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RESUMO

Neste trabalho, mvestigou-se a participagdo de fibras sensoriais no
aumento de permeabilidade vascular e na formagio de edema induzidos pela
SEB (enterotoxina estafiloctcica do tipo B) (25 pg/pata) em camundongos.

O tratamento dos animais com o SR140333 (antagonista de receptores
NK;; 120 nmoles/Kg, s.c. + 120 nmoles/Kg, 1.v.) inibiu significativamente o
edema e a exsudagdo (35 e 37%, respectivamente) induzidos pela SEB. Da
mesma forma, o edema e a exsudagdo plasmdtica induzidos pelo GR73632
{agonista de teceptores NK;; 50 pmoles/pata) foram significativamente
reduzidos pelo SR140333 (40 ¢ 88%, respectivamente). Ao contrario, o
tratamento endovenoso com SR48968 (antagonista de receptores NK,; 1,7
umoles/Kg) ndo alterou o edema e a exsudagio causados pela SEB (ou
GR73632) em relagdo aos seus respectivos controles. |

O edema e a exsudacdio plasmatica induzidos pela SEB nfo se
alteraram, significativamente, pela co-injecio de CGRP (100 e 300
pmoles/pata). Por outro lado, o edema evocado pelo GR73632 (50
pmoles/pata) foi significativamente potencializado pelo CGRP em ambas as
doses.

No grupo de animais tratados com o HOE 140 (antagonista de
receptores B,; 400 nmoles/Kg, iv.) observou-se redugfo significativa do
edema e da exsudagio plasmética induzidos pela SEB (35 e 34%,
respectivamente). Da mesma forma, o edema e a exsudaglo plasmatica
evocados pela bradicinina (3 nmoles/pata) foram significativamente reduzidos
(69 e 94%, respectivamente) pelo tratamento com o HOE 140. O tratamento

prévio dos animais com a mistura de antagonistas, SR140333 (120

Tt



nmoles/Kg; s.c. + 120 nmoles/Kg; i.v.) ¢ HOE 140 (400 nmoles/Kg; iv.),
reduziu significativamente o edema e a exsudagio evocados pela SEB.
Entretanto, a inibigio, embora significativa, ndo foi maior do que aquela
observada pelo SR140333 ou HOE 140, admunistrados isoladamente. Além
disso, o SR140333 reduziu significativamente o edema (62%) e a exsudagio
{49%) evocados pela bradicinina (3 nmoles/pata).

O edema e a exsudacdo plasmatica causados pela SEB no grupo
tratado com a capsazepina (antagonista de receptores vanildides; 100
umoles/Kg; s.c.) foi signmficativamente menor (53 e 45%, respectivamente),
em relacdio ao grupo controle. A capsazepina (50 e 100 pmoles/Kg; s.c.)
reduziu, em ambas as doses, o edema induzido pela capsaicina (5 pg/pata),
em relagdo ao grupo controle {50 ¢ 67 %, respectivamente).

- No grupo tratado com mepiramina (antagonista de receptores Hy; 10
mg/Kg, i.v.) ou metisergida (antagonista de receptores 5-HT, 10 mg/Kg, 1.v.),
observou-se que o edema evocado pela SEB. foi reduzido significativamente,
quando comparado aos respectivos grupos-controle (40 e 60%,
respectivamente). A exsudagdo plasmatica nos ammais fratados com
mepiramina ¢ metisergida foi reduzida em 25 e 63%, respectivamente. O
tratamento cdm mepiramina ou metisergida reduziu o edema e a exsudago
induzidos tanto pela histamina (100 pnoles/pata), quanto pela serotonina
(100 pmoles/pata), respectivamente.

Fm animais diabéticos, observou-se que o edema e a exsudaglo
plasmética induzidos pela SEB estavam reduzidos, em relagio aoé animais
ndo diabéticos (75 e 50%, respectivamente); o mesmo foi observado com o
edema e com a exsudagdo plasmatica evocados pela capsaicina (3,2 pg/pata)

(56 € 77%, respectivamente). O tratamento prévio dos animais com insulina

vii



(20 UUKg; s.c.) comigiu a hiperglicemia, mas nfo promoveu alteragdes
significativas na resposta inflamatdria induzida pela SEB ou capsaicina.

Em resumo, nossos resultados mostraram que a SEB causa uma
resposta inflamatoria neurogénica complexa, que envolve geragio local de

cininas, ativagdo de receptores vaniléides ¢ degranulacio de mastdcitos.
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Introducio

A inflamagfo neurogénica € defmida como uwma resposta local,
decorrente da liberacdio de certos transmissores de terminais de fibras
sensoriais, em rtesposta a estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos
(IANGLEY, 1923; JANCSO et al., 1967, LEMBECK & HOLZER, 1979).
Através de trabalhos pioneiros de BAYLISS (1901) e BRUCE (1813),
demonstrou-se que terminagdes nervosas de determinados neurdnios, quando
estimuladas, causavam alteracdes vasculares periféricas. Propds-se, na ocasifo,
que essas alteragSes eram resultantes de impulsos nervosos que se propagavam
no sentido eferente (ativagio retrograda) do neurdnio sensorial aferente
primario. Com base nisto, introduziu-se o conceito de vasodilatagdo
neurogénica, bem como a terminologia ‘antidrmica’ para designar tais efeitos.

A partir dos anos sessenta, estabeleceu-se que as alteragfes vasculares
periféricas, promovidas pela estimulagdo de fibras sensoriais aferentes
primarias, eraﬂi dependentes da libefaga'o de certos mediadores
(neuropeptideos) e independentes da liberagdo de noradrenalina e acetilcolina
(JANCSO et al., 1967; SZOLCSANYI et al., 1975). Desde entdio, essas fibras
passaram a ser conhecidas como fibras NANC (nfo-adrenérgica e ndo-
colinérgica).

Atualmente, uma parte dos neurdnios NANC ¢ conhecida como neurdnios
aferentes primarios sensiveis a capsaicina (CSPAN; capsaicin-sensitive primary
afferent neurons), os quais foram assim classificados para designar uma classe
de neurdnios susceptiveis a agdo excitatéria ou inibitéria da capsaicina sobre as
fibras sensoriais desmielinizadas do tipo C e as milelinizadas do tipo AS ¢ A
(JANCSO et al., 1967, SZOLCSANYI, 1977; CERVERO & LAIRD, 1991;
HOLZER, 1991; HANDWERKER & KOBAL, 1993).

Em geral, as fibras CSPA originam-se do ganglio da raiz dorsal ou gnglio



Introdugio

trigeminal. Os neurdnios da raiz dorsal entram no sistema nervoso central, onde
fazem siapses com neurdmos de segunda ordem no como dorsal da medula
espinhal, enquanto os newrbnios do ganglio trigeminal fazem sinapses com
peurénios de segunda ordem no nicleo espinhal do tfrato frigeminal
(HAMMOND & YAKSH, 1983; BESSON & CHAOUCH, 1987). Geralmente,
os newrdnios CSPA fransmitem a informagfio nociva (usualmente percebida
como queimacdo ou dor) para o sistema nervoso central (fungdo aferente),
enquanto suas terminagles sdo sitios de liberagdo de uma variedade de
peptideos (fungfo ecferente) (FOREMAN, 1987). As fibras CSPA estdo
amplamente distribuidas no organismo mcluindo o tecido cutdneo, frato
gastrintestinal e genitourinario, vias aéreas, coragio e outros (MAGGI, 1995).

De modo geral, os transmissores liberados dos terminais CSPAN sdo
peptideos, representados principalmente pelas taquicininas e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), os quais desempenham diferentes
papéis fisiopatologicos. As respostas mnflamatorias mediadas pela liberagdo
destes mediadores incluem vasodilatagdo, aumento da permeabilidade venular
com conseqiiente formagdo de edema e ativagio de diversos tipos celulares
incluindo leucécitos, fibroblastos (HOLZER et al., 1995; HOLZER, 1998) e
mastécitos (LEMBECK & HOLZER, 1979, GAMSE & SARIA, 1987,
MAGGI, 1991; 1995)

Do ponto de vista fisiopatoldgico, os neuropeptideos participam de
varios processos inflamatorios como neuralgia pos-herpes, pruridos nodulares,
urticarias (HERNANZ et al, 1989, MAGGI, 1995), psoriase
(NAUKKARINEN ef al., 1989), dermatites atOpicas, dermatites de contato
(COULSON & HOLDEN, 1990; MAGGI, 1995) e neuropatia diabética
(HOLZER, 1988; MAGGI, 1995). A liberagdo local destes neuropeptideos esta



Introdugio

também relacionada a alteragBes hemodinimicas e vasculares periféricas
(BUNKER et al., 1993), cicatrizagdo de feridas e manutengfio da integridade
da pele (SENEPATI et al., 1986, MAGGI, 1995). Além disso, tanto em
condighes fisiologicas, quanto patoldgicas, os neuropeptideos sensoriais
modulam, de forma eficiente, mecanmismos relacionados a fungdes celulares
tmunoldgicas, incluindo proliferagdo e produgdo de citocinas (SCHOLZEN et
al., 1998).

