivo de receptor de adenosina, teofilina (5.7-57 nmol/sitio) inibiu significativamente o
extravasamento plasmatico induzido pela adenosina, CPA e NECA, mas ndo interferiu na
resposta evocada pelo IB-MECA. O antagonista seletivo de receptores A;, DPCPX (0.1-1.0
mg/kg, e.v.) reduziu marcadamente o extravasamento plasmatico induzido pelo CPA, sem
afetar as respostas evocadas pela adenosina, NECA e IB-MECA. O antagonista seletivo de
receptores Az, DMPX (0.45-45 nmol/sitio) inibiu significativamente o extravasamento
plasmatico evocado pelo NECA, sem interferir nas respostas induzidas pela adenosina,
CPA e IB-MECA. O antagonista de receptores NK,; de taquicininas, SR140333, mas nédo de
receptores NK, de taquicininas, SR48968, inibiu significativamente o extravasamento
plasmatico evocado por doses elevadas de adenosina (100 nmol/sitio), CPA (100
nmol/sitio), NECA (1 nmol/sitio) e IB-MECA (0.1-1 nmol/sitio). Em ratos tratados com
capsaicina, 0 extravasamento plasmatico induzido por doses altas de adenosina, CPA e
NECA, mas nido por IB-MECA, foi significativamente inibido. Os efeitos da adenosina e
analogos foram marcadamente inibidos pelo antagonista de receptores de histamina e 5-HT,
ciproheptadina bem como pelo tratamento crénico com o composto 48/80. Contudo, tanto a

adenosina (1-100 uM) como os analogos (CPA 10-100 uM; NECA 1-100 uM e IB-MECA

XIX



Resuwmo-

100 uM ) ndo foram capazes de induzir liberagio de histamina in vitro de mastocitos
peritoneais isolados de ratos. Em resumo, nossos resultados fornecem evidéncias que

agonistas de receptores A, e A, mas ndo As, podem funcionar como mediadores

neurogénicos pro-inflamatérios.

XX
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1.1.  Histofisiologia da pele

A pele, ou tegumento externo, além de funcionar como um revestimento protetor do
corpo, € também uma fronteira ativa que se interpde entre o organismo € 0 meio ambiente
(WILKINSON & MOORE, 1990). Considerada o maior 6rgdo do corpo humano, a pele
compreende uma area de 1,8 m’, representando aproximadamente 16% do peso corporeo. E
constituida por duas camadas principais: uma camada superficial de células epiteliais
intimamente unidas, de origem ectodérmica, a epiderme; e uma camada mais profunda de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, de origem mesodérmica, a derme. Abaixo da pele e
em continuidade com a derme esta a hipoderme, que embora tenha a mesma origem da
derme, ndo € parte da pele, mas € importante pois serve de suporte e unido com os 0rgaos
subjacentes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1985). A hipoderme é formada de tecido
conjuntivo frouxo, freqiientemente tendo células adiposas depositadas entre as fibras.

A epiderme € constituida essencialmente por uma camada de células epiteliais de
revestimento sobrepostas definida como epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. E
avascular e sua nutri¢do se faz por mecanismos de difusdo, a partir da derme papilar. A
derme é constituida de tecido conjuntivo, sendo este caracterizado por apresentar diversos
tipos celulares separadas por abundante material intercelular. Parte desse material ¢
representado por estruturas definidas tais como fibras colagenas, elasticas e reticulares,
outra parte ¢ do tipo ndo estruturada, a substdncia fundamental amorfa, a qual esta
envolvida por uma pequena quantidade de fluido, o plasma intersticial, onde situam-se as
estruturas vasculares, nervosas e os oOrgdos anexos tais como glandulas sebaceas,
sudoriparas e foliculos pilosos. A hipoderme é formada basicamente por tecido conjuntivo
adiposo agrupados em lébulos, separados por septos de tecido conjuntivo, que assumem
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disposi¢des especiais. Além de sua fungdo como deposito nutritivo de reserva, a hipoderme
tem como fungdc a protegdo mecanica de amortecimento, sobretudo, ao nivel dos orgaos
internos, bem como a fungdo de termogénese, essencial na homeotermia.

A pele € inervada por fibras autonOomicas simpaticas as quais inervam,
principalmente, os foliculos pilosos e plexos cutaneos de todo o corpo, bem como por fibras
nervosas aferentes primarias sensoriais. Morfologicamente, as fibras nervosas aferentes sio
divididas em duas grandes classes: A-delta (A-8) e C. As fibras A-8 sdo mielinicas, de
grande diametro e de rapida condutdncia, ao passo que as fibras C possuem didmetro
pequeno, sdo amielinicas e tém velocidade de condugdo mais lenta (HOLZER, 1991). A
capacidade dessas fibras nervosas sensoriais em receber e transmitir informagdes e
determinar reagdes inflamatorias em tecidos periféricos tém sido vastamente demonstrada.
Grande parte dos neurdnios que dao origem a essas fibras tem o corpo celular localizado no
ganglio dos nervos espinhais ou na raiz espinhal dorsal (ou cranial), e axénios que
terminam na medula espinhal ou no tronco do encéfalo (YOUNG e col, 1998). Sio
designados neurdnios de primeira ordem, tendo apenas um prolongamento, o ax6nio, que se
bifurca em um ramo periférico e em um ramo central. O ramo central penetra na raiz dorsal
do nervo espinhal ou na raiz sensorial do nervo craniano, passando para a medula espinhal
ou tronco encefalico, respectivamente. O ramo periférico penetra no nervo espinhal ou
craniano, finalmente, culminando em terminagdes nervosas que respondem a tipos
especificos de estimulos, denominados receptores sensoriais (YOUNG e col, 1998). Os
receptores podem ser divididos em trés grupos: mecanoceptores (respondem & informacao
originada no préprio receptor ou nos tecidos que o circundam, e sdo associados ao tato, a
pressdo, a vibragdo e as sensibilidades de posicdo dos membros e ao movimento),

nociceptores (respondem a dor) e os termoceptores (respondem aos estimulos quentes e
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frios). Com base em critérios funcionais, existem trés tipos de nociceptores associados a
dois tipos de fibras nervosas aferentes: 1) nociceptores mecanossensiveis com fibras A-
delta; 2) nociceptores mecanotérmicos com fibras A-delta; 3) nociceptores polimodais com
fibras C, os quais respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (NOBACK e
col, 1999). Com a ocorréncia de trauma ou inflamacio, os tecidos lesados liberam
mediadores quimicos que podem sensibilizar ou mesmo ativar os nociceptores A-delta e C
a liberarem neuropeptideos tais como a substancia P, que pode, por sua vez, estimular
mastocitos locais a liberar histamina que ativaria os nociceptores (NOBACK ¢ col., 1999).
Essas substincias atuam causando efeitos pro-inflamatorios diversos tais como
vasodilatagdo e consequiente formagdo de edema.

A pele possui uma rede vascular importante ao nivel da hipoderme e da derme que €
formada por dois grandes grupos de vasos: o primeiro compreende as artérias, capilares e
veias nutridoras. O segundo grupo compreende o plexo venoso subcutdneo e anastomoses
artério-venosas, que formam comunicac¢des entre os plexos arteriais e venosos. As células
endoteliais, as quais estdo estrategicamente dispostas no vaso sangiiineo como interface
entre sangue ¢ o musculo liso vascular, dessmpenham papel importante no controle do
tonus e permeabilidade microvascular. Ao contrario de outras partes do corpo, o controle
do fluxo sangiiineo cutaneo € regulado, principalmente, por mecanismos nervosos € nao por
controle local. Inervagdes sensoriais estdo presentes entre a camada muscular e as células
endoteliais da microcirculagdo cutinea. Assim, € possivel que estimulos nervosos que por
ventura atinjam a mucosa, possam também estimular a liberagdo de neuropeptideos
sensoriais.

Os principais objetivos da microcirculagdo cutdnea sdo suprir de oxigénio e
nutrientes os tecidos ¢ drenar os produtos oriundos do metabolismo celular, impedindo que
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se acumulem e atinjam niveis toxicos, sendo assim, considerada o sitio de controle da
irrigago tecidual e volume sangiiineo. Cada uma dessas fungdes esta relacionada com um
segmento microvascular especifico. Em geral, as alteragdes do ténus, vasodilatagio e
vasoconstrigdo ocorrem nas arteriolas. Tais estruturas sdo comumente conhecidas como
vasos de resisténcia devido a sua estrutura histologica e capacidade controladora da pressao
e fluxo sangiiineo periférico. Os esfincteres pré-capilares apresentam importante fungao no
controle do tonus microvascular. Ao contrario das arteriolas, os capilares ndo possuem
células musculares lisas, mas desempenham papel fundamental na troca de nutrientes do
sangue para os tecidos. Embora menos pronunciada do que as arteriolas, as vénulas pos-
capilares também possuem uma camada de células musculares lisas. Tais estruturas
possuem um papel importante no desencadeamento dos eventos inflamatérios, incluindo
extravasamento de proteinas plasmaticas (aumento de permeabilidade microvascular),
formagdo de edema e migra¢do de células inflamatorias. Consequentemente, as vénulas
pos-capilares sdo consideradas alvo importante no processo inflamatorio (FORREST &
WILLIAMS, 1989). Assim, a pele, como qualquer outro orgfo, € passivel de ser atingida
por fenémenos patologicos basicos que irdo determinar as alteragdes anatomopatologicas

do tecido, isto €, inflamagdo, degeneragio e disfungio.

1.2.  Inflamagdo Aguda: resposta vascular e celular

O termo inflamagdo provém do latim enfflamare, que significa “atear fogo”. Um
simbolo hieroglifico em papiro egipcio de 3.500 anos representado por um braseiro, foi
traduzido como inflamagio. O processo inflamatorio € uma seqiiéncia completa de eventos
que, segundo Celsus (30 A.C. — 38 D.C.), compreende quatro sinais cardinais classicos:
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calor, rubor, edema e dor. O quinto sinal clinico, a perda a fungdo, foi posteriormente
caracterizado por Galeno (130 A.C. —200 D.C)).

A inflamagdo pode ser definida como uma reagéo da microcirculag@o causada por
danos teciduais, com a conseqiiente movimentagdo de elementos intravasculares, como
fluidos, células e moléculas, para o espago extravascular. E caracterizada sumariamente
pelas seguintes fases: 1) alteracdes no calibre vascular, com conseqiiente aumento do fluxo
sangiiineo; 2) alteragGes estruturais nos componentes da microcirculagio, acarretando em
aumento da permeabilidade vascular e saida de células e moléculas dos vasos para os
tecidos; 3) migragdo de células de defesa (leucocitos) e acumulo no espago extravascular.

