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RESUMO

O processo inflamatério na pele é produzido e mantido pela interacdo de varias
células residentes como os queratindcitos e fibroblastos, além de células que migram para
o tecido inflamado. E postulado que diferentes estimulos desencadeiam a resposta
inflamatéria cutanea por estimularem o0s queratinécitos a produzirem mediadores
inflamatorios especificos, como a bradicinina. O presente estudo avaliou a participacao
das cininas em diferentes modelos de inflamacdo cutanea. Os resultados obtidos
demonstram o envolvimento dos receptores das cininas, B; e B, na inflamacéao
neurogénica da pele induzida pela capsaicina. Os antagonistas peptidicos para 0s
receptores das cininas administrados por via i.p. inibiram de forma significativa o edema
de orelha induzido pela capsaicina. O valor da Dlsg calculada para o Hoe 140 foi de 23,83
(9,14 - 62,14) nmol/kg. A inibicdo observada para o Hoe 140, des-Arg®-[Leu®]-BK e R-715
foi de 61 * 5%, 56 + 15% e 65 * 10%, respectivamente. Além disso, 0S novos
antagonistas nao-peptidicos da bradicinina SSR 240612 (seletivo para os receptores B;) e
FR 173657 (seletivo para os receptores B;) mostraram ser muito potentes in vivo quando
aplicados topicamente. A Dlsg calculada para o SSR 240612 foi de 0,23 (0,15 - 0,36)
mg/orelha. A inibicdo observada para o SSR 240612, FR 173657 e associacao do SSR
plus FR foi de 53 + 3%, 48 + 8% e 52 + 4%, respectivamente. Os resultados obtidos com
0S animais nocaute para ambos os receptores das cininas, duplo nocaute, confirmam a
participacéo das cininas na inflamacéo neurogénica (inibicdo de 42 + 7%). Além disso, 0s
antagonistas das cininas também apresentaram uma reducdo significativa do edema
induzido pelo acido araquidénico (AA). Entretanto, o Hoe 140 e o R-715 somente foram
capazes de inibir o edema do AA quando foram administrados de maneira associada, com
uma inibicdo de 36 + 4%. Neste mesmo modelo, a inibigdo calculada para o SSR, FR e a
associagdo do SSR e FR foi de 23 £ 10%, 27 + 6% e 34 + 12%, respectivamente. Da
mesma forma, os animais duplo nocaute apresentaram uma inibicao significativa (17 +
3%) do edema induzido pelo AA. Os resultados mostram que o sistema das cininas esta
presente na organizacdo da pele, embora ndo pode ser detectada a participacdo das
cininas no edema induzido pela aplicacdo aguda de TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato). Todos os antagonistas avaliados ndo foram capazes de inibir o edema induzido

pelo TPA e os resultados obtidos com 0s animais nocaute confirmam a auséncia da
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participagao das cininas neste modelo. Entretanto, 0os animais nocaute apresentaram uma
reducdo da migracéo celular neste mesmo modelo. Os animais nocaute para o receptor
B1, nocaute para o receptor B, e duplo nocaute apresentaram uma reducdo da atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO), a qual € um marcador indireto da infiltracdo de
neutrofilos no tecido inflamado, com uma diminuicéo de 31 + 5%, 44 + 12% e 24 + 10%,
respectivamente. Além disso, quando foi utilizado o modelo de inflamacdo crénica
induzido pela multipla aplicacdo de TPA, os animais nocaute para o receptor B; e nocaute
para o receptor B, apresentaram aumento do edema e da hiperproliferacao celular. Ao
contrario, nos animais duplo nocaute ndo foi verificado aumento desses parametros.
Quando os niveis da proteina PCNA, um marcador das células em proliferacdo celular,
foram avaliados por western blot, 0s animais nocaute para o receptor B, apresentaram um
aumento significativo para a proteina PCNA (22 £ 10%). Entretanto, uma significativa
reducdo dos niveis da proteina PCNA foi observada nos animais duplo nocaute (38 = 8%).
A avaliacdo histoldgica e os niveis de expressdo da proteina PCNA, também avaliado por
imunohistoquimica, confirmam os resultados obtidos e demonstram reducéo significativa
da proliferacédo celular nos animais duplo nocaute. Entretanto, no modelo de inflamacéao
cronica, 0s animais nocaute ndo apresentaram uma reducdo da migracao de neutrofilos e
leucécitos mononucleares, os quais foram avaliados pela determinacéo da atividade das
enzimas MPO e da n-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), respectivamente. Os
antagonistas nao-peptidicos foram avaliados no mesmo modelo de inflamacéo cronica e
causaram inibicdo do edema e da proliferacdo celular. Os antagonistas nao-peptidicos;
SSR 240612, FR 173657 e SSR plus FR; foram topicamente aplicados e causaram uma
inibicdo significativa da determinacédo do peso das orelhas apos a aplicacdo multipla de
TPA (14 £ 5%, 23 + 4% e 22 + 6%, respectivamente). Na avaliacdo histologica, os
antagonistas apresentaram uma reducdo da hiperplasia epidermal e da formacdo de
acantoses. Entretanto, os antagonistas ndo-peptidicos ndo foram capazes de promover
uma alteragdo da migragao celular. Em conjunto, os resultados indicam que os dois
receptores das cininas estao presentes na pele e participando na inflamacéao neurogénica,