1.1. Mediadores neurogénicos envolvidos na inflamacio cutinea

1.1.1. Taquicininas

Os peptideos substéncia P (SP), a neurocinma A (NKA) e a neurocinina
B (NKB) sfo membros da familia das taquicininas e possuem grande
homologia quimica entre si (MAGGI, 1995). Tanto a SP guanto a NKA sio os
principais mediadores responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular.
A 8P, particulamente, é muito ativa em relagdo a capacidade de produzir
extrévasamento de proteinas plasmaticas e formacdo de edema na pele de
espécies variadas, incluindo a humana (BRAIN, 1996). Além disso, a SP
apresenta um importante papel na transmissfo da dor (GEPPETTI ef ol
1988). Este peptideo atua sobre mastocitos, promovendo liberagdo de
histamina e serotonina (HUGHES et al, 1990). Acredita-se que o efeito
estimulante da SP sobre os mastocitos ndo seja um fendmeno dependente de
receptores, mas sim da interagﬁo_ direta das cargas catibnicas desse peptideo
com componentes amdnicos, presentes na membrana dos mastécitos

(HOLZER, 1992).
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Até o presente, descreveram-se frés subtipos de receptores NK,
acoplados a proteina G, denominados NK;, NK, ¢ NK; (PATACCHINI &
MAGGI, 1995; WHITTY ef al,, 1995). Em geral, a SP possui maior afinidade
pelo receptor NK;, a NKA pelos receptores NK; e NKj, e a NKB pelo
receptor NK; (HOLZER, 1998). O subtipo NK; estd amplamente distribuido
no sistema nervoso central e periférico. No sistema nervoso central, este
receptor regula as atividades relacionadas com comportamento, degeneragiio e
manutengdo neuronal, fungdo respiratoria e cardiovascular. No sistema nervoso
periférico, esse recepior ¢ largamente expresso nos tratos respiratdrio,
gastrintestinal, gemturmario e em varios tipos de células imunoldgicas ¢
mflamatorias. Recentemente, alguns trabalhos relatam a agfo de compostos
nfo peptidicos que atuam como antagonistas seletivos para as taquicininas,
Dentre esses, demonstrou-se que o SR140333 é um potente antagonista de
receptores. NK;, enquanto que o SR48968 antagomza os receptores NK,
(EMONDS-ALT ef al., 1992, 1993; DRAY et al., 1994). Da mesma forma,
agonistas seletivos de receptores NK;, tais como o GR73632 foram
desenvolvidos e estdo sendo largamente utilizados na pesquisa experimental
(ANDREWS er al, 1989, ANDOH et al, 1998). O emprego dessas
substincias tem sido de grande utilidade para o estudo do papel fisiopatologico

dos receptores de taquicininas.

1.1.2. Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)

O CGRP foi um dos-primeiros exemplos de neuropeptideos descobertos
por meio de técnicas de biologia molecular nos anos oitenta. Tanto no homem
quanto no rato, duas formas moleculares desse peptideo foram isoladas: CGRP-

a ou CGRP-I (AMARA et al., 1982, ROSENFELD ef al., 1983) e CGRP-f3 ou
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CGRP-II (AMARA ef al,, 1985; BREIMER, ef ol,, 1988), sendo as duas
formas semelhantes em suas atividades bioldgicas. Considerado o prti;Jcipal
mediador da vasodilatagdo neurogénica na pele (HOLZER, 1992), o CGRP
exerce uma prolongada e potente agdo vasodilatadora, via estimulagfio dos
receptores CGRP-I ou CGRP-II (DENNIS et al, 1989; 1990). Achados
histoquimucos revelaram que o CGRP estd presente em fibras nervosas
aferentes que mmervam os vasos sanguineos do corpo inteiro, sendo que a

quantidade destas fibras ¢ maior em artérias do que em veias (HOLZER, 1992).

1.1.3. Outros mediadores neurogénicos

Além da SP ¢ CGRP, outras substincias biologicamente ativas foram
identificadas nos termmais nervosos CSPA, incluindo o polipeptideo vasoativo
intestinal (VIP), o peptideo pituitario ativador da ademl ciclase relacionado ao
VIP (PACAP), a galanina, a secretoneurina, o fator Iiberador de corticotrﬁﬁna,
somatostatina, o Oxido nitrico e os nucleotideos purinérgicos (BRAIN, 1996;

KHAKH & KENNEDY, 1998).

1.2. Substincias que inibem ou estimulam as fibras sensoriais CSPA

1.2.1. Capsaicina

A capsaicina, substincia purificada a partr do fruto da pimenta
Capsicum annuwm, tem a capacidade de estimular neur8nios sensoriats,
promovendo, conseq{ientemente, liberagdo de quantidades significativas de
neuropeptideos (JANCSO et ol, 1980; HOLZER, 1988). Assim, a
administracio local de capsaicina na pele, em baixas doses, causa inflamagio

newrogénica, caractenizada por vasodilatagdo arteriolar e extravasamento
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plasmatico em vénulas pds-capilares. Em doses elevadas, a capsaicina provoca
deplecdo dos estoques desses neuropeptideos, podendo levar a .t(}tal
degeneragdo dos terminais nervosos (JANCSO erf al., 1967). Em vista disso, a
capsaicina tem sido largamente empregada para estudar o envolvimento de
fibras sensoriais em diferentes agdes fisiopatologicas (HOLZER, 1991).

Qs efeitos fisiopatologicos da capsaicina s30 mediados pelos chamados
receptores vanildides, assim denominados pela alta afinidade para grupos
quinticos do tipo vanilil (HOLZER, 1991). Estes receptores sdo comumente
encontrados em terminais nervosos das fibras sensoriais (SZALLASI, 1994},
embora estudos recentes relatam a existéncia dos mesmos em nicleos cerebrais
(SASAMURA ef al., 1998), mastocitos (BIRO et al,, 1998a) e células da glia
(BIRO et al., 1998b). Além da capsaicina, outras substdncias que contém o
grupo vanilil, entre elas a resiniferatoxina (extraida da planta Euphorbia
resinifera), sio também capazes de ativar os receptores vaniléides (SZALLASI
& BLUMBERG, 1990; SZALLASI et al., 1999). Estes receptores dividem-se
em duas classes, os do tipo C (ativados preferencialmente pela capsaicina) ¢
receptores tipo R (ativados preferencialmente pela resiniferatoxina) (ACS et
al., 1997: BIRO et al., 1997; SZALLASI, 1997). A resiniferatoxina € cerca de
vinte vezes mais potente do que a capsaicina para ativar o receptor R. Um
subtipo de receptor vaniloide (VR1) pertencente ao tipo C foi recentemente
clonado (CATERINA et al., 1997). Em pata de rato, demonstrou-se que a
capsaicina altera a captagio de oxigénio e causa vasoconstrigdo. Os autores
atribuiram estes efeitos & ativagdo de receptores, por eles denominados, VN; e
VN, (COLQUHOUN et ol., 1995; GRIFFITHS ef al., 1996).

Dessa forma, através da acdo de andlogos da capsaicina sobre o0s

receptores  vanildides tem sido possivel determinar subclasses destes
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receptores, os quais diferem entre si farmacologica e fisiologicamente
(SZALLASI & BLUMBERG, 1996; SZALLASI, 1997; CATERINA ef al., -
1997). Assim, € provavel que mecanismos distintos, mediados por receptores

- vaniloides, possam ocorrer dentre as subclasses destes receptores (ACS et dl.,
1997; BIRO et al., 1998a).

A capsazepina, um andlogo estrufural da capsaicina, blogueia os
receptores vanildides e, imbe as agles antinociceptivas in vivo e in vitro
induzidas tanto pela capsaicina (BEVAN ef al., 1991; DICKENSON et al
1991), quanto pela resiniferatoxina (ELLIS & UNDEM, 1994: ACS ef al.,
1996). Entretanto, a capsazepina também bloqueia canais de calcio voltagem
dependentes (DOCHERTY er al, 1997), assim como receptores nicotinicos
(LIU & SIMON, 1997). Além disso, estudos recentes sugerem a presenga de
receptores vaniloides insensiveis 3 capsazepina em vias aéreas (AUBERSON
& LUNDBERG, 1993) ¢ pele de ratos (COSTA er al., 1999). Portanto, a
capsazepina j4 ndo pode ser classificada como antagomsta seletivo de

receptores vaniloides.

1.2.2. Cininas

As cininas, principalmente a bradiciuna ¢ a calidina, sfo peptideos
formados a partir de precursores plasmaticos ou teciduais, 0s CIniNOgENios,
através da acdo de calicreinas plasmaticas ou teciduais (REGOLI & BARABE,
1980). As cininas evocam agfes variadas como lipotensfo, aumento da
permeabilidade vascular, hiperalgesia e ativagio da fosfolipase A,, efeitos
estes mediados por receptores B; ou By, (BHOOLA ef al,, 1992). Somado a
isso, a bradicinina € capaz de liberar neuropeptideos dos neurdnios CSPA e,

assim, potencializar mdiretamente suas propras agles intlamatorias (MAGGI



Introdugdo

& MELLI, 1988). Por mtermédio da utilizaghio de antagonistas seletivos para
receptores B, como o HOE 140, foi possivel demonstrar a pl;esenga desses
receptores no sistema nervoso central e periférico (HALL, 1992; DRAY &
PERKINS, 1993; SALEH ef al., 1997).