A agressao tecidual € o agente desencadeador da resposta inflamatoria, por induzir o
rompimento da homeostasia mantida através da relagdo célula-meio, este dltimo
representado pelos fluidos extracelulares e a microcirculag@o. A agressao tecidual pode ser
de origem biolégica (microrganismos, imunocomplexos, produtos metabolicos), fisica
(mecanica, térmica e radiagdo) ou quimica; a qual estimula a liberagdo de varios
mediadores quimicos no local afetado. Essas substancias modulam uma série de eventos
locais, sendo os principais: vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia para células inflamatéorias, destruicdo tecidual e dor (Para Revisio Ver:
SIQUEIRA JR., 2000). Em determinadas situa¢des, os efeitos mediados por essas
substancias também podem ser sist€micos, como a febre.

A magnitude da resposta inflamatoria depende muito mais da intensidade e do
tempo de agdo do estimulo agressor do que propriamente do tipo de agressdo. Em outras
palavras, eqiiivale afirmar que a intensidade da resposta inflamatoria depende mais da
quantidade do que da qualidade do estimulo. Assim, a intensidade da resposta inflamatoria,
independentemente da causa, sera diretamente proporcional & quantidade de tecido lesado.
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Comumente, a resposta inflamatoria aguda consiste na primeira linha de defesa do
organismo contra um agente agressor. Faz parte de uma imunidade inata induzida, de
carater inespecifico, cuja seqiiéncia de eventos usualmente independe do tipo de agente
agressor. A seqiiéncia de eventos inicia-se pelo aumento de fluxo sangiiineo na area lesada
causando, consequentemente, aumento da temperatura local, seguida de aumento na
permeabilidade de vénulas pos-capilares. O aumento de permeabilidade promove
extravasamento de proteinas plasmaticas para o espac¢o intersticial que, somado ao aumento
de pressdao hidrostatica de filtragdo e pressdo osmdtica intersticial, leva a formagdo de
edema. Em geral, as alteragoes do fluxo e do calibre vasculares iniciam-se rapidamente
apos a agressdo e se desenvolvem em velocidades variaveis que dependem da gravidade do
agente lesivo, das caracteristicas do tecido afetado, da espécie animal e da coexisténcia de
estados patologicos (ALI e col., 1997).

O processo inflamatorio pode ser dividido em duas fases: aguda e cronica. A
resposta aguda tem duracio relativamente curta, durando de minutos, horas a alguns dias e
ao contrario da resposta imunologica adaptativa, ndo possui especificidade para o combate
ao agente agressor. Este carater inespecifico deve-se ao fato de que, na inflamagéo aguda,
os mecanismos envolvidos permitem apenas o reconhecimento de uma lesdo aos tecidos,
ndo distinguindo o agente agressor, tampouco o que ¢ proprio ou ndo do organismo

(SIQUEIRA JR_, 2000).

1.3, Neurotransmissio Ndo-Adrenérgica Ndo-Colinérgica (NANC) e Inflamacio

Neurogénica

27



Fnbiodwed

Durante muito tempo acreditou-se que a neurotransmissdo, a partir de neurdnios
autondmicos para os tecidos efetores periféricos, era mediada somente por noradrenalina e
acetilcolina. Contudo, mesmo apds o bloqueio dos neurotransmissores adrenérgicos e
colinérgicos, os vasos sangiiineos dilatavam-se em resposta & estimulos nervosos. Com a
descoberta de neuropeptideos tais como a substincia P (VON EULER & GADDUM,
1931), revitalizou-se o conceito de que alguns neurdnios utilizam mecanismos de
transmissdo independentes dos mediadores classicos noradrenalina e acetilcolina. Embora
as agoes desses neurdnios sensoriais tenham sido descritas recentemente, o descobrimento
dessas fibras datam do milénio passado. STRICKER (1876) apud HOLZER (1992) foi o
primeiro pesquisador a observar que a estimulagdo elétrica de terminagdes nervosas
periféricas de raizes dorsais transsectadas causava vasodilata¢do na area da pele inervada
por fibras nervosas sensoriais. BAYLISS (1901) e BRUCE (1913) apud HOLZER (1992)
também demonstraram que a vasodilatagio produzida pela estimula¢do antidromica é
inalterada pela remo¢ao de ganglios simpéticos ou separagdo das raizes dorsais entre o
ganglio e a medula. Por outro lado, a remogdo do ganglio da raiz dorsal e a conseqiiente
degeneragao dos neurdnios sensoriais pela capsaicina, previne completamente a
vasodilatagdo induzida pela estimulagdo antidromica. A partir dai, conclui-se que a
vasodilatagdo era provocada por impulsos nervosos que se propagavam no sentido eferente
das fibras nervosas sensoriais, promovendo libera¢ao de substdncias vasoativas tais como
substancia P e CGRP (Peptideo vasodilatador relacionado ao gene da calcitonina,
HOLZER, 1992).

Apoés descobrimento das propriedades farmacologicas da capsaicina (substincia
irritante extraida de pimentas vermelhas do género Capsicum) pelo grupo do Prof. Jancso
(JANCSO, JANCSO-GABOR, SZOLCSANYI, 1967), as fung¢des eferentes dos neurdnios
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sensoriais passaram a ser melhor compreendidas. Para denotar uma subpopulagio de
neur6nios aferentes primarios susceptiveis a4 agdo da capsaicina (SZOLCSANYI, 1977),
foram denominados neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina (CSPA,
“capsaicin-sensitive primary afferent neurons™).

Histologicamente, os CSPA sdo compostos por terminais nervosos periféricos,
terminal central e corpo do neurdnio (pericario), onde postula-se que os neuropeptideos sao
sintetizados a partir de seus precursores no ganglio da raiz dorsal e imediatamente,
transportados para os terminais nervosos periféricos e central, cuja liberagao resulta nas
respectivas fungdes eferentes e aferentes (LUNDBERG, 1996). A transmissdo nervosa do
CSPA para o SNC se da através de sinapses localizadas no corno dorsal da medula espinal
(para os neurdnios ganglionares da raiz dorsal) ou no ntcleo espinal do trato trigeminal
(para os neurdnios ganglionares trigeminais) entre seus respectivos terminal central ¢ o
neurdnio de segunda ordem (YAKSH e col, 1999). A liberagdo de neuropeptideos dos
terminais nervosos periféricos caracteriza a fungdo eferente dos CSPA, cuja resposta
resulta, por exemplo, em inflamagdo neurogénica. A funcdo aferente dos CSPA representa
a liberagio de neuropeptideos do terminal central, cuja resposta determina percepgao de
dores viscerais, somaticas e ativagdo de varios reflexos.

A inflamagdo neurogénica compreende uma série de eventos vasculares
(vasodilatagio e aumento da permeabilidade microvascular) decorrentes da liberagao de
neuropeptideos, tais como a substancia P (SP) e o CGRP, de neurdnios aferentes primarios,
frente 4 estimulagdo quimica, mecdnica ou térmica (LEMBECK & HOLZER, 1979;
BALUK, 1997). Uma vez liberadas, essas substincias atuam em células-alvo através de
receptores especificos, causando efeitos pré-inflamatorios diversos, tais como vasodilatagdo
arteriolar, com aumento do fluxo sangiineo local, aumento da permeabilidade venular,
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alteracdes na contratilidade do musculo liso, desgranula¢do de mastocitos € uma variedade
de efeitos sobre o recrutamento de leucocitos e fibroblastos (HOLZER, 1992, 1998;
MAGGI, 1995). Alguns neuropeptideos estdo também implicados na fisiopatologia de
doengas inflamatorias, incluindo asma, artrite, nefrite e doengas de pele (psoriase, urticarias
e dermatites atopicas; LEMBECK e col.,, 1979, GAMSE & SARIA, 1987, NAUKKARIEN
e col., 1989, HERNANZ e col, 1989, COULSON & HOLDEN, 1990; MAGGI, 1995,

BRAIN & CAMBRIDGE, 1996).

1.4.  Substincias liberadas dos CSPA

Dentre os neuropeptideos liberados dos terminais nervosos sensoriais, destacam-se a
familia das taquicininas e o CGRP (HOLZER, 1998). Além desses peptidos, outras
substincias biologicamente ativas foram detectadas e identificadas nos terminais nervosos
CSPA e em processos inflamatorios de ordem neurogénica. Estes incluem opioides,
polipeptideo vasoativo intestinal (VIP), galanina, neurotensina, secretoneurina, fator
liberador de corticotrofina, somatostatina, peptideo ativador da adenilato ciclase pituitario
relacionado ao VIP (PACAP), o6xido nitrico e nucleotideos purinérgicos (MAGGI, 1991,

BRAIN, 1996, HOLZER, 1998).

1.4.1. Taquicininas e antagonisias

Descoberta por VON EULER & GADDUM (1931), a substancia P, inicialmente
isolada de extratos de cérebro e de intestino, apresentava a¢des hipotensoras semelhantes as
da ACh (acetilcolina); contudo, as mesmas ndo eram bloqueadas por antagonistas
muscarinicos. Anos depois, a presenga de substdncia P em neurdnios sensoriais € a sua
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sensibilidade a capsaicina foram descritas. A presenga de decapeptideos semelhantes a
substdncia P, denominados neurocinina A e neurocinina B, foram também isolados do
sistema nervoso central (GASPAROVIC e col., 1964, KIMURA e col., 1983).