na resposta do AA e também no processo de proliferacédo celular.

Palavras-chave: cininas, animais nocaute, edema de orelha, antagonistas para 0s

receptores das cininas, inflamacao cutanea, proliferacéao celular.
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ABSTRACT

The skin inflammatory process is produced and maintained by the interaction of
several resident cell types as keratinocytes, fibroblasts and cells that migrate to the
inflamed tissue. It is postulated that different stimuli trigger a cutaneous inflammatory
response by directly inducing epidermal Kkeratinocytes to elaborate specific
proinflammatory such as bradykinin. This study investigates the participation of kinin
receptors in different models of skin inflammation. Our results show the involvement of
both kinin receptors, B; and B,, in skin neurogenic inflammation induced by capsaicin. The
peptide kinin receptor antagonists injected i.p. caused a significant inhibition of the
capsaicin-induced ear oedema. The calculated IDso value for Hoe 140 was 23,83 (9,14 -
62,14) nmol/kg. The inhibition observed for Hoe 140, des-Arg’-[Leu®]-BK, and R-715 were
61 £ 5%, 56 £ 15% e 65 = 10%, respectively. Furthermore, the new kinin non-peptide
antagonists SSR 240612 (selective for B; receptors) and FR 173657 (selective for B,
receptors) proved to be very potent in vivo when topically applied. The calculated mean
IDso for SSR 240612 were 0,23 (0,15 - 0,36) mg/ear. The inhibition observed for SSR
240612, FR 173657, and SSR plus FR were 53 = 3%, 48 + 8% e 52 + 4%, respectively.
The use of knockout animals for both kinin receptors confirmed kinins involvement in
neurogenic inflammation (inhibition of 42 + 7%). Moreover, all kinin antagonists also
showed a significant reduction of arachidonic acid (AA)-induced edema. However, Hoe
140 and R-715 were only capable to inhibit the AA edema when applied together, with
inhibition of 36 + 4%. In the AA-induced oedema, the calculated inhibition for SSR, FR,
and SSR plus FR were 23 + 10%, 27 + 6%, and 34 = 12%, respectively. In the same way,
double knockout mice presented a significant inhibition (17 = 3%) of AA-induced ear
edema. The results show that the kinin system is present in skin organization, but can not
be detected kinin participation in acute edema induced by TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) application. All of the examined kinin receptor
antagonists were unable to inhibit the oedema induced by TPA and the results from
knockout mice confirmed the lack of kinin receptor signaling in this model. However,
knockout animals showed a reduction of cell migration in this model. The B;, B, and
double kinin receptor knockout mice showed a significant reduction of myeloperoxidase