1.2.3. Histamina

A lustamina ¢ um importante agente inflamatério, capaz de mediar
numerosas fungdes, incluindo extravasamento de proteinas plasmaticas,
contragiio de misculo liso de bronquios ¢ mtestino, estimulago de neurdnio
sensorial (via receptores H;) e vasodilatagdo (via ativagdo de receptores H; ¢
H;). O terceiro subtipo de receptor de histamima, denommado H;, foi
identificado em terminagdes nervosas central e periférica, o qual parece exercer
receptores Hj, R-o-metil-histamina, inibe o extravasamento de proteinas
plasmaticas (ICHINOSE & BARNES, 1990). Além disso, alguns
pesquisadores sugerem uma inter-relagdo entre os neurnios sensoriais € os
mastocitos (HUGHES et al., 1990). Assim, € possivel que a liberagdo basal de
histamina dos mastocitos previna a estimulacdo de neurfnios sensorials via
ativacio dos receptores Hs, enquanto a liberagdo maci¢a de histamina que
pcorre perante a degranulagio de mastécitos atue sobre os receptores Hj ¢ H,

localizados nas células alvo (BARNES et al., 1990).

1.2.4. Serotonina
A serotonina, contida principalmente em mastéeitos, € um dos principais
mediadores da inflamagio em roedores,, No sistema nervoso central, a

serotonina pode causar ag@es inibitorias ao ativar receptores do tipo 3-HT)
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(PEROUTKA & SNYDER, 1979, HOYER, 1994) ou excitatérias em
receptores do tipo 5-HT> (GADDUM & PICARELLI 1956; PEROUTKA &
SNYDER, 1979; HOYER, 1994). No sistema nervoso periférico, a serotonina
possui agles do tipo excitatoria através da ativagdo de receptores 5-HTs,
presentes em neurdnios aferentes sensoriais, causando dor (GADDUM &
PICARELLI, 1956, RICHARDSON et al., 1985; HAMON et al., 1989,
HOYER, 1994). Na microcirculagdo, a serotonina induz vasodilatagio
arteriolar, via receptores 5-HT,, e nas vénulas promove confragio das células
endoteliais, causando aumento da permeabilidade vascular, provavelmente
através da agfo em receptores do tipo 3-HT, (HOLLENBERG, 1988). A
classificaglio dos tipos de receptores envolvidos nas agdes inflamatérias da

serotonina ainda ndo esta totalmente definida.

1.2.5. Metabdélitos do acido araquid6nico (AA)

Varios trabathos demonstram as diferentes agdes excitatorias de
metabohitos do AA, principalmente as prostaglandinas, sobre terminagdes
nervosas sensoriais (HOLZER, 1992; 1998). Um dos mecanismos propostos
para explicar o efeito analgésico de agentes antinflamatorios néo esteroidais € a
remocdo da influéneia excitatéria das prostaglandinas sobre os neurdnios

aferentes primarios (FERREIRA, 1981).

1.2.6. Opidides

As encefalinas sdo consideradas potentes inibidores endogenos de
neuropeptideos Iiberados de neurdnios sensoriais (BARNES ef al., 1990).
Estudos experimentais 3exn0nstzaram que a morfina ¢ analogos sintéticos da

encefalina imbem o extravasamento de proteina plasmatica induzida pela
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estimulagdo de nervos safenos em patas de rato (BARTHO & SZOLCSANYI,
1981; BARBER, 1993). Em diversos modelos experhneﬁtais tais como iris de
coetho (UEDA et al., 1983; 1985), bronquiolos de cobaia (BARTHO et al.,
1987; MARTLING & LUNDBERG, 1988), atrio isolado de cobaia
(GIULIANI et al., 1990) ¢ vias a¢reas de cobaias (BELVISI er al., 1989;
RECHTMAN ef al., 1990), o extravasamento de proteinas plasmaticas ¢ a
bronconstricdo via fibras NANC foi reduzida pela utilizagdo de agonistas de
receptores opi6ides. Assim, nfo é surpreendente observar que as terminacdes
nervosas periféricas de neurdmios aferentes sensoriais possuam receptores

opidides inibit6rios.

1.2.7. Vermelho de ruténio

O vermelho de ruténio ¢ um corante inorganico, relatado, na literatura no
final dos anos anos oitenta, como um antagomsta de capsaicina (CHAHL,
1989; MAGGI, 1991). O mecanismo pelo qual o vermelho de ruténio bloqueia
receptores vanildides ¢ desconhecido, mas postula-se que existam dois sitios
para o corante, um sitio de ligagdo, reversivel, o qual mibe substincias
vaniloides, ¢ um segundo sitio, irreversivel, envolvendo dessensibilizag8o
(CHAHL, 1989). Além disso, o vermelho de ruténio parece mibir um subtipo
de receptor vaniléide denominado VN, (GRIFFITHS ef al., 1996).

1.3. Envolvimento do sistema endécrino na resposta inflamatoéria

A participagdo do sistema endécrino no desenvolvimento da resposta
inflamatoria tem sido amplamente demonstrada (MORAES & GARCIA-
LEME, 1982; FORTES et al., 1984; GARCIA-LEME et al., 1992).

Estudos experimentais revelaram que animais diabéticos apresentam uma

il
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resposta inflamatéria reduzida frente a estimulos quimicos e fisicos, a qual pode
ser revertida pelo tratamento dos animais com insulina (GARCIA LEME ef al.,
1973; 1974). Estudos utilizando microscopia eletronica revelaram que
microvasos de animais diabéticos, submetidos a administragdo de histamina ou
serotomna, exibem redugdo da permeabilidade vascular e, quando pré-tratados
com insulina, apresentam uma permeabilidade vascular normal ou aumentada,
Bste fato sugere que a integridade da resposta microvascular depende, em
parte, da disporubilidade de insulina (LLORACH, ef al., 1976). Visto que, 08
receptores para a insulina estdo presentes na superficie luminal das células
endotehiais vasculares, sugere-se que esse horménio module certas fungdes
destas célnlas (BAR et al, 1978; PILLION ef al., 1982). Além disso, é
sugerido que a reducio de processos inflamatérios (inclusive os de natureza
neurogénica) em ammais diabéticos, nfio esta relacionada com a deplecfo de
mediadores inflamatérios como a SP, j&4 que o contetdo deste peptideo em
nervos sensoriais mostra-se inalterado em tais animais. Isto prople que o
diabetes acarreta redugdo da atividade desses mediadores em nivel vascular
(GARCIA-LEME ef al., 1974; GAMSE & JANCSO, 1985).

Entretanto, estudos mais recentes relatam que ratos diabéticos
apresentam redugdo da resposta neurogénica, mediante estimulos elétricos, e
que esta redugio pode ser revertida pelo tratamento crénico (mas nio agudo)
dos animais com msulina (BENNETT et a/., 1998). No entanto, ainda segundo
estes autores, as respostas inflamatérias evocadas pela SP ¢ CGRP exdgenos
nfp se apresentam reduzidas em animais diabéticos, sugermdo que a redugiio
da resposta neurogénica & SP ¢ CGRP ndo estd relacionada & modulagfo dos
receptores desses neuropeptideos, mas sim 2 liberagéo prejudicada dos mesmos

decorrente da neuropatia periférica.
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1.4, Fisiopatologia e farmacologia das enterotoxinas

As enterotoxinas estafilocdcicas (SE) sdo neurotoxinas produzidas por
algumas cepas do Staphylococcus aureus. Essas toxinas induzem alteragdes
fisiopatologicas em humanos e animais de experimentacdo, as quais podem
levar 4 incapacitago, choque e morte (BERGDOLL, 1983; BOBAK &
GUERRANT, 1992; LECLAIRE et al,, 1995).

As SE (25.000 - 30.000 daltons) sdo proteinas semelhantes entre si,
estaveis em meio 4cido ¢ em temperatura elevada. Classificam-se
imunologicamente, em cinco tipos diferentes designados alfabeticamente de A a
E (BERGDOLL, 1983; IANDOLO, 1989). Destes, a SE do tipo B (SEB) foi a
primeira obtida de forma altamente pura e em grande quantidade. Tanto sua
seqiiéncia de aminoacidos quanto sua massa molecular (28.366 daltons) ja sdo
conhecidos (BERGDOLL, 1979).

De .modo geral, as enterotoxinas funcionam também como
‘superantigenos’ (BOBAK & GUERRANT, 1992), sendo que parte das agles
destas toxinas deve-se ao seu infenso eferto imunomodulador (FLEISCHER et
al., 1989; MARRACK & KAPPLER, 1990), o qual pode resultar em ativagio
das células T, sintese e liberago de citocinas e ativagio do éixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HPA) (PERLSTEIN ef al., 1993; SHURIM ef al., 1997). Em
relagio 4 SEB, particularmente, observou-se marcante liberagdio de IL-2 ¢
TNE-o. de células T (GONZALO et al., 1993; FLORQUIM ef al., 1994).
Acredita-se que na resposta inflamatoria induzida pela SEB, a IL-2 esteja
envolvida diretamente com a ativacio hipofisénia, ¢ o TNF-o. com 2 ativagdo
adreno-hipofisaria. Estudos clinicos relatam que a aplicagdo tépica de SEB na
pele humana produz reagdo inflamatoria provavelmente pela liberagdo de

citocinas (STRANGE ef al., 1996).
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Recentemente, estudos revelaram semelhancas entre os mediadores
qu:imié:os responsaveis pelo edema de pata e a migragio de neutréfilos
peritoneais induzidos pela SEB (ou SEA) em camundongos (DESOUZA ef ol
1996; DESOUZA & RIBEIRO-DASILVA, 1996; 1997). A injecdo intraplantar
de SEB em camundongos produz edema inflamatério bifasico ¢ de longa
duragdo. A fase primaria {(micial) do edema dura cerca de 24 horas, sendo
segiida por uma fase secunddria (ou tardia) que se inicia apds 24 horas e
continua até as 72 horas, caracterizada como edema crénico (DESOUZA ef al.,
1996). Nesse estudo, verificou-se que mediadores quimicos tais como PAF
{fator de agregacdo plaquetaria), histamina e metabélitos do dcido araquidénico
contribuem para esta atividade edematogénica. Em relagdio aos metabdlhitos do
acido araquidOnico existe uma diferenca marcante entre as duas fases do
edema, ou seja, enquanto os produtos da lipoxigenase estdo envolvidos na fase
aguda, os da ciclaxigenasa parecem estar envolvidos na fase cronica.