A substancia P e as neurocininas A (NKA) e B (NKB) pertencem a familia das
taquicininas e possuem homologia estrutural entre si . Muitos dos efeitos fisiopatologicos
atribuidos a sequéncia C-terminal das taquicininas s3o mediados pela ativagao de
receptores NK;, NK; ¢ NK; (MAGGI, 1995). Em geral, as taquicininas atuam como
agonistas de seus respectivos receptores, diferindo apenas com relagdo a afinidade. Sabe-se
que a substincia P liga-se preferencialmente ao receptor NK,, enquanto a NKA ¢ NKB
ligam-se preferencialmente aos receptores NK; e NKj, respectivamente (MAGGI, 1995).
As taquicininas, quando liberadas do terminal central dos CSPA, apresentam papel
importante na transmissdo da dor (GEPPETTI e col, 1988); contudo, quando liberadas de
terminais periféricos, resulta no processo inflamatoric neurogénico (MAGGI &
SCHWARTZ, 1997). A substincia P é o principal mediador responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular e, consequentemente, pelo extravasamento de proteinas
plasmaticas e formagdo de edema na pele de roedores € humanos (XU e col, 1992).
Sugere-se que o aumento de permeabilidade vascular induzido pela substincia P seja
mediado por dois mecanismos: estimulagdo direta dos receptores NK;, localizados nas
células endoteliais de vénulas pos-capilares, e ativagdo de mastocitos através da interagao
entre cargas ionicas deste peptideo e substincias presentes na membrana dos mastocitos,
que secundariamente leva a liberagdo de histamina e 5-HT (BRAIN & WILLIAMS, 1989).
A existéncia de receptores NK; de taquicininas em mastocitos também tem sido descrita
(OGAWA e col., 1999), sugerindo que a substdncia P pode desgranular mastocitos via
ativagdo direta de receptores de taquicininas presentes nestas células. Contudo, alguns
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estudos mostram que a substancia P, quando administrada exogenamente, atua sobre
mastocitos ao passo que a mesma, quando liberada endogenamente, ndo possui esta
capacidade (KOWALSKI e col, 1990). Ao contrario da substincia P, a NKA ndo
desgranula mastocitos. Isto deve-se a auséncia do N-terminal basico na sua estrutura
quimica (BRAIN &WILLIAMS, 1989).

Os primeiros antagonistas de receptores de taquicininas foram descritos no inicio
dos anos 80. Contudo, eram pouco estaveis e seletivos (LEANDER e col, 1981).
Posteriormente, iniciou-se o desenvolvimento e sintese de antagonistas ndo-peptidicos
potentes com agOes seletivas para os receptores NK; (SR140333 e CP96345) e o NK;
{SR48968; GARRET e col., 1991). Estudos in vivo mostraram que o SR140333, mas nio o
SR48968, reduz significativamente o extravasamento plasmatico induzido por estimulagao
térmica e antidromica na pele de ratos, bem como aquele induzido pelo GR73632, agonista

de receptores NK; (TOWLER & BRAIN, 1998).

1.4.2. Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRFP) e antagonisias

O CGRP foi um dos primeiros peptideos vasoativos descobertos a partir de estudos
imunohistoquimicos em células de tiredide de ratos idosos e células cancerosas de tireoide
humana (AMARA e col., 1985). Tanto no homem quanto no rato, foram isoladas duas
isoformas moleculares do CGRP, denominadas CGRP-ac e CGRP-B, sendo ambas
semelhantes quanto a atividade biologica (BRAIN, 1996). E formado por 37 residuos de
aminoacidos resultante do tratamento alternativo do gene da calcitonina (AMARA e col.,
1985) e esta presente em varias espécies, incluindo a humana (HOLZER, 1998).

Muitos efeitos biologicos atribuidos ao CGRP sdo decorrentes da ativagdo de

receptores CGRP; e CGRP;. Ao contrario da substincia P, o CGRP ndo causa

32



Introducdo-

extravasamento de proteinas plasmaticas, mas aumenta as respostas exsudativas evocadas
pela substancia P (BRAIN & WILLIAMS, 1985). O CGRP causa vasodilatagio, sendo esse
efeito independente de endotélio e provavelmente mediado pelo acamulo de AMPc na
musculatura lisa vascular (HUGHES & BRAIN, 1994). Entretanto, em determinados leitos
vasculares, especialmente em grandes artérias, a vasodilatagao induzida pelo CGRP ¢
parcialmente dependente da liberagdo de oxido nitrico (GRAY & MARSHALL, 1992).
Estudos imunohistoquimicos revelaram que, apesar da sequéncia C-terminal do CGRP
apresentar alta afinidade para seus receptores, estes fragmentos ndo possuem atividade
intrinseca, ou seja, ndo desencadeiam qualquer agdo farmacologica (MAGGI e col, 1991).
Assim, fragmentos das seqiiéncias C-terminal do CGRP foram sintetizados e, atualmente,
sdo empregados como antagonistas competitivos dos subtipos de receptores CGRP, e
CGRP,. Tais antagonistas incluem o CGRPg 37, CGRP 237, Tyr”-CGRng_g-; e BIBN4096BS

(MAGGI ¢ col., 1991, DOODS e col., 2000).

1.5.  Papel das purinas na inflamacdo neurogénica experimental

A adenosina e os nucleotideos purinérgicos, em particular o ADP (adenosina
difosfato), ATP (5’-adenosina trifosfato), UDP (uridina difosfato) e o UTP (undina
trifosfato), produzem uma variedade de efeitos farmacologicos ndo diretamente
relacionados a seus papéis no metabolismo energético. Em 1929, foi demonstrado que a
injecdo de adenosina em ratos anestesiados gerava redugdo da frequiéncia cardiaca, queda
na pressio arterial, vasodilatagao e inibi¢do das contragdes intestinais (DRURY & SZENT-
GYORGY, 1929). A partir dai, sugeriu-se que a adenosina ou ATP estivessem implicados
em outros mecanismos fisiologicos, tais como a regulagdo do fluxo coronariano,
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vasodilatagdo antidromica produzida pela estimulagio retrograda dos nervos sensitivos e
agregacdo plaquetaria (BURNSTOCK, 1978).

Na ultima década, numerosos trabalhos vem refor¢ando a idéia que a adenosina e
nucleotideos relacionados, juntamente com a substincia P € CGRP, sd3o importantes
moduladores endogenos da atividade neuronal de terminagdes sensoriais (NISHIMURA e
col., 1990, SAWYNOK & REID, 1997, DOWD e col., 1998; KAKUYAMA ¢ col., 1998).
Ha trabalhos ainda que indicam que a adenosina possa ser um anticonvulsivante endogeno
e possuir agdo ansiolitica através da modulagdo dos receptores de benzodiazepinicos
(CHIN, 1989). Entretanto, dependendo do receptor ativado, modelo experimental e espécie
animal, a adenosina e nucleotideos, principalmente o ATP e ADP, atuam como agentes
inibitoérios ou excitatérios dos terminais nervosos sensoriais (AHLUWALIA & CELLEK,
1997).

Tantos em humanos quanto em animais de experimentagdo, oS receptores
purinérgicos estdo presentes em uma grande variedade de tecidos e tipos celulares,
incluindo as células hematopoiéticas, mastocitos, miocardio, epitélio intestinal, células
musculares, endotélio e células secretoras (MARTIN, 1992; PEAKMAN & HILL, 1994,
1996, MAQUARDT & WALKER, 1994; PUFFINBARGER e col.,, 1995).

Os receptores de adenosina e nucleotideos relacionados foram, durante muito
tempo, classificados em subtipos P; e P, onde os primeiros eram tidos como os
responsaveis pelos efeitos biologicos da adenosina , enquanto os ultimos, pelos efeitos
biologicos do ADP e ATP (BURNSTOCK, 1978). Entretanto, em vista do grande avango
na clonagem e expressao molecular dos subtipos de receptores purinérgicos, uma nova

avaliagdo e classificagdo desses receptores foi recentemente feita pelo Commitee on
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Receptor Nomenclature and Drug Classification pela TUPHAR (FREDHOLM e col,
1997).

De acordo com essa nova classificagio, os receptores P; passaram a ser
classificados em A, e divididos em 3 novas classes, denominados A;, A; e A;. O receptor
A, foi subdividido em dois subtipos: Azx e Az (ONGINI & FREDHOLM, 1996). Em
relagdo ao mecanismo de transdugdo desses receptores, sabe-se que a ativagdo dos
receptores A; e A; determina inibi¢ao da adenilato ciclase, reduzindo a formagdo do AMPc
intracelular (CARRUTHERS & FOZARD, 1993). Ao contrario, os subtipos Azx € Az sdo
acoplados a proteina G e, uma vez estimulados, determinam ativa¢io da adenilato ciclase.
Mais recentemente, foi relatado que algumas das a¢des mediadas pelos receptores A,p sdo
moduladas por outras vias que ndo a do AMPc (FREDHOLM e col., 1996).

Estudos de clonagem, purificagdo e sequenciamento mostraram que os receptores
A, de adenosina apresentam 36.600 daltons e 326 aminoacidos. Sdo encontrados em grande
numero no cérebro (cerebelo e hipocampo), medula espinhal, testiculos e tecido adiposo e,
em menor numero nos rins, bago e coragiio. A ativagdo desses receptores e a resposta
celular envolvem varios segundos mensageiros, podendo haver inibi¢do da adenilato ciclase
(MUNSHI e col,, 1991), aumento da corrente de potassio (TRUSSEL & JACKSON, 1985),
estimulagdo da fosfolipase C (GERWINS & FREDHOLM, 1992) e inibi¢io da hidrélise do
fosfatidilinositol (DELAHUNTY e col., 1988).

Os receptores Az possuem peso molecular em tomo de 45.000 daltons e alta
afinidade para adenosina, estando presentes em grande nimero no cérebro, timo, plaquetas
e células endoteliais (SCHIFFMANN e col., 1991). Os receptores Az tem peso molecular
em torno de 36.350 daltons e baixa afinidade pela adenosina, e sdo encontrados
principalmente no colon, esofago, antro gastrico e mastocitos (SHEPHERD e col., 1996).
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Os receptores A; foram clonados de testiculos de rato e cérebro de ratos, ovelhas e
humanos (ZHOU e col., 1992). Sua estimulagdo produz inibicdo da adenilato ciclase,
ativa¢io do metabolismo dos fosfoinositideos com formagao de IP3, além de ativar enzimas
antioxidantes (ALl e col., 1990).

O receptor A; esta envolvido na regulagdo da liberagdo de neurotransmissores,
sendo seletivamente ativado por analogos estaveis da adenosina com nitrogénio na posi¢ado
N® Estes incluem principalmente a Né-ciclopentiladenosina  (CPA), NC-ciclo-
hexiladenosina  (CHA),  2-cloro-N°<ciclopentiladenosina ~ (CCPA) e (S)-N°-
endonorborniladenosina ((S)-ENBA). Os receptores A, sdo ativados seletivamente por
analogos estaveis da adenosina que possuem nitrogénio na posi¢do 2 ou 5; 0 mais comum ¢
o 5’-N-etilcarboxiamidoadenosina (NECA; VAN CALKER, 1979).

De modo geral, a administragdo da adenosina e nucleotideos purinérgicos
(principalmente o ATP) em animais de experimentagdo e preparagdes biologicas diversas
determina efeitos proinflamatérios complexos. Isto deve-se em parte a capacidade destes
compostos de causarem tanto efeitos diretos quanto indiretos sobre terminagdes nervosas.