(MPO) activity, that is an indirect marker of neutrophil presence in inflamed tissue, with



reduction of 31 £ 5%, 44 + 12%, and 24 = 10%, respectively. Moreover, when chronic
inflammation model induced by multiple application of TPA was used, B;-knockout and B,-
knockout animals showed an increase of edema formation and cellular hyperproliferation.
In contrast, in double knockout animals, an increase of these parameters could not be
found. When PCNA levels, a marker of cell proliferation, were evaluated by western blot,
B2 knockout mice showed a significant increase of PCNA expression (22 + 10%). However
a significant reduction of PCNA levels was observed in double knockout mice (38 + 8%).
Histological evaluation and the levels of PCNA protein expression, also evaluated by
immunohistochemistry, confirmed our results and showed a significant reduction of cell
proliferation in double knockout animals. However, in chronic inflammatory model, the
knockout animals showed no reduction in neutrophils and mononuclear leucocytes
migration, which were evaluated by MPO and n-acetil-3-D glucosaminidase (NAG) activity
assay, respectively. The non-peptide antagonist were evaluated in the same model of
chronic inflammation and showed an edema inhibition and a reduction of cell proliferation.
The non-peptide antagonists; SSR 240612, FR 173657 and SSR plus FR; were topically
applied and caused a significant inhibition of ear weight after TPA multiple application (14
+ 5%, 23 + 4% and 22 = 6%, respectively). In the histological analysis, the antagonists
presented a reduction in epidermal hyperplasia and acanthosis formation. However, the
non-peptide antagonists were unable to promote a alteration in cell migration. Therefore,
taken together, the results indicate that both receptors are present in skin and participating

in neurogenic inflammation, AA response, and in cell proliferation process.

Key words: kinins, knockout mice, ear oedema, kinin receptor antagonists, cutaneous

inflammation, cell proliferation.



1 INTRODUCAO

1.1. A Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e por ser a interface com o0 meio externo
€ constantemente sujeita a lesdes, invasdo de patdgenos que podem gerar diversas
desordens inflamatorias. O processo inflamatério cutdneo € iniciado para promover a
resolucdo de um desequilibrio da homeostase da pele. Por isso, juntamente com sinais
pro-inflamatérios, sdo gerados mecanismos para inibir este processo. A falha destes
mecanismos pode fazer com que este processo, inicialmente resolutivo, desregule a
homeostase do 0Orgao, predispondo o mesmo a desenvolver processos inflamatérios
cronicos (WILLIAMS e KUPPER, 1996; DEBENEDICTIS et al., 2001).

As camadas que comp0de a pele sdo trés: a epiderme, a derme e a hipoderme. A
camada de superficie (epiderme) é formada por células epiteliais estratificadas que esta
sobre a camada do tecido conectivo (derme). Por sua vez a epiderme e a derme estao
fixadas em uma camada composta por tecido adiposo: a hipoderme (Figura 1)
(FREINKEL e WOODLEY, 2001).

A epiderme é uma camada estratificada de células epiteliais escamosas, cujo
principal componente € o queratindcito. A epiderme é composta das seguintes camadas:
cornea, lucida, granulosa, espinhosa e basal. A diferenciacdo das células ocorre da
camada basal a camada cérnea. A camada basal contém "stem cells" (células tronco) e
células transitérias. Essa camada interage com a membrana basal que exerce influéncia
sobre a taxa de proliferacdo. A camada basal € composta predominantemente de
laminina, fibronectina e colageno tipo IV, e separa a epiderme da derme. As camadas
seguintes da epiderme sdo formadas de queratindcitos em processo de diferenciacdo
terminal. O queratindcito migra da camada basal, adquirindo gradualmente quantidades
crescentes da proteina fibrosa, queratina e tornando-se gradativamente mais achatado.
Quando atinge a superficie os queratindcitos transformam-se num invélucro morto de
gueratina, formando a camada cornea. Esta camada € formada pelos queratindcitos na
etapa final de diferenciacdo. Esta etapa esta associada a profunda mudancgas que ocorre
nos queratindcitos, resultando na sua transformagé@o em células planas e anucleadas que
sdo chamadas de cornedcitos. Estas células anucleadas compdem a camada cornea e
contém no seu interior filamentos de queratina e sdo circundadas por um envelope celular

composto de proteinas com ligagdes cruzadas (envelope cornificado). A camada cornea



possui a importante funcdo de barreira entre o organismo e o ambiente. Esta funcao
impede que ocorra a invasdo de patdgenos, agressdes quimicas e fisicas, assim como a
perda de 4gua e solutos (Figura 1) (FREINKEL e WOODLEY, 2001; PROKSCH et al.,
2008).