Em relagdo & migracdo de neutrdfilos, na cavidade peritoneal de
camundongos, induzida pela SEB, DESOUZA & RIBEIRO-DASILVA (1996)
demonstraram que esta resposta € de longa duragio, dependente de macrofagos
residentes ¢ inibida pela dexametasona. A migragiio de neutréfilos foi também
reduzida pelo tratamento prévio dos animais com antagonista de PAY
(BN52021) e imbidor de lipoxigenase (BWA4C). Ao contrano, fanto a
indometacina (inibidor de cicloxigenase) quanto a difenidramina (antagonista
H,) mostraram-se ineficazes em reduzir o influxo de neutréfilos induzido pela
SEB. Além disso, estes a‘ut_dres observaram que o edema de pata, bem como a
migracdo de neutrofilos perttoneais induzidos pela SEB, sdo inibidos pelo pré-
tratamento dos animals com capsaicina, sugerindo que a SEB produz

inflamagdo dependente de mecanismos neurogénicos. Outros dados da
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literatura relatam que a SEB, quando injetada subcutidneamente em
camundongos, induz uma resposta mflamatoria mediada por degranulagio de
mastocitos e liberagfo de serotonina (SUBRAMANIAN & BRAY, 1987;
CHOI et al,, 1989; KOMISAR et al., 1992; SALOGA et al., 1996).

Segundo KOMISAR et al. (1992), a liberagdo de serotonina induzida
pela SEB, em mastécitos de ratos in vifro, € aumentada pela co-administracdo
de bradicinina. Por outro lado, em macacos tratados com capsaicina hd uma
redugdo da resposta inflamatéria cuténea mduzida pela SEB, mas nfio daquela
induzida pelo composto 48/80 (degranulador de mastocitos) ou histamina
(GOTTFRIED er al, 1989). Esses dados sugerem que a SEB atua
indiretamente em mastocitos cutineos, via estimulagdo de neurénios sensoriais.

Considerando-se 0 exposto acima, investigamos a participagdio de
neuropeptideos sensoriais bem como a participagfio de mastocitos sobre o

edema e exsudagdo plasmatica induzidos pela SEB.
1.5. Objetivos
Os obijetivos desse projeto foram investigar:

a) O papel das fibras CSPA sobre a resposta edematogénica induzida

pela SEB;

" b) A participagfo dos mastocitos nas agbes inflamatonas, induzidas pela

SEB in vivo,

¢) O papel das cininas na resposta edematogénica induzida pela SEB;

15
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d) O aumento de permeabilidade vascular e a formagfio de edema

induzidos pela SEB em animais diabéticos.
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2.1, Animais

Utilizaram-se camundongos Swiss, machos, provenientes do Biotério
Central da Unicamp, com peso entre 25 e 30 g Esses animais foram
transferidos para o biotério do Departamento de Farmacologia 24 h antes dos
experimentos sendo mantidos a 24 °C, com um periodo de iluminagio difria de

12 h e com livre acesso a agua e a comida.

2.2.SEB
A SEB foi dissolvida em salina 0,9% estéril e estocada em aliquotas a -

20 °C, para se evitar ciclos de descongelamento.

2.3. Medida do edema de pata e da exsudaciio de azul de evans

O edema de pata foi medido pelo método de LEVY (1969) ¢ a
exsudacdo plasmatica pelé método de azul de Evans (GAMSE er al., 1980).
Estes efeitos foram analisados 2 h apés a injecfo do estimulo lesivo. Apos
anestesia com éter, wjetou-se na regido intraplantar da pata esquerda posterior
(PE) 50 pl do estimulo lesivo, enquanto a pata direita posterior (PD) recebeu o
mesmo volume do veiculo. Trinta minutos antes de serem sacrificados, os
animais receberam, por via mfravenosa, 25 mg/kg de uma solugfo de de azul de
Evans no volume de 0,01 ml por grama de peso do amimal. A seguir, os animais
foram sacrificados em éter sulfiirico e suas patas seccionadas na articulagdo
tarsocrural. Em seguida, as patas foram pesadas em balanca analitica. O edema
foi avaliado pela varia§§0 de peso (em mg) da PE em relago a PD. Para
extracdo do azul de Evans, apds a medida do edema, as patas foram picadas e
colocadas em tubos de ensaio contendo 3 ml de formamida. Estes tubos foram

mantidos em banho-maria a 57 °C por 24 h. A quantidade de azul de Evans
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extraida foi determinada por espectrofotometria a 619 nm. Avaliou-se a
exsudagiio pela variagio da quantidade de azul de Evans extravasada (ug/g de
tecido) da PE em relaglo & PD. Os valores determinados foram comparados
com uma curva padrdo, a qual foi obtida acrescentando-se quantidades

conhecidas do corante, em diferentes tubos contendo formamida.

2.4. Inducdo do diabetes

Induziu-se o diabetes de acordo com método previamente descrito
(PTAK ef al., 1975). Os animais foram mantidos em jejum durante 24 h; em
seguida, o aloxano foi injetado intravenosamente (70 mg/Kg; 0,1 ml/10 g).
Paralelamente, um outro grupo de animais recebeu salina 0,9%, nas mesmas
condigdes (animais ndo diabéticos). No quinto dia, apds a mjegéio de aloxano, a
ghcemia {medida através do monitor Advantage®) e o hematéerito (medido
afravés de microcentriﬁiga) foram determinados nos amimais mantidos em jejum
noturno de 12 h (PTAK ef g/, 1975). Consideraram-se diabéticos os animais

com valores de glicemia entre 250 a 650 mg/dl e hematoerito entre 40 a 55%.

2.5. Protocolos experimentais
Os animais foram divididos em grupos de 5 a 8 camundongos cada, para

receber um dos tratamentos descritos a seguir:

2.5.1. Efeito do SR140333 (antagonista de receptores NK;) e SR48968
(antagonista de receptores NK;)

Os animais receberam SR140333 (240 nmoles/kg; 0,05 ml/10 g), sendo
120 nnmoles/kg por via subcutdnea (s.c.) e 120 nmoles/kg por via intravenosa

(i.v.)) (PINTER ef al., 1999), 10 min antes da injecdo intraplantar de SEB (25
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pg/pata) (DESOUZA et al, 1996). O SR48968 (1,7 umoles/kg; iv.; 0,05
ml/10 g} (INOUE ef al., 1997} foi administrado 10 min antes da SEB (25
ug/pata). Para confirmar a eficiéneia do tratamento com os antagomistas,
avaliou-se, nas mesmas condigBes acima, o edema de pata e a exsudagio
p}aSmética mduzidos pelo agonista de receptores NK; {(GR73632; 50
pmoles/pata). A resposta inflamatéria foi avaliada 2 h apds a injegéo
intraplantar de SEB ou GR73632.

2.5.2. Efeito do HOE 140 (antagonista de receptores B,)

Qs animais receberam HOE 140 (400 nmoles/kg; i.v;;, 0,05 mli/10 g), 10
min antes da injegdo intraplantar de SEB (25 ug/pata). A resposta inflamatoria
fol avaliada 2 h apds o estimulo. Para confirmar a eficiéncia do pré-tratamento,
estimou-se, nas mesmas condigdes acima, o edema de pata e a exsudagho

plasmatica mduzidos pela injecdo intraplantar de bradicinina (3 nmoles/pata)
(TRATSK, et al., 1997).

2.5.3. Efeito do SR140333 e HOE 140, admmistrados simultaneamente

Os animais receberam concomitantemente o SR140333 (120 nmoles/kg,
s.c. ¢ 120 nmoles/kg, i.v.) ¢ HOE 140 (400 nmoles/kg, i.v.) 10 min antes da
inje¢do intraplantar de SEB (25 ug/pata). A resposta inflamatoria foi avahada 2

h apds o estimulo.
2.5.4. Efeito do CGRP

Administrou-se o CGRP concomitantemente a injegdo intraplantar de

SEB (25 ug/pata) ou GR73632 (50 pmoles/pata) nas doses de 100 e 300
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pmoles/pata. A resposta inflamatéria foi avaliada 2 h apés a injecdo intraplantar
de SEB ou GR73632.