Além de agdes pro-inflamatorias, a adenosina interage com células inflamatorias,
particularmente o neutrofilo (CRONSTEIN, 1994), determinando efeitos anti-inflamatorios
tais como prevengao da diapedese ou da adesdo de neutrofilos (CRONSTEIN e col, 1987,
LESCH e col., 1991) e redugio da geragio de agua oxigenada (CRONSTEIN e col., 1987),
através de receptores do tipo As.

A ativagio de receptores A; determina inibigao da liberagdo de neurotransmissores €
outras fungdes neuronais (PATON e col., 1981, DUNWIDDIE & FREDHOLM, 1989). Ao
contrario, a ativacdo de receptores A, promove, de modo geral, efeito excitatorio
relacionado ao aumento da liberagio de neurotransmissores incluindo a acetilcolina,
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substidncia P, aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato), dopamina e noradrenalina
(SEBASTIAO E RIBEIRO, 1996). A agdo inibitoria ou excitatéria no terminal nervoso
pode resultar, por exemplo, em inibigao (pela ativagdo de receptores A;) ou estimulagio
(pela ativagdo dos receptores Az) de hiperalgesia (SAWYNOK, 1998). Assim, a ativagdo de
receptores A; causa efeito antinoceptivo em roedores, enquanto que a ativagdo do subtipo
A, produz efeito hiperalgésico (DOAK & SAWYNOK, 1995). No coragdo, a liberagdo da
adenosina em resposta ao processo isquémico evoca dor anginosa devido, provavelmente, a
ativagdo dos receptores A4 em neurdnios aferentes nociceptivos (KHAKH & KENNEDY,
1998). A ativag@o dos receptores Az também resulta em dor inflamatoria, mas, nesse caso, o
fendmeno parece ser dependente da liberagdo de histamina e 5-HT mastocitarios,
substéncias essas capazes de atuar diretamente em terminais nervosos sensoriais, liberando
outros fatores inflamatérios ja conhecidos (SAWYNOK, 1998). A semelhanca da dor
inflamatoria, a vasodilatagdo neurogénica induzida pela capsaicina (substdncia capaz de
ativar seletivamente fibras sensoriais) em leito arterial mesentérico de rato € inibida por
agonistas de receptores A, mas ndo por agonistas de receptores A; (RUBINO e col., 1993).

Em preparacdes vasculares isoladas com endotélio integro (ou destituido do
mesmo), as agdes vasodilatadoras induzidas pela adenosina sdo ainda pouco
compreendidas, especialmente quanto a importancia do 6xido nitrico (NO) como mediador
desse fenomeno (FEOKTISTOV & BIAGGIONI, 1997).

Grande parte das agoes inflamatorias da adenosina envolve ativagdo de mastocitos.
Esta célula possui o receptor Az e Agp, que, uma vez ativado pela adenosina desgranula e,
consequentemente, libera histamina e 5-HT de seus estoques intracelulares (CHURCH e
col., 1986, LINDEN, 1994; FOZARD e col., 1996). Porém, muito dos efeitos da adenosina
observados in vifro em mastocitos e basofilos sdo contraditorios. A capacidade da
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adenosina em potencializar ou inibir a liberagdo de mediadores de mastocitos parece
depender de um numero grande de variaveis incluindo tipo celular, concentragdo de
adenosina, tempo de incubagio, grau de histamina liberada e estimulo usado (CAMPOS e
col., 2000). MARQUARDT e col. (1978) observaram que a adenosina, nas concentragoes
de 107 a 10* M, potencializa a liberagdo de histamina induzida por antigeno,
concanavalina A, composto 48/80 e iondforo de calcio A23187 em mastocitos peritoneais
de ratos, e sugeriram que a adenosina atua na membrana celular. Outros autores
comprovaram que esse efeito ¢ dependente da concentragdo de adenosina por atuar em
diferentes tipos de receptores (CHURCH e col, 1985). Contudo, dependendo da
concentracdo, a adenosina pode atuar tanto em sitios intracelulares como em receptores de
superficie nos mastocitos (LOHSE e col.,, 1987). Por outro lade, NISHIBORI e col. (1983)
demonstraram que em doses baixas (1 0? a 10® M), a adenosina causa inibi¢do da liberagao
de mediadores de mastocitos, e em doses acima de 10°® M causa potencializagdo. Acredita-
se que a inibigdo da liberagdo de histamina de mastocitos ¢é decorrente da interagdo com
receptores intra e extracelulares (PEACHELL e col., 1989). Trabalhando com fragmentos
de pulmio humano, OTT e col. (1992) observaram que a adenosina causa dois efeitos
opostos na liberagio de histamina: potencializagdo, por um efeito em receptores
intracelulares, e inibigdo, por um efeito em receptores extracelulares, provavelmente em
receptores A;.

Estudos recentes demonstraram que a adenosina, quando administrada localmente
na pata traseira de ratos, produz edema o qual € bloqueado por antagonistas de receptores
de histamina (mepiramina) e serotonina (cetanserin), confirmando o envolvimento de

mastocitos (SAWYNOK e col., 1999). Como mastocitos de ratos expressam receptores Asp
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e As, a ativagio dos mesmos resultaria na liberagdo de mediadores que contribuiria para a
formagao do edema (LINDEN, 1994).

E sabido que os mastocitos estdo localizados proximos de terminais nervosos
sensoriais, ¢ desta forma, a estimulagdo das fibras nervosas pode resultar na liberagao de
substincias capazes de desgranular estas células (DIMITRIADOU e col, 1991). Além
disso, a histamina liberada ¢ capaz de ativar os terminais dos neurdnios sensoriais levando a
liberagio de neuropeptideos vasoativos, potencializando a dor inflamatoria (SIMONE ¢
col., 1987, SARIA e col., 1988; HILL, 1990). Recentemente, demonstrou-se que a injecao
intraplantar de Ng-benzil-NECA (etilcarboxiamidoadenosina), agonista Az, produz edema
de pata em ratos, o qual é inibido por antagonistas de receptores de histamina e 5-HT, mas
ndo por antagonistas de receptores A; ou A, Estes resultados sugerem que a resposta
proinflamatoria resultante da ativagio de receptores As € mediada pela liberagdo direta de
histamina e 5-HT de mastécitos, independentemente da participagao das fibras sensoriais
(SAWYNOK e col., 1997). Em preparagdes de bochecha de hamster, a adenosina (¢ um
agonista seletivo de receptor As) causou vasoconstrigio dependente da ativacdo de
receptores Az localizados em mastocitos periarteriolares (SHEPHED e col., 1996). Os
mastocitos parecem também mediar os efeitos da adenosina na resposta inflamatoria das
vias aéreas. Sabe-se que a inalagdo de adenosina (ou seus precursores) determina
broncoconstrigdo em pacientes asmaticos, mas nao em individuos normais (CUSHLEY e
col., 1984). Apesar do mecanismo nao estar inteiramente estabelecido, sugere-se que este
efeito seja decorrente da ativagdo de mastocitos locais (KHAKH & KENNEDY, 1998).
Estudos prévios demonstram que os receptores A; ndo estdo expressos em mastocitos, €,
aparentemente, a agdo broncoconstritora induzida pela adenosina (supostamente
dependente da ativagdo de mastdcitos) ocorreria através da estimulagdo de receptores Azp,
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os quais ja foram identificados em mastocitos humanos (WALDAY & AAS, 1991). E
curioso que nas vias aéreas de cobaias, a adenosina inibe a contragdo de bronquiolos
induzida pela estimulago elétrica (KAMIKAWA & SHIMO, 1991), através da redugdo da
liberacdo de substancia P das fibras nervosas sensoriais (KAMIKAWA & SHIMO, 1991).
Reforgando estes achados, MORIMOTO e col. (1993) demonstraram que agonistas de
receptores Az, mas ndo A, inibem a contragdo das vias aéreas induzida pela capsaicina em
cobaias, bem como o extravasamento plasmatico causado pelo cigarro em traquéia de rato.
Esses dados, em conjunto, sugerem que, em vias aéreas de cobaias e ratos, a atividade
nervosa sensorial ¢ negativamente modulada por receptores Az Por outro lado, em ratos
anestesiados, a adenosina ativa fibras C pulmonares sendo este efeito inibido por
antagonista de receptores A; (DPCPX), mas nao por antagonista Ay, 0 que indica que a
estimulagdo das fibras C pulmonares acorre via estimulagdo de receptores A; (HONG e
col., 1998).

Varios estudos sugerem que as purinas endogenas (ou compostos analogos
sintéticos) funcionam como agentes inflamatorios (ou antiinflamatorios em algumas
situagdes) mas, em virtude da auséncia de ferramentas farmacologicas seletivas, o papel
desses nucleotideos como mediadores inflamatorios ndo est4 totalmente elucidado. Embora
varios estudos tenham revelado alguns eventos moleculares e fisiopatologicos do sistema
purinérgico no processo inflamatorio, a compreensao exata das maltiplas vias onde os
nucleotideos modulam a transmissdo neurogénica requer melhor entendimento. Assim,
acredita-se que o sistema purinérgico represente um alvo importante para o
desenvolvimento de uma nova classe de drogas com potencial para o tratamento de doengas

inflamatorias neurogénicas.
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Em visto do exposto acima, os objetivos deste trabalho foram:

1) Investigar a capacidade da adenosina e agonistas seletivos de receptores A; (CPA),

A, (NECA) e A; (IB-MECA) de promover aumento da permeabilidade

microvascular na pele dorsal de ratos;

2) Investigar o papel dos mastocitos e neurdnios sensoriais no aumento da

permeabilidade microvascular induzi da pela adenosina e analogos relacionados,

3) Investigar a capacidade da adenosina e agonistas seletivos de receptores Ay, Az € As

de liberar histamina de mastocitos peritoneais isolados de ratos.
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2.1. Animais

Os experimentos foram conduzidos com o emprego de ratos machos adultos (200-250
g) da linhagem Wistar, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB - UNICAMP; Campinas/SP). Os animais foram mantidos com agua e
ragdo ad libitum e, dependendo do protocolo experimental, os mesmos foram mantidos
conscientes ou anestesiados de forma apropriada com pentobarbital sodico (Sagatal 40
mg/kg; i.p.) ou halotano (inalado). Os protocolos experimentais apresentados neste estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto
de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP/SP; protocolo n®

152-2

2.2. Determinag¢do do aumento da permeabilidade microvascular cutdnea em pele

dorsal de ratos

Os animais foram superficialmente anestesiados com dioxido de carbono (CO,) e, em
seguida, profundamente anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg) pela via
intraperitoneal (i.p.). O extravasamento de proteina plasmatica em resposta aos agentes
administrados intradermicamente (i.d.) foi avaliado em funcdo do acumulo local da mistura
de albumina bovina marcada com ' (2.5 uCi/kg) e azul de Evans (0.3 ml/kg, 2.5% wiv),
previamente administrada pela via endovenosa (ev.) peniana ou caudal (BRAIN &
WILLIAMS, 1985). A pele dorsal desses animais foi previamente depilada, e os agentes

diluidos em solugdo Tyrode (em mM; NaCl 137, KCl 2.7, MgCl 0.5, NaH,PO, 04,
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NaHCO; 11.9, glucose 5.6) foram administrados em sitios randomizados, sempre em volume
de 100 pl. Os antagonistas utilizados foram injetados pela via intradérmica, intraperitoneal
ou endovenosa, conforme descrito em Resultados. Apos 30 min, uma amostra de 5 ml de
sangue foi coletada através de pungdo cardiaca e 0s animais sacrificados por superdosagem
anestésica. A pele dorsal foi removida e os sitios injetados foram recortados (15 mm de
didmetro) e a radioatividade presente em cada amostra de tecido e sangue foi quantificada
em contador gama. A resposta obtida em cada sitio foi expresso como volume de plasma

extravasado em func@o da contagem obtida em 1 ml de plasma.