Na derme estdo localizados os vasos sanguineos e linfaticos, assim como as
estruturas anexiais (glandulas sudoriparas, glandulas sebéceas e foliculos pilosos). Além
disso, na derme estao localizadas as células do sistema imune; mastécitos, macréfagos,
células T e células dendriticas; principalmente ao redor dos vasos poés-capilares. As
células dendriticas, também denominadas de células de Langerhans, sdo capazes de
capturar e processar o antigeno no interior da pele, migrando posteriormente para o
linfonodo a fim de fazer a apresentacdo dos antigenos aos linfécitos T (Figura 1)
(FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Figura 1 - Esquema de uma seccao transversal da pel e. Camada epidérmica (e);
derme (d); foliculos pilosos (h); glandulas sudoriparas (g); glandulas sebaceas (s). A
projecao representa a camada epidérmica (e) e a derme subjacente, demonstrando:
células basais (b) células escamosas superficiais cornificadas do estrato cérneo (sc);
melandcitos (m); células de Langerhans (Ic); pequenos vasos (v); fibroblastos (f);
mastocitos (mc) e dentrécitos (dc). Fonte: ROBBINS e COTRAN (2005).



A pele saudavel, além de se renovar normalmente como todos os outros 6rgaos
do corpo, tem extraordinaria capacidade de auto-regeneracdo quando sofre lesdes. A
constante renovacao da epiderme ocorre por meio de um processo de mitose controlado,
no qual se formam continuamente novos queratinécitos (FREINKEL e WOODLEY, 2001).
A proliferacdo dos queratindcitos é regulada por diferentes marcadores celulares. Esse
controle é realizado na fase G; do ciclo celular, principalmente por quinases dependentes
de ciclinas (cdks); cdk2, cdk4 e cdk6; que sao ativadas pela ligacdo com ciclinas
apropriadas. As ciclinas D (D1, D2 e D3) ativam as cdk4/6, enquanto que as ciclinas E e A
ativam a cdk2. A atividade das cdks é modulada pelos inibidores das quinases
dependentes de ciclinas, Cipl e Kipl, nos estdgios posteriores de diferenciacdo. Além
disso, a proliferacdo também é regulada por fatores de crescimento e outras substancias
como: vitaminas e seus derivados, ceramidas, neuropeptideos e neurotransmissores,
horménios esterdides e peptideos, mediadores inflamatérios, interleucinas, entre outros.
Esta via de sinalizacdo estimula o crescimento e parece envolver uma "up-regulation” da
expressdo das ciclinas D, E e A e inibicdo do Cipl e Kipl resultando na progressao do
ciclo celular. Quando ocorre hiperproliferacdo, nos estados patolégicos da pele, a
gueratina 6 (K6) e a queratina 16 (K16) aparecem como marcadores celulares das
patologias dermatolégicas (GNIADECKI, 1998).

A proliferacdo celular esta presente somente na camada basal da epiderme,
enquanto que a diferenciacdo dos queratinécitos pds-mitose ocorre progressivamente em
direcdo ao estrato corneo. Os queratindcitos presentes em cada camada da epiderme
expressam diferentes marcadores bioquimicos do processo de diferenciacdo. Nos
gueratinécitos basais sao expressos, predominantemente, os marcadores queratina 5
(K5) e 14 (K14). Nas células espinhosas sao sintetizados dois marcadores do processo de
diferenciacdo, queratina 1 (K1) e 10 (K10). Nos queratindcitos da camada granular sao
expressas proteinas associadas com os estagios posteriores da diferenciagdo como as:
profilagrinas, precursor da queratina, filagrina, transglutaminase-I e precursor do envelope
de cornificagdo como a involucrina e loricrina (TU et al., 2004). Além disso, mudancas na
concentracdo de calcio extracelular também apresentam um papel regulatério importante
na diferenciagdo dos queratinécitos. A elevacdo da concentracdo de célcio leva a
mudancas morfolégicas caracteristicas como a formacao de desmossomos, estratificacdo
e cornificacéo (TU et al., 2004; DENNING, 2004).
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A pele, além de sua importante funcdo de barreira, € um 06rgdo capacitado a
execucao de mdltiplas funcdes. Uma das funcdes é a de exercer protecdo imunoldgica
devido a sua grande atividade imunoldgica, onde atuam intensamente os componentes da
imunidade humoral e celular. A pele também desempenha um papel de termorregulacao
através de seus sistemas de circulagdo e evaporacdo. Outra funcdo é a percepcao de
sensacdes de toque, dor, calor e frio através de uma complexa e especializada rede
nervosa cutanea. A pele é capaz de sintetizar hormdénios (ex. dehidrotestosterona) e
vitaminas (ex. vitamina D) assim como metabolizar xenobidticos (SAMPAIO e RIVITTI,
2000).