2.5.5. Efeito da capsazepina (antagonista de receptores vanildides)

(s animais receberam capsazepma (50 ou 100 umoles/kg; s.c.; 0,05
mi/10 g) de acordo ¢om a metodologia descrita por PERKINS & CAMPBELL
(1992), 60 min antes da injegdo intraplantar de capsaicina (5 pg/pata)
(SZIKSZAY et al., 1998). Os animais nfo tratados (controles) receberam o
mesmo volume do veiculo por via subcutanea. A resposta inflamatéria foi
avaliada 2 h apds o estimulo. Na mesmas condigdes acima, outro grupo de
animais recebeu capsazepina (100 umoles/kg; s.c.), sessenta minutos antes da

inje¢éo intraplantar de SEB (25 pg/pata).
2.5.6. Efeito da mepiramina (antagonista de receptores Hj)

Os animais receberam mepiramina (10 mg/kg; 1.v.; 0,05 ml/10 g) 10 min
antes da injecdio intraplantar de SEB (25 pg/pata). A resposta inflamatdria foi
avaliada 2 h apés o estimulo. Para confirmar a eficiéncia do pré-tratamento
determinou-se, nas mesma condigdes acima, 0 edema de pata ¢ exsudagdo
plasmatica induzidos pela inje¢fo intraplantar de histamina (100 pg/pata)
(SAMPAIO et al., 1995).

2.5.7. Efeito da metisergida (antagonista de receptores 5-HT)

Os animais receberam metisergida (10 mg/kg; i.v.; 0,05 m/10 g) 10 min
antes da injegdo intraplantar de SEB (25 pg/pata). A resposta inflamatéria foi

avaliada 2 h apés o estimulo. Para confirmar a eficiéncia do pré-tratamento
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determinou-se, nas mesmas condigdes acima, 0 edema de pata e exsudagdo

plasmatica induzidos pela injegfio intraplantar de serotonina (100 ug/pata)
(SAMPAIQ et ol ., 1995).

2.5.8. Efeito da insulina em animais ndo diabéticos e diabéticos

A nsulina nas doses de 5, 10 ou 20 Ul/kg (OTTLECZ er al., 1976) foi
administrada por via subcutanea (regido do pescogo; 0,1 ml/10 g), 30 min antes
da imnjecfio mtraplantar com SEB (25 ug/pata). Nas mesmas condi¢Oes, um
outro grupo de amimats foi tratado com msulina e utilizado para determinagdo
da glicemia, nos tempos indicados para a avaliagdo do estimulo inflamatério.
Um grupo de animais recebeu, ainda, insulina (20 Ulkg), nas mesmas
condighes acima, 2 h antes da injegdo intraplantar de capsaicina (3,2 pg/pata)
(PIOVEZAN et al., 1998). O edema e exsudagdo plasmatica foram avahados 2

- h apos o estimulo com SEB e 30 min apds o estimulo com capsaicina.

2.6. Drogas

QO aloxano (2,4,5,6-tetraoxipirimidina;5,6-dioxwuracil), bradicinina,
CGRP, histamina (2-[4-Imidazoliljetilamina), insulina, metisergida, mepiramina
e serotonina (5-hidroxitriptamina) foram diluidos em salina 0,9%. A capsaicina
(8-metil-N-vanilil-6-noneamida) foi diluida em etanol: tween 80: salina 0,9%
(10:10:80, v/v). A capsazepina (2-[2-(4-clorfeniljetilamino-tiocarbonil]-7,3-
dihidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1H-2-benzazepina) foi diluida em metanol: salina
0,9% (60:40, v/v). O GR73632 (SAva[L-Pro’,N-MeLeul0], SR140333 ((S)1-
{2-[3-(3-4-diclorofenil)-1-(3-iso-propoxifenilacetil} piperidina-3-iljetil}-4-feml-
1-azoniabiciclo[2.2 2]octona, clorida), SR48968 ((S) N-metil-N{4-(4-
acetilamino-4-fenilpiperiding)-2-(3,4,-ciclorofeni)butiljbenzamuda) ¢ o HOE
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140 (D-Arg-[Hyp’, Thi’, D-Tic’, Oic®}-BK) foram diluidos em salina 0,.9%, e

armazenados a - 20 °C sob forma de aliquotas.

2.7. Anilise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + EPM. Analisaram-se as
diferencas entre as médias pelo teste t-Student ndo pareado, ou ANOVA
seguida de teste de Bonferromi. Valores de P<0.05 foram considerados

significantes.
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Resultados

3.1. Efeito dos antagonistas de receptores NK; (SR140333) e NK
(SR48968) sobre o edema e a exsudacio induzidos pela SEB

A figwra 1A mostra que a injegfio intraplantar do GR73632 (agonista
NK; 30 pmoles/pata) promoven uma resposta edematogénica significante. O
tratamento prévio dos animais com o SR140333 (120 nmoles/kg, s.c. + 120
nmoles/kg, 1.v.; 10 min antes) reduziu significativamente em 40% essa resposta
edematogénica. Da mesma forma, a injegfio intraplantar da SEB (25 ug/pata)
induziu edema na pata dos camundongos controles, que foi significativamente
reduzido {35%) no grupo de animais tratados com o SR140333 (Fig. 1B). Ao
contrrio, o tratamento endovenoso com o antagonista de receptores NKj
(SR48968; 1,7 umoles/kg; 10 min antes) ndo alterou o edema causado pela
SEB ou GR73632, em relagdo aos seus respectivos controles (Fig. 1A, B).

A figura 2A, B representa a exsudagdo plasmatica induzida pela mjegéo
iﬁtrapiantar do GR73632 (50 pmoles/pata) ou. SEB (25 ug/pata). No grupo
tratado com o SR140333, nas mesmas condigSes descritas acima, observou-se
que a exsudacdo evocada tanto pelo GR73632 quanto pela SEB foram
reduzidas significantemente (88 ¢ 37%, respectivamente), quando comparadas
aos seus respectivos grupos-controle. O mesmo ndo se observou com 0s

animais tratados com o SR48968.
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Fig. 1. Efeito dos antagonistas de receptores NK; (SR140333) e NK,
(SR48968) sobre o edema induzido pelo agonista NK, (GR73632) (A) ou
SEB (B). O SR140333 (120 nmoles/kg i.v. + 120 mnoleé/kg s.c.) € 0 SR48968
(1,7 pmoles/kg, iv.) foram administrados 10 minutos antes da injegdo
infraplantar de GR73632 (50 pmoles/pata) ou SEB (25 ng/pata). O edema foi
medido 2 horas apds o estimulo lesivo. As barras representam a média + EPM
de 5 animais. *P < 0,05 em relagdo aos grupos nfo tratados com 0s
antagonistas (teste de Bonferroni precedido de ANOVA).
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Fig. 2. Efeito dos antagonistas de receptores NK, (SR140333) e NK,
{SR48968) sobre a exsudagio plasmatica induzida pelo agonista NK,
(GR73632) (A) ou SEB (B). O SR140333 (120 nmoles’kg iv. + 120
nmoles/ke, s.c.) e o SR48968 (1,7 umoles/kg, 1.v.) foram administrados 10
minutos antes da injegdo intraplantar de GR73632 (50 pmoles/pata) ou SEB
(25 ug/pata). A exsudagfo foi medida 2 horas apds o estimulo lesivo. As
barras representam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagfio aos
grupos ndo tratados com os antagonistas (teste de Bonferroni precedido de
ANOVA).
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3.2. Efeito da co-injecio de CGRP sobre o edema e exsudacio induzidos
pela SEB

A figura 3A mostra que o edema evocado pelo GR73632 (50
pmoles/pata) fot significativamente potencializado pela co-injegdo do CGRP,
nas doses de 100 pmoles/pata (75%) e 300 pmoles/pata (75%). A figura 3B
tlustra que o edema induzido pela SEB (25 ug/pata) ndo foi alterado
significativamente pela co-mjegdo de CGRP em ambas as doses. Quando
administrado isoladamente o CGRP (100 e 300 pmoles/pata) ndo causou edema
significativo (4,0 + 2,5 mg ¢ 8,00 + 2,0 mg; respectivamente),

A figura 4A, B representa a exsudagfo plasmatica induzida pela injegdo
intraplantar do GR73632 (50 pmoles/pata) ou SEB (25 pg/pata). Em ambos 0s
estimulos, a co-injecdo de CGRP, nas doses de 100 ou 300 pmoles/pata, ndo
causou alteragbes significantes na exsudagio plasmatica. O CGRP,

administrado isoladamente, ndo induziu extravasamento plasmatico.
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Fig. 3. Efeito da co-injegio de CGRP sobre o edema induzido pelo agonista de
receptores NK, (GR73632) (A) ou SEB (B). O CGRP (100 ou 300 pmoles/pata)
foi administrado concomitantemente com GR73632 (50 pmoles/pata) ou SEB (25
ug/pata). A resposta inflamatéria foi avaliada 2 horas ap0s os estimulos lesivos. As
barras representam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relag@o aos grupos

nfio tratados com o CGRP (teste de Bonferroni precedido de ANOVA).
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Fig. 4. Efeito da co-injecio de CGRP sobre a exsudac¢iio plasmditica
induzida pelo GR73632 (A) ou SEB (B). O CGRP (100 ou 300 pmoles/pata)
foi administrado concomitantemente com GR73632 (50 pmoles/pata) ou SEB
(25 pg/pata). A resposta inflamatoria foi avaliada 2 horas apds os estimulos

lesivos. As barras representam a média + EPM de 5 anumais.