2.3 Obtencdo de mastocitos e dosagem de histamina

Os animais foram anestesiados em uma camara saturada com halotano € exanguinados
seccionando-se 0s vasos cervicais. Em seguida, 10 ml de tampao Krebs-Ringer (KRP, pH
7.3) foram injetados na cavidade abdominal dos animais, massageando-se delicadamente o
abdomem dos mesmos, para melhor distribuicio por toda a cavidade. Os lavados peritoneais
foram coletados em tubos de polipropileno e levados a centrifugagdo durante 3 min (800
rpm), & temperatura ambiente. Os sedimentos foram lavados (2 vezes) com tampao KRP e
novamente levados a centrifugagdo por 3 min (800 rpm). Os sobrenadantes foram
desprezados e os sedimentos ressuspendidos com KRP (6.5 ml) em tubos de vidro.
Estimulos como © composto 48/80 (10 pg/mi), substincia P (100 pg/ml) ou agonistas
purinérgicos (1-100 uM) foram adicionados a suspensdo celular (volume final de 1.0 ml) e
esta incubada durante 20 min a 37 °C. Apos centrifugagao, a0 sobrenadante de cada tubo fol

adicionado 200 pl de uma solugdo de HCI (1 N), enquanto 0 precipitado foi ressuspendido
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em 1 ml da solugdo HCI (0,1 N), e incubado durante 10 min & 100 °C. Nova centrifugagao
foi realizada e os sobrenadantes foram removidos € estocados a —20 °C para a determinagéo
de histamina, através da metodologia de cromatografia liquida (mod. Hewlett-Packard 100)
acoplada ao espectometro de massa (mod.micromassass Quatro 1I). A dosagem de histamina
foi realizada tanto no residuo quanto no sobrenadante, sendo a porcentagem de histamina
liberada calculada da seguinte maneira:

residuo
% de histamina liberada = x 100

residuo + sobrenadante
Todos os valores obtidos foram descrito no grafico como % de histamina liberada,

corrigidos subtraindo-se 0 valor de liberagdo espontanea.

24, Tratamento neonatal com capsaicina

Apos o segundo dia de vida, ratos neonatos de ambos 0s SEXOS (6-8 g) foram
superficialmente anestesiados com halotano, € submetidos a injegdo subcutanea (s.c.) de
capsaicina (50 mg/kg) na regido dorsal. Ratos controle receberam igual volume (100 pl) do
veiculo (1:1:8; Tween 80:etanol:NaCl 09 %; JANCSO, JANCSO-GABOR &
SZOLCSANYI, 1967). Os animais foram mantidos aquecidos € sob observagdo durante 1 h
e devolvidos as respectivas maes para aleitamento até o 21° dia, quando foram separados

por Sexo, em caixas coletivas, até o momento do experimento (60°- 90° dia de vida).
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2.5. Deplecio dos estoques de histamina e 5-HT de mastocitos

Para deplecio dos estoques de histamina e 5-HT, os ratos (200-250 g) receberam
injegdes do composto 48/80 (5 mg/kg, s.c.), por um periodo de 3 dias consecutivos,
enquanto 0 grupo controle recebeu salina (100 pl/rato, AHLUWALIA e col., 1994). Os
experimentos foram realizados no terceiro dia de tratamento. Para confirmar a eficiéncia do

tratamento, foi avaliado o edema de pele induzido pelo préprio composto 48/80.

2.6. Andlise estatistica

Os resultados estdo apresentados como valores da média + erro padrao da média
(EP.M.) para n animais. Para a analise dos dados foi utilizada a analise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste modificado de Bonferroni’s ou Student-Newman-Keuls
(Software US. 0O4a Graphpad Instat, 1990). Valores de P<0.05 foram considerados

significativos e demonstrados com os seguintes simbolos: *, *¥*, ***
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3.1. Efeito da inje¢do intradérmica de adenosina e dos agonistas de receptores A, A; e

Az em pele dorsal de ratos

A injecdo intradérmica (i.d.) de adenosina (30-300 nmol/sitio) causou, de maneira
dependente da dose, extravasamento de proteinas plasmaticas em pele dorsal de ratos
quando comparado a resposta obtida com o Tyrode (Fig. 1). O mesmo aconteceu com 08
agonistas de receptores A; (ciclopentiladenosina; CPA; 3-30 nmol/sitio), A; (5’N-
etilcarboxiamidoadenosina; NECA; 1-10 nmol/sitio) e As (N°-[3-iodobenzil]-N-metil-5 -
carboxiamidoadenosina; IB-MECA; 0.01-3 nmol/sitio) que induziram extravasamento de
proteina plasmatica significativo em doses aproximadamente 10 a 30 vezes menores do que
as da adenosina (Fig. 1). Dentre os agonistas de receptores de adenosina utilizados, o mais

potente em aumentar a permeabilidade venular foi o IB-MECA (Fig. 1).

3.2. Efeito de antagonistas ndo seletivos e seletivos

A tabela 1 mostra que o extravasamento de proteina plasmatica induzido pela
adenosina (30-300 nmol/sitio), CPA (3 nmol/sitio) e NECA (1 nmol/sitio) foi inibido
(P<0.05) de forma marcante pela co-injegdo com a teofilina, antagonista ndo-seletivo de
receptores de adenosina, nas doses de 5.7 a 57 nmol/sitio. Contudo, o extravasamento de
proteina plasmatica induzido pelo IB-MECA (1 nmol/sitio) ndo foi inibido de modo
significativo pela co-inje¢do com a teofilina. Injetada isoladamente, a teofilina ndo causou
extravasamento plasmatico significativo (13 £2.3,6.5+£0.7 e 8 = 1.0 pl/sitio para 5.7, 17 ¢

57 nmol/sitio, respectivamente) quando comparado ao Tyrode (7 + 0.4 pl/sitio).
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O tratamento prévio (15 min) dos ratos com DPCPX (1 mg/kg, e.v.), antagonista
seletivo de receptor A; causou inibicdo significativa do extravasamento de proteina
plasmatica evocado pelo CPA (10-30 nmol/sitio), conforme ilustrado na Fig. 2. Este
antagonista ndo interferiu nas respostas evocadas pela adenosina (30-300 nmol/sitio),
NECA (0.1-1 nmol/sitio) e IB-MECA (0.01-3 nmol/sitio; Tabela 2).

O extravasamento de proteina plasmatica induzido por NECA (1 nmol/sitio) foi
inibido (P<0.05) de forma marcante pela co-injegdo com DMPX, antagonista seletivo de
receptor A, nas doses de 045 a 45 nmol/sitio (Tabela 3). A co-injegdo de DMPX com
adenosina (300 nmol/sitio), CPA (3 nmol/sitio) ou IB-MECA (1 nmol/sitio) nao interferiu
significativamente nas respostas evocadas pelos mesmos (Tabela 3). Injetado isoladamente,
o DMPX ndo causou extravasamento de proteina plasmatica significativo (10 £ 2.0, 10 +

1.6 € 7+ 1.4 ul/sitio para 0.45, 4.5 e 45 nmol/sitio, respectivamente) quando comparado ao

Tyrode (6 = 0.7 ul/sitio).
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Figura 1. Extravasamento de proteina plasmatica induzido pela adenosina ( ) e

agonistas de receptores A; (ciclopentiladenosina; CPA; ®), A, (5'N-
etilcarboxamidoadenosina; NECA; M) e A; (N%[3-iodobenzil]-N-metil-5"-
carboxiamidoadenosina; IB-MECA; M) em pele dorsal de ratos. O tyrode esta
representado pela linha tracejada. Os valores estdo representados como media + E.P.M.

para 5-6 animais. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 em relagdo ao Tyrode.
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Tabela 1. Efeito da co-injecido de teofilina (5.7-57 nmol/sitio) no extravasamento
de proteina plasmatica induzido pela adenosina (300 nmol/sitio), CPA (agonista A;: 3
nmol/sitio), NECA (agonista A,; 1 nmol/sitio) e IB-MECA (agonista Asz; 1 nmol/sitio).

Os valores estdo representados como media = E.P.M. para 3 animais.

Extravasamento plasmdtico (ul/sitio)

Substincias Controle Teofilina (nmol/sitio)

5.7 17 57
Adenosina 82+06 88 +£6.5 42 +6.3* 32k 3 3
CPA 63'£ 3.3 88+ 106 2F & 13% 44 + 4 0*
NECA 34+27 36+6.6 17 £2.5* 7.6 £0.4*
IB-MECA 32+35 22E29 27 +4.7 21+2.3

*Indica P<0.05 quando comparado ao seu respectivo valor de controle. CPA, Ng-
ciclopentiladenosina; NECA, 5'N-etilcarboxamidoadenosina; IB-MECA, N“-[S-

iodobenzil]-N-metil-5 -carboxiamidoadenosina.
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Figura 2. Efeito do antagonista de receptores A; de adenosina, DPCPX., no

aumento de permeabilidade vascular induzido por CPA (agonista A;). As barras pretas
representam as respostas induzidas pelo CPA (10-30 nmol/sitio) e Tyrode isoladamente. As
barras vermelhas representam o efeito do tratamento agudo com DPCPX (1 mg/kg; e.v.) no
extravasamento plasmatico induzido por CPA e Tyrode. Os valores estdao expressos como

média + E.P.M. para 5 animais cada grupo. *P<0.05 em relagado ao seu respectivo controle.
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Tabela 2. Efeito do tratamento agudo com o antagonista de receptor A;, DPCPX
(1 mg/kg; e.v.), no extravasamento de proteina plasmaitica induzido pela adenosina e
agonistas de receptores Ay (NECA) e A3 (IB-MECA) em pele dorsal de ratos. Os

valores estdo expressos como a média = E.P.M. para 5 animais cada grupo.