Além disso, a pele tem papel importante na manutencdo e desenvolvimento da
defesa contra invasores ou lesdes, desencadeando o processo inflamatério que €
produzido e mantido pela interacdo de varios tipos celulares residentes como terminagces
nervosas, queratindcitos, fibroblastos, mastocitos, células endoteliais e macrofagos, além
de células que migram para o tecido inflamado como neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e
linfocitos. Desta forma, varios mediadores pré-inflamatérios solliveis séo liberados como
neuropeptideos (substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina- CGRP, etc),
metabdlitos do acido araquidénico (leucotrienos, prostaglandinas, etc), monoaminas
(histamina, serotonina, etc) e citocinas (interleucinas, interferons, etc). Estes mediadores
por sua vez, através de seus receptores, produzem varios segundos mensageiros que
ativam diversas proteinas quinases, como: a proteina quinase C (PKC), proteina quinase
A (PKA) e as proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK). Estas proteinas podem
ativar fatores nucleares, como o fator nuclear-kappaB (NF-kB) e o fator de transcricao AP-
1, responsaveis pela transcricdo de diversas proteinas (citocinas, enzimas, etc), as quais
modulam, mantém e amplificam a resposta inflamatéria (BUCKLE e HEDGECOCK, 1997;
PUIGNERO e QUERALT, 1997; BHAGWAT et al., 1999).

Como descrito acima, a resposta inflamatéria € um processo que 0 organismo
utiliza como um sistema de defesa. A inflamag&o comeca imediatamente apds uma lesdo
com alteragcdes nos vasos sanguineos que levam a liberagcdo de células e elementos
provenientes do sangue resultando na formacdo do coagulo. O primeiro a atuar no
processo inflamatorio sdo as plaquetas, que formam o coagulo e também liberam fatores
guimiotaticos e atraem outras plaquetas, leucdcitos e fibroblastos para area lesada. A fase

inflamatdria continua com os leucdcitos, especificamente os neutréfilos e macréfagos.



Estes tém o papel de fagocitose, debelar bactérias e retirar os restos celulares. Apos esta
fase, comeca a cicatrizacdo com proliferacdo celular e formagéo de tecido (FREINKEL e
WOODLEY, 2001).

Na fase da proliferacdo celular no desenvolvimento do processo inflamatorio, os
queratindcitos tém papel fundamental. Ocorre notdvel mudanca na morfologia e fungéo
destas células, que migram até a camada superficial da regido lesada, liberando inUmeras
proteinas e enzimas que facilitam a migracao e outras fungdes celulares, reconstituindo a
epiderme lesada e a membrana basal. Finalmente, ocorre a formacdo do tecido de
granulagdo e reconstituicio da matriz dérmica, fibroplasia pelos fibroblastos e
angiogénese pelas células endoteliais. Os queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
interagem com células ao redor, especificamente através de integrinas para a cicatrizacao
da lesdo (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Todas as proteinas geradas durante o processo inflamatério sdo consideradas
alvos promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos e tém causado
grande interesse para descoberta de uma nova geracdo de antiinflamatorios para
tratamento de patologias como artrite reumatoide, asma, esclerose mdultipla e psoriase
(BHAGWAT et al.,, 1999). As patologias dermatolégicas como dermatites, eczemas e
psoriase sdo lesdes cutaneas que apresentam um aspecto muito desconfortavel para os
pacientes, o0 que altera significativamente a sua qualidade de vida. Para que haja uma
melhora das lesdes e da qualidade de vida dos pacientes sdo, muitas vezes, necessarios
tratamentos diversos e prolongados. Sdo multiplos os recursos terapéuticos para estas
situagdes. No entanto, a exigéncia de terapéutica persistente, prolongada e diversa nao
contribui para um tratamento eficaz e de boa adesao dos pacientes. Estas dificuldades
sdo acrescidas por ciclos de recorréncia que contribuem para o desenvolvimento de
situacOes de ansiedade os quais podem, por sua vez, ser responsaveis por exacerbacoes
das lesbes (SOARES, 1995).