30



Resultados

3.3. Efeito do HOE 140 (antagonista de receptor B;) sobre o edema e a
exsudacio plasmatica induzidos pela SEB

As figaras 5A e 6A ilustram o edema de pata, induzido pela injegio
mtraplantar da bradicinina (3 nmoles/pata) ou SEB (25 pg/pata), no grupo de
animais controles e tratados com o HOE 140 (400 nmoles’kg; 10 minutos
antes). No grupo de animais tratados, observou-se redugiio significativa do
edema mduzido pela bradicinina (65%), bem como daquela induzida pela SEB
(35%), em relagdo aos seus respectivos controles.

Em relagdo a exsudacdo plasmatica, notamos que aquela induzida pela
.bradicinma (3 nmoles/pata) foi praticamente abolida (94%; Fig. 5B) pelo
tratamento com o HOE 140, enquanto que a da SEB (25 pg/pata) fo1
parcialmente reduzida (34%; Fig. 6B) em relacio aos respectivos grupos-

controle.
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Fig. 5. Efeito do antagonista de receptores B, (HOE 140) sobre o
edema (A) e a exsudaciio plasmatica (B) induzidos pela bradicinina.
O HOE 140 (400 nmoles/kg, i.v.) foi administrado 10 minutos antes da
injegdo intraplantar de bradicinina (BK; 3 nmoles/pata). A resposta
inflamatoria foi avaliada 2 horas apos o estimulo. As barras expressam
a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagdo a0 grupo ndo

tratado com HOE 140 (teste t-Student ndo pareado).

Azul de Evans (ug/g)
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Fig. 6. Efeito do antagonista de receptores B, (HOE 140) sobre ¢ edema
{A) e a exsudaciio plasmitica (B) induzidos pela SEB. O HOE 140 (400
nmoles/kg, 1.v.) foi administrado 10 minutos antes da injegéo intraplantar de
SEB (25 pg/pata). A resposta inflamatéria foi avaliada 2 horas apos o

estimulo. As barras expressam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em
relagdo ao grupo ndo tratado com HOE 140 (teste t-Student néo pareado).
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3.4. Efeito da co-injecdio do SR140333 e HOFE 140 sobre o edema e a
exsudacgio plasmatica ix;d.uzidos pela SEB

O tratamento prévio dos animais com a mistura de antagomistas,
SR140333 (120 nmoles’kg, s.c. + 120 nmoles/Kg, iv.)) e HOE 140 (400
nmoles/Kg, 1.v.), reduziu significativamente o edema (49%) e a exsudagdo
(31%}) evocados pela administragfio intraplantar da SEB (25 ug/pata) (Fig. 7A,
B). Entretanto, a redugdo, embora significativa, nfo foi maior do que aquela
observada pelo SR140333 ou HOE 140, administrados isoladamente (veja Figs.
1B e 2B; 6A, B, respectivamente).

34



Resultados

40 ) F oo ) 8
o0 py
£ S0
S’ (=1 i}
3 2
- @
= =
1
& >
20 =
e (¥
2 =
o ]
= >
<]
0 -
SEB SEB SEB SEB
+ +
HOF 140 ¢ SR140333 HOK 140 ¢ SR140333

Fig, 7. Efeito da administracio simultinea dos antagonistas de receptores
NK, (SR140333) e B, (HOE 140) sobre o edema (A) e a exsudacdo
plasmatica (B) induzidos pela SEB. O SR140333 (120 amoles’kg 1.v. + 120
nmoles/kg, s.c.) e o HOE 140 (400 nmoles/kg, iv.) foram administrados 10
minutos antes da injecio intraplantar de SEB (25 ug/pata). A resposta
inflamatéria foi medida 2 horas ap6s o estimulo. As barras representam a
média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagfo ao grupo ndo tratado com 08

antagonistas (teste t-Student ndo pareado).
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3.5. Efeito do SR140333 sobre 0 edema e a exsudacio plasmatica induzidos
pela bradicininaw

O tratamento prévio dos ammais com o antagonmista SR140333 (120
nmoles’kg, s.c. + 120 nmoles/kg, 1.v.), reduziu significativamente o edema
{62%) e a exsudagdo (49%) evocados pela admmistracdo mtraplantar da
bradicinina (3 nmoles/pata) (Fig. 8A, B).
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Fig. 8. Efeito do antagonista de receptores NK, (SR140333) sobre o
edema {A) e a exsudacio plasmatica (B) induzides pela bradicinina.
O HOE 140 (400 nmoles/kg, i.v.) foi administrado 10 minutos antes da
inje¢do intraplantar de bradicinina (BK; 3 nmoles/pata). A resposta
mflamatoéria foi avaliada 2 horas apés o estimulo. As barras expressam
a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo nio
tratado com HOE 140 (teste t-Student ndo pareado).
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3.6. Efeito da capsazepina (antagonista de receptores vanildides) sobre o
edema ¢ a exsudagio induzidos pela SEB

A figura 9 ilustra o edema induzido pela capsaicina (5 pg/pata) na
presenca € auséncia da éapsazepina. A capsazepina (50 ou 100 pmoles/kg; s.c.;
60 min antes) reduziu significativamente o edema (50 e 67%, respectivamente)
induzido pela capsaicina, em relagdo ao grupo-controle,

De forma semelhante, o edema causado pela SEB no grupo tratado com
a capsazepina (100 ymoles/kg, s.c.; 60 min antes) foi significantemente menor
{53%) em relagdo ao grupo controle (Fig. 10A). Nesses mesmos animais, a
exsudaglo plasmatica induzida pela SEB (25 pg/pata), foi reduzida,
igualmente, (45%) em relagio ao grupo-controle (Fig. 10B).
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Fig. 9. Efeito da capsazepina (antagonista de receptores vanildides) sobre
o edema induzido pela capsaicina. A capsazepina (CPZ), nas doses 1ndicadas
acima (umoles’kg, s.c), foi administrada 60 minutos antes da mjegdo
intraplantar de capsaicina (5 pg/pata). O edema foi medido 2 horas apds ©
estimulo. As barras expressam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em
relagdo ao grupo ndo tratado com capsazepina (teste de Bonferroni precedido
de ANOVA).
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Fig. 10. Efeito da capsazepina sobre o edema (A) e a exsudaciio (B)
induzidos pela SEB. A capsazepina (CPZ; 100 umoles/kg, s.c.) foi
administrada 60 minutos antes da injegdo intraplantar de SEB (25 ug/pata), A
resposta inflamatoria foi medida 2 horas apos o estimulo. As barras expressam
a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupo nao tratado com

capsazepina (teste t-Student ndo pareado).
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3.7. Efeito dos antagonistas de receptores H; (mepiramina) e 5-HT
(metisergida) sobre o edema e a exsudagiio plasmatica induzidos pela SEB

A figura 11 mostra que a inje¢do intraplantar de histamina (100 pg/pata)
promoveu uma resposta edematogénica significante. O tratamento prévio dos
animais com mepiramina (10 mgkg, iv.;, 10 min antes) reduziu
significantemente o edema (30%; painel A) e a exsudagdo (84%; painel B)
induzidos pela histamina. Da mesma forma, a injecdo intraplantar de serotonina
(100 pg/pata) nduziu edema (Fig. 12A) e a exsudacfo plasmatica (Fig. 12B) na
pata dos camundongos controles. Quando os animais foram tratados com
metisergida (10 mg/ke, iv.; 10 min antes) o edema foi reduzido em 25%,
enquanto que a exsudacio plasmaética foi sigmficativamente reduzida em 80%,
em relacdo aos animais do grupo-controle.

A figura 13 representa o edema (painel A) ¢ a exsudacdo plasmatica
{paine]l B) induzidos pela injecdo mntraplantar de SEB (25 pg/pata). No grupo
tratado com mepiramina, nas mesmas condi¢des descritas acima, observou-se
que o edema foi significativamente reduzido (40%) enquanto a exsudagfo foi
reduzida em 25%, quando comparado aos seus respectivos grupos-controle.
Nos animais tratados com metisergida, nas mesmas condi¢des descritas acima,
tanto o edema quanto a exsudaglo plasmdtica mostraram-se reduzidos
significativamente (60% e 63%, respectivamente), em relagdo ao grupo

conirole.
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Fig. 11. Efeito do antagonista de receptores H, (mepiramina) sobre
o edema (A) ¢ a exsudaciio plasmitica (B) induzides pela histamina.
A mepiramina (10 mg/kg, i.v.)) fol administrada 10 minutos antes da
injegdo intraplantar de histamina (HA; 100 pg/pataj. A resposta
inflamatoria foi avaliada 2 horas apds o estimulo. As barras expressam
a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagio ao grupo nao

tratado com mepiramina (teste t-Student néo pareado).
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Fig. 12. Efeito do antagonista de receptores 5-HT (metisergida)
sobre o edema (A) e a exsudacdio plasmatica (B) induzidos pela
serotonina. A metisergida (10 mg/kg, i.v.) foi administrada 10 minutos
antes da injecdo intraplantar de serotonina (3-HT; 100 ug/pata). A
resposta inflamatoria foi avaliada 2 horas apds o estimulo. As barras
expressam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relagio ao grupo

nio tratado com metisergida (teste t-Student ndo pareado).
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Fig. 13. Efeito dos antagonistas de receptores H, (mepiramina) ¢ 5-HT
{metisergida) sobre o edema (A) e a exsudacio plasmitica (B) induzidos
pela SEB. A mepiramina (10 mgrkg, i.v.) e metisergida (10 mg/kg, 1.v.) foram
administradas 10 minutos antes da inje¢do intraplantar de SEB (25 ug/pata). A
resposta inflamatoria foi medida 2 horas apds o estimulo lesivo. As barras
representam a média + EPM de 5 animais. *P < 0,05 em relacio aos grupos

ndo tratados com os antagonistas (teste de Bonferroni precedido de ANOVA).
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3.8. Efeito do tratamento com insulina sobre o edema e a exsudacio
plasmética induzides pela SEB em animais diabéticos

A figura 14A, B mostra o edema e a exsudagfio avaliados, apds a injegdo
infraplantar de SEB (25 pg/pata) em animais nio diabéticos ¢ diabéticos.
Observou-se que nos antmais diabéticos, tanto o edema quanto a exsudagio,
foram sigmficativamente reduzidos (75 e 50%, respectivamente), em relaciio
aos animais ndo diabéticos (Fig. 14A, B). Em ambos os grupos, diabéticos e
ndo diabéticos, o tratamento prévio dos amimais com insulina (5, 10 ou 20
Ul/kg, s.c.; 30 minutos antes) nfo promoveu alteragbes significativas na
resposta inflamatoria induzida pela SEB, em relagio aos seus respectivos
controles.