Extravasamento plasmdtico (ul/sitio)

Substancias Controle Tratado n
Adenosina 30 nmol/sitio 25.5 £2.1 246+26 5
Adenosina 100 nmol/sitio 1.1 %52 200 + 21 5
Adenosina 300 nmol/sitio 750 +721 716+3.8 5
NECA 0.1 nmol/sitio 23.0£2.1 284136 5
NECA 0.3 nmol/sitio 303 +4.1 327645 -
NECA 1 nmol/sitio 442 + 5.6 348+53 5
IB-MECA 0.01 nmol/sitio 29.0+ 84 3865473 5
IB-MECA 0.1 nmol/sitio 3014+97 28 5+ 6.6 5
IB-MECA 3 nmol/sitio 580+20 400+ 49 5

CPA, Ng-ciclopentiladenosina; NECA, 5'N-etilcarboxamidoadenosina; IB-MECA, N°-[3-

iodobenzil ]-N-metil-5 -carboxiamidoadenosina; DPCPX, 1, 3-dipropil-8-ciclopentilxantina.
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Tabela 3. Efeito da co-injecio de DMPX (antagonista seletivo de receptor Aj;
0.45-45 nmol/sitio) no extravasamento de proteina plasmaitica induzido pela adenosina
(300 nmol/sitio), CPA (10 nmol/sitio, agonista A;), NECA (3 nmol/sitio, agonista A;) e
IB-MECA (1 nmol/sitio, agonista A3). Os valores estdo representados como media +

E.P.M. para 4 animais.

Extravasamento plasmadtico (ul/sitio)

Substancias Controle DMPX (nmol/sitio)

0.45 4.5 45
Adenosina 56 £ 109 49+ 4.4 45+58 51111
CPA 74 +82 65+58 6872 68 + 8.1
NECA 39+40 31+42 14 + 1.5% 16:.L£32*
IB-MECA 60t406 7l £7.9 49+20 554: 9.2

*Indica P<0.001 quando comparado ao seu respectivo valor de controle. CPA, Ng-
ciclopentiladenosina; NECA, 5'N-etilcarboxamidoadenosina, IB-MECA, N°-[3-

iodobenzil]-N-metil-5 "-carboxiamidoadenosina; DMPX, 3, 7-dimetil-1-propargilxantina.
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3.3.  Papel dos mastocitos nas respostas induzidas pela adenosina, CPA, NECA e IB-

MECA in vivo e in vitro

Conforme mostrado anteriormente, a inje¢ao intradérmica de adenosina (30-300
nmol/sitio), CPA (3-30 nmol/sitio), NECA (0.1-3 nmol/sitio) e IB-MECA (0.1-3
nmol/sitio) causou um extravasamento plasmatico significativo na pele dorsal de ratos.
Contudo, quando os ratos foram pré-tratados (30 min) com ciproheptadina, um antagonista
de receptores de histamina e serotonina, na dose de Img/kg (i.p.), o extravasamento
evocado pela adenosina (Fig. 3), CPA (Fig. 4), NECA (Fig. 5) e IB-MECA (Fig. 6) foi
marcantemente reduzido quando comparado aos seus respectivos controles. O tratamento
com ciproheptadina foi efetivo visto que reduziu em 79% o edema evocado pela injegdo
intradérmica do composto 48/80 (500 ng/sitio), um conhecido agente capaz de desgranular
mastocitos in vivo e in vitro.

Quando os ratos foram submetidos ao tratamento cronico com o composto 48/80
(5 mg/kg; s.c; 3 dias antes), no sentido de produzirmos um esgotamento dos estoques de
histamina e serotonina, o extravasamento plasmatico evocado pelo CPA (0.1-10 nmol/sitio)
e NECA (0.1-1 nmol/sitio) foi reduzido (P<0.01) de maneira significativa quando
comparado ao grupo de ratos controle (Fig. 7). O mesmo tratamento reduziu de forma
marcante o extravasamento plasmatico induzido pela injecdo intradérmica do composto
48/80 (500 ng/sitio), usado para confirmar a eficacia do tratamento cronico (Fig. 7).

A incubagdo (20 min) dos mastocitos peritoneais isolados de ratos com adenosina

(1-100 uM), CPA (10-100 uM), NECA (1-100 uM) e IB-MECA (100 uM) nio promoveu

n
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liberagdo significativa de histamina, quando comparado a liberagio de histamina do

composto 48/80 (10 pg/ml) e substancia P (100 pg/ml, Tabela 4).
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Figura 3. Efeito do tratamento com ciproheptadina, antagonista de receptores de

histamina e 5-HT, no edema induzido pela adenosina. As barras pretas e vermelhas
representam a formagao de edema induzido pela adenosina (30-300 nmol/sitio) nos animais
controle e tratados com ciproheptadina (1 mg/kg; i.p.; 30 min. antes), respectivamente. Os
valores estdo expressos como a média + E.P.M. para 3-4 animais cada grupo. = P<0.001

comparado com o seu respectivo controle.



Resultados

100
g = 80
g —
o T
c O 60
0 s
3 .
T o 40X
% O s
w < RS
20-kee8 o
- B
o Bl 2 R e
3 10 30 500 Tyrode
CPA (nmol/sitio) C48/80 (ng/sitio)
Figura 4. Efeito do tratamento com ciproheptadina, antagonista de receptores de

histamina e 5-HT, no edema induzido por CPA (agonmista A;). As barras pretas e
vermelhas representam a formagdo de edema induzido pelo CPA (3-30 nmol/sitio) nos
animais controle e tratados com ciproheptadina (1 mg/kg; ip.; 30 min. antes),
respectivamente. Os valores estdo expressos como a média + E.P.M. para 3-4 animais cada

grupo. ¥*P<0.01 e ***P<0.001 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura S. Efeito do tratamento com ciproheptadina, antagonista de receptores de

histamina e 5-HT, no edema induzido por NECA. As barras pretas e vermelhas
representam a formagdo de edema induzido por NECA (0.1-3 nmol/sitio) nos animais
controle e tratados com ciproheptadina (1 mg/kg; i.p.; 30 min. antes), respectivamente. Os
valores estdo expressos como a média + E.P.M. para 3-4 animais cada grupo. *P<0.05 e

##*P<(0.001 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura 6. Efeito do tratamento com ciproheptadina, antagonista de receptores de

histamina e 5-HT, no edema induzido por IB-MECA. As barras pretas e vermelhas
representam a formagdo de edema induzido por IB-MECA (0.1-3 nmol/sitio) nos animais
controle e tratados com ciproheptadina (1 mg/kg; i.p.; 30 min. antes), respectivamente. Os
valores estdo expressos como a média + E.P.M. para 3-4 animais cada grupo. *P<0.05 e

##4p<(0.001 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura 7. Efeito do tratamento crénico com o composto 48/80 no edema induzido

pelo CPA e NECA. As barras pretas representam o extravasamento plasmatico induzido
pelo CPA (0.1-10 nmol/sitio), NECA (0.1-1 nmol/sitio) e pelo composto 48/80 (500
ng/sitio) nos animais controle (salina 0.1 ml; s.c.). As barras vermelhas representam o
edema induzido pelos mesmos agonistas em ratos tratados com o composto 48/80 (5mg/kg;
i.p.; trés dias antes). Os resultados estdo expressos como a media + E.P.M. para 5 animais

cada grupo. *P<0.05, **P<0.01, ***¥P<0.001 comparado com o seu respectivo controle.
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Tabela 4. Efeito da incubacao de mastocitos peritoneais isolados de ratos com
adenosina, CPA, NECA, IB-MECA, composto 48/80 e substincia P. Os valores estdao

expressos como media + E.P.M.

Substancias Dose Liberacdo de histamina (%)
C-48/80 10 pg/ml 80.6 +6.03 (n=6)
Substincia P 100 pg/ml 378023 (=3)
Adenosina 1 uM 0.00 £ 0.0 (n=4)
10 uM 0.79+ 0.0 (n=4)
100 uM 3.8+0.04 (n=6)
CPA 10 uM 0.00 £ 0.0 (n=3)
30 uM 0.00 £ 0.0 (n=3)
100 uM 1.7 +0.24 (n=5)
NECA 1 uM 0.00 + 0.0 (n=3)
10 uM 0.00 + 0.0 (n=3)
100 uM 2.7 +0.46 (n=5)

IB-MECA 100 uM 0.5 +0.00 (n=3)
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3.4.  Efeito do tratamento neonatal com capsaicina

As figuras 8, 9 e 10 ilustram o efeito da administracdo i.d. de adenosina e seus
analogos na pele dorsal de ratos pré-tratados com capsaicina, quando neonatos.

No grupo de animais controle tratados com o veiculo (1:1:8; Tween 80:etanol:salina:
0.1 ml, s.c.), a inje¢do i.d. de adenosina (30-300 nmol/sitio), CPA (0.1-10 nmol/sitio),
NECA (0.1-3 nmol/sitio) e IB-MECA (0.01-1 nmol/sitio) induziram extravasamento
plasmatico significativo em relagio ao Tyrode. No grupo de animais tratados com
capsaicina (50 mg/kg; s.c.) no periodo neonatal, o extravasamento plasmatico evocado pela
adenosina, CPA e NECA, foi parcialmente (P<0.05) reduzido, sendo esta redugdo
visualizada somente nas doses mais elevadas de adenosina (100 e 300 nmol/sitio), CPA Be
10 nmol/sitio) e NECA (3 nmol/sitio). Contudo, o extravasamento plasmatico induzido pelo
IB-MECA nao foi modificado pelo tratamento neonatal com capsaicina (Fig. 10). A
resposta induzida pelo Tyrode ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos controle e

tratado com capsaicina.
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Figura 8. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina sobre a resposta induzida

por adenosina em pele dorsal de ratos. As barras pretas e vermelhas representam a
formacdo de edema induzido por adenosina (30-300 nmol/sitio) nos animais controle e
tratados com capsaicina (50 mg/kg; s.c.), respectivamente. Os valores estdo expressos como
a média + E.P.M. para 3-4 animais cada grupo. **P<0.01 e ***P<0.001 comparado com o

seu respectivo controle.
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Figura 9. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina sobre a resposta induzida

por CPA e NECA em pele dorsal de ratos. As barras pretas e vermelhas representam a
formacdo de edema induzido por CPA e NECA nos animais controle e tratados com
capsaicina (50 mg/kg; s.c.), respectivamente. Os valores estdo expressos como a média +

E.P.M. para 3-4 animais cada grupo. *P<0.05 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura 10.  Efeito do tratamento neonatal com capsaicina sobre a resposta induzida
por IB-MECA em pele dorsal de ratos. As barras pretas e vermelhas representam a
formac¢do de edema induzido por IB-MECA nos animais controle e tratados com capsaicina
(50 mg/kg; s.c.), respectivamente. Os valores estdo expressos como a média + E P.M. para

3-4 animais cada grupo.
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3.5. Efeito de antagonistas de receptores NK,; e NK; de taquicininas

A inje¢do i.d. do agonista de receptores NK; de taquicinina, GR73632 (30 pmol/sitio)
e da substancia P (100 pmol/sitio) causou extravasamento plasmatico significativo, o qual
foi marcantemente (P<0.001) reduzido pela co-inje¢do com 1 nmol/sitio de SR 140333,
antagonista seletivo de receptores NK; (Figs. 11, 12, 13 e 14).