Entre essas patologias, a dermatite atopica € uma doenca inflamatéria cronica da
pele associada com hiperreatividade cutanea a estimulos normalmente inocuos a
individuos nao-atopicos. Varios estudos indicam que a dermatite atdpica apresenta
etiologia complexa, com ativacdo de diferentes vias imunolégicas e inflamatérias. O
fendtipo clinico que caracteriza essa patologia € um produto de complexas interagdes

entre susceptibilidade a genes, o organismo do paciente, defeitos na funcdo de barreira



da pele e respostas imunoldgicas locais e sistémicas. Varios estudos tém sido realizados
a fim de compreender o papel destes diferentes fatores na patogénese da dermatite
atopica, devido a alta incidéncia desta doenca que aparece normalmente durante a
infancia, mas pode persistir ou aparecer na fase adulta. A prevaléncia desta patologia é
de 10-20% nas criangas e 1-3% nos adultos e estd aumentando nas Ultimas trés décadas.
De 15-25% dos doentes com problemas cutaneos apresentam dermatite ou eczema
(SOARES, 1995; LEUNG et al., 2004).

A dermatite atopica é caracterizada por um intenso prurido, que incomoda muito
0s pacientes, com uma predilecdo para acometimento em locais de flexdo dos membros
superiores e inferiores. E caracterizada pela presenca de eritema com edema, vesiculas,
sinais de eczema nas lesdes agudas e liqueinificacdo nas lesdes cronicas. A dermatite
atopica € frequentemente caracterizada como uma hipersensibilidade contra substancias
ambientais, a qual € associada com aumento da producdo de IgE e/ou hiperreatividade
ndo-especifica. Como relatado anteriormente, a dermatite € uma doenga inflamatoria
cronica que apresenta uma desregulacdo complexa do sistema imune. Ocorre a ativacao
das células T, ativacdo da funcéo efetora destas células na pele, o que desencadeia os
eventos sequenciais da resposta imune que contribuem para a patogénese da dermatite.
Ambas as células T de memoria, CD4" e CD8", migram para a pele em resposta ao
antigeno linfocitario cutaneo (CLA), induzem a resposta IgE, principalmente via IL-13
(interleucina-13), e prolongam a longevidade dos eosindfilos, principalmente via IL-5. A
apoptose desregulada das células T de memdria contribui para o surgimento e a
progressdo da dermatite atdpica. A ativacdo das células T na pele é intensificada pelas
citocinas e proteinas da matriz extracelular. As células T ativadas induzem a apoptose
dos queratindcitos levando a formacéo do eczema (AKIDS et al., 2000; WILLIAMS, 2005).

Outra patologia cutanea € a psoriase, a qual € uma desordem recorrente
inflamatéria na pele, que afeta aproximadamente 2% da populacdo. Anualmente, 1,5
milhdes de pacientes nos Estados Unidos vdo ao médico devido a psoriase com um gasto
estimado entre 1,6-3,2 bilhdes de ddlares. De acordo com a Fundacdo Nacional de
Psoriase dos Estados Unidos, existem 150.000-260.000 novos casos sendo relatados a
cada ano com uma idade média de 28 anos para o aparecimento da doenca (DISEPIO et
al, 1999; GOTTLIEB, 2005).
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A psoriase é caracterizada pela presenca de placas vermelhas cobertas por
escamas na pele. Os locais comuns de aparecimento das lesdes incluem o couro
cabeludo, extremidades, parte inferior das costas e genitais. Aproximadamente um terco
dos pacientes com psoriase vulgaris, a forma mais comum da psoriase, sao classificados
por apresentarem a doenca de forma moderada a severa, classificacdo realizada com
base na éarea de superficie corporal envolvida ou impacto significativo na saude
psicologica e/ou na saude fisica (qualidade de vida). Entre os pacientes com psoriase, 30-
40% desenvolvem artrite psoriatica que é muito debilitante e apresenta um componente
inflamatoério. A doenga de pele antecede a artrite em uma média de 10 anos em 85% dos
pacientes com artrite psoriatica (GOTTLIEB, 2005; JEAN et al., 2009).