O edema (Fig. 15A) ¢ a exsudagdo (Fig. 15B) induzidos pela mjegdo
intraplantar  de capsaicina (3,2 ug/pata) também apresentaram-se
significativamente  reduzidos nos animais diabéticos (56. e 77%,
respectivamente). O tratamento prévio com insulina (20 Ul/kg), em ambos os
grupos, diabéticos ¢ ndo diabéticos, néo alterou significantemente a resposta
edematogénica evocada pela capsaicina, em relagdo aos seus respectivos
controles.

A tabela 1 mostra que o grupo de animais diabéticos apresentou valores
de glicemia marcantemente maiores do que os ammais ndo diabéticos.

A administragfo de insulina (10 ou 20 Ul/kg) reduziu significantemente
os valores de glicemia nos animais do grupo-controle. Nos animais diabéticos

apenas a dose de 20 Ul/kg de insulina reduziu sigmficantemente a glicemia.
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Fig. 14. Efeito do tratamento com insulina sobre o edema (A) e a
exsudacfio plasmatica (B) induzidos pela SEB. A insulina, nas doses
indicadas acima (Ulkg, s.c.), foi administrada 30 minutos antes da injegdo
intraplantar de SEB (25 pg/pata). A resposta inflamatoria em animais ndo
diabéticos (@) e diabéticos (@) foi avaliada 2 horas ap6s o estimulo. As barras
representam a média + EPM de 8 animais. *P < 0,05 em relagio ao grupos ndo
diabéticos (teste de Bonferroni precedido de ANOVA).
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Fig. 15. Efeito do fratamento com insulina sobre o edema (A) e a
exsudaciio plasmatica (B) induzidos pela capsaicina. A insulina (20 Ul/kg,
s.c.) foi administrada 2 horas antes da injegfio intraplantar de capsaicina (3,2
ug/pata). A resposta inflamatoria em animais ndo diabéticos (ND) e diabéticos
(D) foi avaliada 30 minutos apos o estimulo. As barras representam a média +
EPM de 8 animais. *P < 0,05 em relagfio aos grupos ndo tratados com insulina

(teste t-Student nfo-pareado).
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Tab. 1. Efeito do tratamento com insulina sobre a glicemia de animais

nio diabéticos e diabéticos,

Glicemia (mg/dl)

N&o diabético Diabético
CONTROLE 1273+ 2,5 4165+ 88%
INSULINA (UI/Kg)
5 119,5 + 111 3853+ 164"
10 688+ 11,1* 391,8 + 22,2
20 758+ 51* 848+ 7,3*

A insulina, nas doses indicadas abaixo, foi administrada por via subcuténea,
Avaliou-se a glicemia 2h30 ap6s a administragio da msulina. Os dados
representam a média -+ EPM de 7 animais. *P < 0,05 em relagdo ao grupos ndo
tratados com insulina. "P < 0,05 em relagdo aos animais ndo diabéticos (teste

de Bonferroni precedido de ANOVA).
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Discussio

Estudos prévios mostraram que a injecdo iniraplantar de SEB em
camundongos leva a exsudacgdo plasméatica e a formacfio de edema, sendo esta
resposta parcialmente reduzida por antagonistas de receptores H;
{(difenidramina) e pelo tratamento crdnico dos animais com capsaicina. Estas
observagdes sugeriram a participacdo de fibras sensoriais ¢ mastéeitos
(DESOUZA et al.,, 1996). No presente estudo, investigamos se os efeitos
nflamatorios da SEB em camundongos sfio de natureza neurogénica,
empregando drogas que atuam seletivamente em receptores pré-sinapticos,
localizados nos terminais nervosos CSPA, bem como antagonistas de
receptdres pos-sinapticos, de histamina e serotonina.

Observamos que, tanto o edema quanto a exsudagdo plasmatica,
avaliados 2 h apés o estimulo com SEB, foram parcialmente reduzidos pelo
antagonista de receptores NK; (SR140333). A SP, liberada de terminais
nervosos CSPA, é wn dos neuropeptideos que mais contribuem para 0 processo
inflamatério neurogénico, atuando principalmente em receptores NK, presentes
em vénulas pos-capilares (HUGHES e al., 1990). A inflamagdo induzida pela
substancia P (SP) ¢ GR73632 é reduzida pelo SR140333 (ANDREWS et al.,
1989 EMONDS-ALT ef al., 1993). Assim, o fato da atividade edematogénica
da SEB ter sido reduzida pelo SR140333, comprova que um agonista de
receptores NK,, possivelmente a SP, estd de fato envolvido com a resposta
inflamatéria desta enterotoxina. O envolvimento dos receptores NK, foi
avaliado por meio do tratamento dos animais com 0O COmMPoOsto SR48968,
antagonista de receptores NK, (EMONDS-ALT et al, 1992). Nossos
resultados mostraram a auséncia de efeito desse antagonista, indicando que os
receptores NK; nfo apresentam papel importante na resposta edematogénica

induzida pela SEB. Isto € esperado, visto que tais receptores, de modo geral,
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ndo estio envolvidos com as agdes pro-inflamatérias da SP ou de agonistas
NK; (GR73632) (EMONDS-ALT er al., 1992; 1993).

Investigamos também o envolvimento de cininas na resposta inflamatéria
induzida pela SEB. As cininas sfio formadas pela acio de calicreinas
plasmaticas ou teciduais em cininogénios de alto € baixo pesos moleculares
(VOGEL, 1979). Uma das principais cininas envolvidas na permeabilidade
vascular é a bradicinina, a qual promove seus efeitos principalmente através da
estimulagdo de receptores B, (BHOOLA et al., 1992), presentes no sistema

nervoso periférico e central (HALL, 1992; DRAY & PERKINS, 1993; SALEH
| et al., 1997). Somam-se a isso, evidéncias experimentais que demorstraram
que a bradicinina é um potente agente inflamatorio endogeno capaz de liberar
neuropeptideos sensoriais de terminais nervosos CSPA e, assim, potencializar
indiretamente suas proprias agbes inflamatérias (MAGGI & MFELLI, 1988,
GEPPETTI ef al., 1990).

Nossos resultados mostraram que a resposta inflamatdria evocada pela
SEB foi significativamente inibida nos animais tratados com antagonista de
receptores B, (HOE 140). A dose do HOE 140 foi adequada, visto que
praticamente aboliu o aumento de permeabilidade vascular mnduzido pela
bradicinina. Fsses resultados sugerem que, pelo menos em parte, a resposta
edematogénica induzida pela SEB ¢ dependente da formagiio local de cininas.

T interessante ressaltar que, ao administrarmos concomitantemente o
SR140333 e o HOE 140, ndo notamos uma redugfo maior do que aquela
observada com os antagonistas administrados separadamente. Estes resultados
parecem sugerir que a resposta edematogénica, induzida pela SEB, ¢
desencadeada por uma tnica via, envolvendo geragdo local de cinnas e,

posteriormente, ativagdo local de neuwrdnios CSPA e liberagdo de
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neuropeptideos. Dessa forma, resolvemos investigar o efeito do SR140333
sobre a resposta edematogénica induzida pela bradicinina. Observamos que o
SR140333 reduziv marcadamente a resposta edematogénica evocada pela
bradicinina, confirmando nossas suposi¢des.

Tem-se demonstrado que o peptideo vasodilatador CGRP, quando
administrado, isoladamente, ¢ ineficaz em evocar resposta edematogénica
(BRAIN & WILLIAMS, 1985); entretanto, ¢ capaz de potencializar a resposta
inflamatoria induzida pela SP em ratos (GAMSE & JANCSO, 1985; HOLZER,
1988; BRAIN & WILLIAMS, 1989; HOLZER, 1998). Em nossos estudos,
verificamos que o CGRP potencializou o edema, ﬁzas ndo a exsudagdo
plasmatica, evocados pelo GR73632. Isto se deve, provavelmente, 4 agfo
vasodilatadora do CGRP em arteriolas, promovendo um aumento do fluxo
sanguineo local que nfo acareta, necessariamente, em aumento de
permeabilidade vascular e extravasamento de proteinas plasmaticas para o
mntersticio.