Quando co-injetado com adenosina (100 nmol/sitio; Fig. 11), CPA (10-100
nmol/sitio; Fig. 12), NECA (0.1-1 nmol/sitio; Fig. 13) ou IB-MECA (0.01-1 nmol/sitio;
Fig. 14). o SR 140333 (1 nmol/sitio) causou redugdo parcial do extravasamento plasmatico
evocado por tais substancias. A inibi¢do significativa foi evidenciada, principalmente, nas
doses mais elevadas desses compostos.

O tratamento endovenoso dos ratos com o antagonista de receptores NK; de
taquicinina, SR 48968 (0.3 pmol/kg, e.v.), ndo interferiu na respostas evocadas pelo
GR73632 (30 pmol/sitio; 43 = 4.6 e 39 £ 3.6 ul/sitio para controle e tratado,
respectivamente) e substancia P (100 pmol/sitio; 36 + 5.3 ¢ 38 + 5.9 pl/sitio para controle e
tratado, respectivamente). Da mesma forma, este antagonista nao modificou as respostas

induzidas pela adenosina, CPA e NECA quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).

67



Resultadoy

Tyrode

KT
PR
Aeteletelage
R
Statelatetel

100
SP (pmol/sitio)

T e e S A e P
R R RH RS
oatetatetet et ate et et e et retege!
LXK ‘.’..’0.‘.‘0..00...‘.‘.‘.."."‘
s$e%0 e%e eve s Tetebetutetete !

300

SRS
O IR
steteteletatetete el e tutalely]
et et tateteteteletetelete ot
PO IO I KK IR

100
Adenosina (nmol/sitio)

nnnnnnn

1205

(17) oonjewsed
ojusweseAe.l)xy

Efeito do SR 140333, antagonista de receptores NK;, no aumento de

Figura 11.

permeabilidade vascular induzido pela adenosina. As barras pretas representam as

respostas induzidas pela adenosina, substancia P (SP) e Tyrode isoladamente. O efeito da

o representados

J

Tyrode est

SP e

do SR 140333 (1 nmol/sitio) com a adenosina,

inje¢do

Cco-

ot

edia

a0 €expressos como a m

pelas barras vermelhas, respectivamente. Os valores est

#%%P<0.001 comparado com O seu respectivo

grupo.

EP.M. para 3-4 animais cada

controle.

68



Extravasamento

Resultados

200 -
= 160
=
§ 120
e ) S
g 80 :N: e e ke
3 : ;
o 1 B : RS
40 K33 :
558 :
: - -
10 30 100 Tyrode
CPA (nmol/sitio) GR (pmol/sitio)

Figura 12.  Efeito do SR 140333, antagonista de receptores NK;, no aumento de
permeabilidade vascular induzido pelo CPA. As barras pretas representam as respostas
induzidas pelo CPA, GR73632 e Tyrode isoladamente. O efeito da co-inje¢ao do SR
140333 (1 nmol/sitio) com CPA, GR73632 e Tyrode estdo representados pelas barras
vermelhas, respectivamente. Os valores estdo expressos como a media + E.P.M. para 3-4

animais cada grupo. ***P<0.001 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura 13. Efeito do SR 140333, antagonista de receptores NK;, no aumento de
permeabilidade vascular induzido por NECA. As barras pretas e vermelhas representam
as respostas induzidas por NECA, GR73632 e Tyrode na auséncia e presenga de SR140333
(1 nmol/sitio), respectivamente. Os valores estdo expressos como a media + E.P.M. para 3-

4 animais cada grupo. *P<0.05 comparado com o seu respectivo controle.
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Figura 14.  Efeito do SR 140333, antagonista de receptores NK;, no aumento de
permeabilidade vascular induzido por IB-MECA. As barras pretas e vermelhas
representam as respostas induzidas por IB-MECA, SP e Tyrode na auséncia e presenga de
SR140333 (1 nmol/sitio), respectivamente. Os valores estdo expressos como a meédia *
E P M. para 3-4 animais cada grupo. **P<0.01 e ***P<0.001 comparado com o seu

respectivo controle.
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Tabela S. Efeito do tratamento com o antagonista de receptor NK; de taquicinina,
SR 48968 (0.3 pmol/kg; e.v.), no edema induzido pela adenosina e agonista de
receptores A; (CPA) e A, (NECA). Os valores estdo representados como a media +

E.P M. para 3-4 animais cada grupo.

Extravasamento plasmdtico (ul/sitio)

Substincias Controle Tratado n
Adenosina 30 nmol/sitio 342+48 209170 3
Adenosina 100 nmol/sitio 418+32 420+6.6 3
Adenosina 300 nmol/sitio 585+ 104 439+49 3
CPA 3 nmol/sitio 53.0£110 438+9.7 4
CPA 10 nmol/sitio 43.0+3.0 378£30 4
CPA 30 nmol/sitio 480+ 1.0 450+26 4
NECA 0.1 nmol/sitio 380+40 42.7+6.7 3
NECA 1 nmol/sitio 37.0+34 5474 11.0 3
NECA 3 nmol/sitio 520+89 53 54 15.0 3
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Neste estudo, demonstramos que a adenosina e agonistas seletivos de receptores A; (CPA),
Az (NECA) e A, (IB-MECA) causam aumento significativo e dose-dependente na
permeabilidade vascular em pele dorsal de ratos. Contudo, essas substéncias, quando
comparadas entre si, apresentaram diferengas de poténcias em relagdo a capacidade de produzir
extravasamento de proteinas plasmaticas. O agonista de receptor A, (IB-MECA) mostrou-se o
mais potente, seguido pelos agonistas A, (NECA), A; (CPA) e adenosina.

O aumento de permeabilidade venular observado com a adenosina, CPA ¢ NECA em pele
de ratos parece, de fato, envolver ativagdo de receptores purinérgicos visto que a teofilina,
antagonista nao seletivo de receptores de adenosina, mostrou-se capaz de inibir
significativamente o extravasamento de proteina plasmatica evocado pelos mesmos. Isto foi co-
substanciado pelo uso do DPCPX (antagonista seletivo de receptores A;) e DMPX (antagonista
seletivo de receptores A;). O tratamento agudo com o DPCPX reduziu de maneira dose-
dependente o extravasamento de proteina plasmatica evocado pelo CPA, ndo modificando a
resposta induzida pela adenosina, NECA e IB-MECA. O mesmo foi observado para o DMPX,
que inibiu significativamente o edema induzido pelo NECA, ndo modificando as respostas
induzidas pela adenosina, CPA e IB-MECA. Isto sugere, mais uma vez, que os receptores A, e
A; estdo envolvidos diretamente na resposta inflamatoria mediada por esses nucleotideos. Em
relagdo ao agonista Az, IB-MECA, ¢ curioso que o extravasamento de proteina plasmatica ndo
tenha sido inibido pela teofilina. Apesar disto ndo nos ser ainda claro, essa auséncia de resposta
pode estar relacionada a diferengas na afinidade da teofilina por entre as espécies animais. Tem
sido sugerido que tal diferenca de afinidade e o baixo grau de homologia entre receptores de
ratos e de humanos possa refletir a existéncia de dois subtipos de receptores A; (JACOBSON,

1998). Embora antagonistas seletivos para o receptor Az ndo sejam ainda disponiveis, estudos
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anteriores tém sugerido que o extravasamento plasmatico induzido por IB-MECA envolve
ativagdo de receptores A; em mastécitos de ratos (REEVES e cof, 1997) e camundongos
(TILLEY e col., 2000).

Estabelecido que o aumento de permeabilidade vascular induzido pela adenosina, CPA,
NECA e IB-MECA em pele de ratos é dependente da estimulagdo direta de receptores
purinérgicos seletivos, nos propusemos a investigar se essa resposta era resultante de uma acao
direta em mastocitos. Trabalhos anteriores mostraram que grande parte das agdes inflamatorias
da adenosina envolve ativagio destas células com consequente liberagao de histamina e 5-HT de
seus estoques intracelulares (CHURCH, HUGHES, VARDEY, 1986; LINDEN, 1994; REEVES
e col,, 1997). Para verificar, utilizamos o tratamento cronico com o composto 48/80, substancia
de natureza polibasica, sabidamente capaz de desgranular mastocitos in vivo e in vitro. Quando
administrado cronicamente, o composto 48/80 €sgota os estoques mastocitarios de histamina e 5-
HT (DI ROSA, GIROUD. WILLOUGHBY, 1971). Este tratamento promoveu redu¢io
significativa na resposta exsudativa a injegdo intradérmica do préprio composto 48/80,
comprovando a eficacia do método utilizado. Além disso, esse mesmo tratamento praticamente
aboliu o extravasamento de proteina plasmatica induzido pelos agonistas de receptores A; e A,
A participagdo dos mastocitos nas respostas mediadas pela adenosina e seus analogos em pele de
ratos foi ainda avaliada através do uso de antagonista de receptores de histamina e 5-HT, a
ciproheptadina. Os resultados revelaram que o extravasamento plasmatico induzido pela
adenosina e seus analogos foi significativamente inibido por este antagonista, sugerindo que o
edema resultante da agdo desses agentes envolve ativagdo local de mastocitos.