Dados da literatura demonstraramn que o extravasamento plasmatico
evocado pela IL-1P em camundongos ¢ potencializado pela administragfio de
CGRP (AHUWALIA & PERRETI, 1994). Entretanto, outros autores relatam
gue o CGRP reduz a resposta inflamatéria induzida por diferentes estimulos
como o acido araquiddnico na orelha de camundongos (GIUSEPPE ef al.,
1994), bem como a resposta edematogénica evocada por mediadores como
histamina, serotonina e leucotrieno By na pata de ratos (RAUD ef al., 1991).
Em relagdo a SEB, observamos que o CGRP ndo modificou o edema ¢ a
exsudagdo mduzidos pela mesma. Poderfamos especular que a SEB, ao
estimular as fibras sensoriais, ja libera grandes concentragdes de CGRP

endogeno, de forma que a administragio exogena do peptideo ndo
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necessariamente resultaria em uma ampliagdo da resposta evocada pela toxina.
Assim, estudos adicionéis serlam necessarios para esclarecer a auséneia de
efeito do CGRP sobre a SEB.

A capsazepina, um analogo estrutural da capsaicina, € um potente
inibidor das respostas inflamatdrias evocadas pela capsaicina (URBAN &
DRAY, 1991; PERKINS & CAMPBELL, 1992; MAGGI et al., 1993) bem
como pela resiniferatoxina (SZALLASI et al., 1993). De fato, o tratamento de
camundongos com capsazepina reduziu de modo dose-dependente a resposta
edematogénica induzida pela capsaicina. Da mesma forma, a capsazepina
reduziu sigmficativamente tanto o edema quanto a exsudagdo evocados pela
SEB. Tais resultados refor¢am achados de DESOUZA ef al. (1996) e
confirmam que a SEB atua, pelo menos em parte, pela estimulacfo de fibras
nervosas sensoriais, via mecanismos mediados por receptores vamiloides. Estes
dados, somados aqueles que demonstraram o envolvimento de¢ cminas na
resposta edematogénica induzida pela SEB, parecem sugerir que a toxina evoca
uma resposta inflamatoria através de duas vias distintas: 1) liberagfo de
bradicinina com conseqiiente ativago de fibras CSPA através de receptores Ba,
e 2) ativagio dos terminais CSPA através de receptores vaniloides.

Embora a ativagdo de terminais CSPA pela combinagio de histamma,
bradicinina, serotonina ¢ prostaglandina E,, possa ser prevenida pela
capsazepina, especula-se que estes mediadores inflamatérios ndo interajam
diretamente em receptores vanildides, mas sim levam @ liberagfio de outros
mediadores que vdo atuar nesses receptores {(VYKLICKY er al, 1998).
Entretanto, HUA ef al. (1995) demonstraram que a capsazepina nfo altera a
liberagdo de neuropeptideos induzida pela bradicinina em traquéia de ratos,

sugerindo que os efeitos desse mediador nfio estejam envolvidos com a
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ativagdo de receptores vaniloides, mas sim com sua agdo em receptores B,
localizados em terminais sensoriais periféricos (HALL, 1992; vDRAY &
PERKINS, 1993; SALEH er al., 1997).

A SP ativa mastocitos, promovendo a liberacdo de histamina e serotonina
(HUGHES ef al., 1990). Visto que a resposta edematogénica mediada pela
SEB ¢ reduzida pelo antagonista de receptores NK; procuramos investigar a
relacdo entre mediadores liberados de fibras sensoriais e mastoeitos. Isto
realizou-s¢ mediante a utilizagdo de antagonistas de receptores H;
(mepiramina) ¢ S5-HT (metisergida), os quais reduziram a atividade
edematogénica evocada pela SEB. Da mesma forma, tanto a mepiramina
guanto a metisergida reduziram o aumento de permeabilidade vascular
evocados pela histamina e serotonina, respectivamente, confirmando a eficicia
do tratamento. Tais resultados confirmam achados de DESOUZA et al. (1996)
que mostraram a participagdo de histamina na resposta edematogénicé evocada
pela SEB na pata de camundongos.

Da mesma forma, SCHEUBER er al. (1987) relataram que a SEB induz
na pele de macacos uma reagdo de hipersensibilidade imediata causada,
provavelmente, pela ativagio de mastocitos, ja que a mesma foi mibida por
antagonistas de receptores Hj e H,. Somados a isso, KOMISAR et al. (1992)
demonstraram que a SEB, quando incubada com mastécitos de roedores, induz
a liberagdo de serotonina, que pode ser aumentada pela adigdo de bradicinina.
E interessante citar, ainda, que analogos da capsaicina promovem aumento na
concentragdo de calcio em mastécitos, fendmeno semelhante ao encontrado em
fibras sensoriais, sugerindo a presenga de receptores vaniloides em mastocitos
{(BIRO et al., 1998a).

Em conjunto, nossos dados mostram que os efeifos da resposta
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edematogénica evocada pela SEB ¢ também dependente de mastocitos.
Entretanto, nosso estudo ndo nos permite concluir se a SEB ativa diretamente
os mastocitos ou se a ativagdo dessas células ¢ indireta, através da bradicinina
(formada localmente em resposta a SEB), SP (liberada pela SEB) ou algum
componente “vaniloide-simile” formado no sitio mflamado,

As respostas inflamatérias a estimulos variados, incluindo histamina e
serotonina (FORTES er al., 1984; GARCIA LEME et ol 1992) em ammais
diabéticos apresentam-se reduzidas, indicando um papel pro-inflamatorio
importante para a insulina. De fato, o tratamento de animais diabéticos com
insulina restaura a resposta inflamatéria. Quanto ao papel pro-inflamatério da
insulina, sabe-se que a mesma estimula receptores proprios presentes na
superficie luminal das células endoteliais (BAR ef al., 1978; FORTES et d/,,
1984),

Neste estudo, observamos que a resposta edematogénica evocada pela
administragdo intraplantar de SEB (ou capsaicina) em camundongos diabéticos
apresenta-se substancialmente reduzida, corroborando os achados prévios
(FORTES et al., 1984; GARCIA LEME ef gl., 1992). Entretanto, embora o
tratamento agudo dos animais diabéticos com insulina tenha sido eficaz, uma
vez que reduziu a glicemia, ndo se observou restanracao da resposta da SEB
(ou capsaicina). No entanto, trabatho recente demonstrou que a redugdo do
edema neurogénico resultante da estimulagdo elétrica em ratos diabeticos €
restawrada somente com tratamento crénico, mas ndo agudo, de msulina
(BENNET et al., 1998). Dessa forma, estudos adicionais com o uso de msulina
sd0 necessarios para esclarecermos se este horménio exerce papel importante
na resposta inflamatéria induzida pela SEB,

Em resumo, nossos resultados mostraram que a SEB causa uma resposta

Eh
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inflamaténia neurogénica complexa que envolve geragdo local de cininas,

ativagdo de receptores vanildides e degranulagfo de mastocitos.

L
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5. Conclusoes




Conclusdes

a) O aumento de permeabilidade induzido pela injegdo intraplantar de SEB
¢ parcialmente neurogénico, e envolve a hberagio de um agonista NK,

(provavelmente SP) do terminal das fibras CSPA;

b) A ativacfio das fibras CSPA pela SEB parece ocorrer através de dois
mecanismos distintos, ou scja, liberagdo de cininas (provavelmente bradicinina) e

ativagio (direta ou indireta) de receptores vanilides;

¢) A atividade edematogénica induzida pela SEB parece envolver ativagio

de mastocitos com conseqiiente liberagdo de histamina e serotonina.



6. Summary




Sunmary

In this study, we investigated the participation of sensory fibers in the
mouse paw oedema induced by staphylococcal enterotoxin type B (SEB; 25
ng/paw).

The NK, receptor antagonmist SR140333 (120 nmolkg, s.c. + 120
nmol/kg, 1.v.) significantly inhibited the plasma protein extravasation and
oedema formation induced by SEB (37 and 35%, respectively). The oedema
and exsudation mduced by the NK; receptor agonist (GR73632; 50
pmol/paw) were also reduced significantly by SR140333 (40 and 88%,
respectively). The oedematogenic activity of the NK, receptor antagonist
SR48968 (1.7 umol/Kg, i.v.) did not affect SEB or GR73632. In addition, the
oedema and plasma exsudation-induced by SEB were not altered by the
vasodilator CGRP (100 and 300 pmol/paw). However, GR73632-induced
oedema (50 pmol/paw) was significantly mcreased by CGRP.

Pretreating the mice with the B, antagonist receptor (HOE 140; 400
nmol/kg, i.v.) showed a significantly reduced the SEB-induced oedema and
exsudation (35 and 34%, respectively). Oedema caused by bradykinin (3
nmol/paw} was also sigmficantly reduced by HOE 140. Simultaneous
treatment with SR140333 and HOE 140 mhibited SEB-induced paw oedema,
but only to an extent similar to that observed when these antagonists were
administered alone. SR140333 (120 nmolkg, s.c. + 120 nmolkg, 1v.)
significantly reduced the oedema (62%) and exsudation (49%) induced by
bradykimn.

The vanilioid antagonist capsazepine (100 pmol/Kg, s.c.) significantly
reduced in the oedema (53%) and exsudation (45%) mduced by SEB. This
antagonist {50 and 100 pmol/kg, s.c.} also dose-dependently inhibited the

paw oedema induced by capsaicin (5 ug/paw).
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