Trabalhos recentemente publicados demonstraram que 0 edema de pata induzido pelo CPA

¢ bloqueado por antagonistas de receptores de histamina e de 5-HT (SAWYNOK, REID & LIU,
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1999) assim como por tratamentos com capsaicina e composto 48/80, mas nio pela 6-
hidroxidopamina (SAWYNOK, REID & LIU, 2000). Isto indica o envolvimento de fibras
aferentes sensoriais e mastocitos, mas ndo de terminais nervosos simpaticos. Estes autores
acreditam que o CPA ativa os terminais nervosos aferentes sensoriais induzindo a liberagdo de
substancia P, que ¢ capaz de ativar mastécitos e liberar histamina e 5-HT de seus estoques
(SAWYNOK, REID & LIU, 2000).

Ambos, histamina e 5-HT, originados de mastdcitos, produzem edema quando
administrados localmente, sendo este resultante de uma agdo preferencial em vénulas pos-
capilares. Como mastécitos de ratos nio possuem receptores A; (RAMKUMAR e col., 1993), a
ativagdo dessas células pelo CPA poderia ocorrer indiretamente através de um mecanismo
neurogénico, uma vez que mastocitos estdo localizados proximos (ou em contato direto) com as
terminagdes nervosas sensoriais periféricas (MARSHALL & WASERMAN, 1995), e a
estimulagdo das fibras sensoriais poderia levar a desgranulagio dos mesmos (DIMITRIADOU ¢
col, 1991). Adicionalmente, a propria histamina € capaz de ativar os terminais sensoriais
amplificando a resposta inflamatoria (SUFKA, SCHOMBURG & GIORDANO, 1991; AMMAN,
e col., 1995).

Visto que o aumento de permeabilidade vascular induzido pela adenosina e analogos em
pele de ratos é dependente da ativagdo de mastocitos, passamos a investigar a capacidade desses
agentes em liberar histamina de mastécitos peritoneais isolados de ratos. Contudo, nos deparamos
com um aparente contraste em relagao aos resultados iz vivo que € a incapacidade da adenosina e
analogos em induzir liberagio de histamina e 5-HT de mastacitos isolados. Isto sugere que os
efeitos observados in vivo sio decorrentes da estimulagdo indireta de mastdcitos ou que fatores

presentes no meio extracelular sio necessarios para a agdo das purinas nestas células. Os
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resultados in vitro sdo consistentes com estudos prévios que mostram que a adenosina e analogos
ndo liberam histamina per se, mas potencializam a liberagdo estimulada com antigenos e
composto 48/80 (REEVES e col, 1997, DEXTER e col, 1999). Sugere-se que a adenosina
possua dois efeitos opostos na liberacdo de histamina de fragmentos de pulmio humano:
potencializagdo da liberagdo, por um efeito em receptores intracelulares, e inibigdo da liberagio,
por um efeito em receptores extracelulares, provavelmente em receptores A; (OTT e col., 1992),
sendo esta diferenca, provavelmente, dependente da concentragdo do agonista (NISHIBORI e
col., 1983). Estes tltimos autores demonstraram que em doses baixas (10”7 a 10®* M), a adenosina
causa inibi¢ao da liberacio de mediadores de mastocitos, € em doses acima de 10° M o efeito é
potencializado, indicando que a adenosina pode atuar tanto em sitio intracelulares como em
receptores de superficie nos mastocitos (LOHSE e col., 1987).

Postula-se que a interagdo de substincias liberadas de mastécitos (histamina e 5-HT) com
outros mediadores inflamatorios, tais como a substincia P, é um passo intermediario no
desencadeamento de processos inflamatérios neurogénicos (HOLZER, 1992). Além disso,
sugere-se que a histamina e 5-HT possuem seus proprios receptores localizados em terminais
nervosos sensoriais (HOLZER, 1998). Sabe-se ainda que o aumento de permeabilidade vascular
evocado pela substincia P € mediado por dois mecanismos distintos: estimulacio direta dos
receptores NK,, localizados nas células endoteliais de vénulas pos-capilares, e ativagiao de
mastécitos (BRAIN & WILLIANS, 1989). Estudos recentes revelaram que receptores NK, estdo
expressos em mastocitos de ratos (OGAWA e col, 1999) e camundongos (KRUMINS &
BROOMFIELD, 1992), sugerindo que a substancia P desgranula mastécitos via ativagdo direta
desses receptores. Partindo-se desse conhecimento, decidimos investigar a atividade

edematogénica dos agonistas purinérgicos em animais co-injetados com o antagonista de
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receptores NK; de taquicininas, SR140333. Assim, quando a adenosina, bem como seus
analogos, foram co-injetados com o SR140333, o extravasamento plasmatico evocado pelos
mesmos foi significativamente inibido; porém, tal inibi¢ao foi observada somente nas doses mais
elevadas da adenosina e analogos. Tais resultados mostram, em primeiro lugar, que o
extravasamento plasmatico induzido pela purinas é parcialmente dependente da estimulagio de
receptores NK; de taquicininas e, portanto, possui um componente neurogénico. A auséncia de
efeitos do antagonista de receptores NK de taquicininas, SR48968, sobre o extravasamento
plasmatico induzido pela adenosina e seus analogos demonstra que os receptores NK, ndo estio
envolvidos nessas respostas. Isto é esperado visto que receptores NK, (e ndo NK3) ¢ que tem sido
de fato implicados nas a¢des pro-inflamatorias da substancia P (QUARTARA & MAGGI, 1998).

A capsaicina é bastante empregada como instrumento de pesquisa na investigacio de
processos inflamatorios neurogénicos (HOLZER, 1991). Isto deve-se ao fato da capsaicina
possuir a capacidade de estimular ou degenerar sub-tipos de neurénios sensoriais levando 3
liberagdo (ou deple¢io) dos neuropeptideos tais como a substancia P ¢ CGRP (JANCSO,
KIRALY, JANCSO-GABOR, 1977). Quando administrada a ratos no periodo neonatal, a
capsaicina degenera os meurbnios localizados no ganglio da raiz dorsal causando lesio do
terminal sensorial e deple¢do cronica dos neuropeptideos. Assim, o tratamento de ratos com
capsaicina no periodo neonatal causou redugdo significativa no extravasamento plasmatico
induzido por doses elevadas de adenosina, CPA e NECA, mas nio por IB-MECA. Isto parece
sugerir que somente em concentragdes altas de CPA, NECA e adenosina sio capazes de ativar os
terminais nervosos sensoriais. Com relagdo ao IB-MECA, os resultados sugerem que 0 mesmo
ndo ative diretamente os terminais nervosos sensoriais. E possivel que o efeito deste agonista

envolva, de alguma forma, ativagio de mastécitos cutaneos; sabe-se que mastécitos de ratos
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possuem ambos 0s receptores Az e Agp, cuja ativagdo leva a liberagdo de histamina e 5-HT e
outros mediadores (RAMKUMAR ¢ col., 1993).

Em resumo, nossos resultados fornecem evidéncias diretas que os receptores A;, A; e A;
medeiam o aumento de permeabilidade microvascular em pele dorsal de ratos, com subsequente
formagdo de edema. Nossos dados sugerem que a adenosina e analogos possuem mecanismos
distintos: estimulagdo dos terminais nervosos sensoriais via receptores A; e A, resultando na
liberagdo de substincia P; e estimulagdo de mastocitos via receptores Az. Até o presente estudo,
entretanto, nao temos evidéncias que comprovem que o componente neurogénico seja decorrente

da agdo da histamina/5-HT em terminais nervosos sensoriais.
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Conclusdo

A injegdo intradérmica de adenosina, agonistas de receptores A; (CPA), A, (NECA)
e A; (IB-MECA) causa aumento de permeabilidade vascular e subsequente

extravasamento de proteinas plasmaticas na pele dorsal de ratos in vivo,

A adenosina, CPA, NECA e IB-MECA nio promovem libera¢do de histamina dos

granulos de mastocitos peritoneais isolados de ratos,

O extravasamento de proteina plasmatica na pele de ratos induzido pela adenosina e
analogos ¢ decorrente da ativagdo de mastocitos, através de receptores seletivos de
adenosina, bem como da ativagdo de terminais nervosos sensoriais, resultando na

liberagdo de substincia P.
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SUMMARY



Suwmaury

The contribution of sensory neurons and mast cells to the oedema evoked by
adenosine  A;  (Ng-cyclopentyladenosine, CPA, 3-30 nmol/site), A, (5N-
ethylcarboxamidoadenosine, NECA, 1-10 nmol/site) and A; receptor agonists (N6-[3-
iodobenzyl]-N-methyl-5-carboxiamidoadenosine, IB-MECA. 0.01-3 nmol/site) was
investigated in the rat skin microvasculature, by the accumulation of intravenously-injected
(iv.) '"l-albumin Intradermal (i.d.) injection of adenosine and analogues induced
increased  microvascular  permeability in a dose-dependent  manner  (IB-
MECA>NECA>CPA>adenosine). The non-selective adenosine receptor antagonist
theophylline (5.7-57 nmol/site) markedly inhibited adenosine, CPA or NECA but not IB-
MECA-induced plasma extravasation. The A, receptor antagonist 1,3-dipropyl-8-
cyclopentylxanthine (DPCPX, 0.1-1.0 mg/kg, i.v.) significantly reduced CPA-induced
plasma extravasation whereas responses to adenosine, NECA or IB-MECA were
unchanged. The A, receptor antagonist 3,7-dymethyl-1-proprargylxanthine (DMPX, 0.45-
45 nmol/site) significantly reduced NECA-induced plasma extravasation without affecting
responses to adenosine, CPA and IB-MECA. The tachykinin NK; (SR140333), but not the
NK; (SR48968), receptor antagonist significantly inhibited the plasma extravasation
evoked by higher doses of adenosine (100 nmol/site), CPA (100 nmol/site), NECA (1
nmol/site) or [B-MECA (0.1-1 nmol/site). In rats treated with capsaicin to destroy sensory
neurons, the response to higher doses of adenosine, CPA and NECA, but not IB-MECA,
was significantly inhibited. Effects of adenosine and analogues were largely inhibited by
histamine and 5-hydroxytriptamine (5-HT) antagonists and by compound 48/80
pretreatment. However neither adenosine (1-100 pM) nor its analogues (CPA 10-100 uM,

NECA 1-100 pM and IB-MECA 100 nmol/ml) induced degranulation of rat peritoneal
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mast cells iz vitro. In conclusion, our results provide further evidence that adenosine A, and
A4, but not As, receptor agonists may function as cutaneous neurogenic pro-inflammatory

mediators.
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