O exame histolégico da placa de psoriase demonstra alteracbes como o
espessamento da epiderme, paraceratose, infiltrado inflamatério linfocitico e
vasodilatacdo. Anteriormente, com base nas caracteristicas proliferativas, acreditava-se
que a doenca tinha origem nos queratinécitos e que a inflamacdo fosse um evento
secundario. Mais recentemente tem-se demonstrado que essas alteracdes proliferativas
nos queratindcitos sdo desencadeadas pelos fendmenos inflamatorios, mediados por
linfécitos T. Para que essa acao especifica das células T ocorra, S840 necessarios Vvarios
passos sequenciais que estdo relacionados entre si. O primeiro passo € a ativagdo das
células T devido a uma série de estimulos que comecam nos tecidos periféricos, em
resposta a uma lesdo. Esses estimulos induzem a ativacdo de células dendriticas, as
células apresentadoras de antigeno, que migram para os linfonodos, onde se ligam as
células T nativas. A segunda etapa consiste na migracdo das células T para a pele. As
células T, uma vez ativadas, se dividem e se multiplicam, passando a desempenhar o
papel de células T efetoras de memdria. Assim, as ceélulas que foram ativadas por
estimulos originarios da pele expressam o antigeno linfocitario cutaneo (CLA), os
receptores para quimocinas. Essas células interagem progressiva e preferencialmente
com vasos da pele que expressem E-selectina, P-selectina, ligantes para quimocinas e
ICAM-1 (molécula de adesao intercelular-1). Se ocorrer a interacdo entre os antigenos
expressos nas células T e os do endotélio, as células sofrem diapedese e chegam a pele,
onde poderdo agir como efetoras. A Ultima etapa corresponde a funcdo efetora
desempenhada pelas células T. Se houver liberacéo patolégica de citocinas, como o TNF-

a, hd um aumento na expressdo de E-selectina endotelial e ICAM-1 das células T de



memoria na pele, onde agirdo de maneira efetiva no combate ao estimulo agressor.
Essas células T liberam citocinas, que agem de maneira associada a outras citocinas
produzidas por outros tipos celulares locais, como 0s queratinocitos. As citocinas
secretadas permitem que o processo se perpetue. Além disso, na psoriase existe o
predominio de acéo das células T tipo Thl (GORDON e MCCORMICK, 2003; ARRUDA et
al., 2004; GOTTLIEB, 2005).

Os tratamentos tradicionais para a doenca apresentam muitas falhas, incluindo
inconveniéncia (no caso da terapia topica e fototerapia) e toxicidade, como no caso do
tratamento com psoraleno e radiacdo UVA (PUVA), acitretina, metotrexato e ciclosporina.
Além disso, com base nos mecanismos etiopatogénicos da psoriase, iniciou-se 0
tratamento com uma nova classe de medicamentos, os agentes modificadores da
resposta bioloégica ou, simplesmente, biolégicos. Essa classe de medicamentos é
representada por drogas protéicas que induzem alteracdes sistémicas fenotipicas da
resposta imune na psoriase. As estratégias de acdo dos diversos agentes biolégicos para
0 controle da psoriase sdo as seguintes: a) eliminacdo ou diminuicdo no numero de
linfocitos T patogénicos; b) bloqueio das interacdes célula a célula, o que inibe a ativacao
celular ou a migracdo de células T para a pele; c) desvio no sistema imune, o que
proporciona uma mudanca do predominio fenotipico de células T tipo 1 na psoriase para
uma resposta com predominio de células tipo 2; d) inativacdo de citocinas envolvidas na
psoriase como o TNF-a, devido a sua participacao direta no inicio da resposta imune e a
seus efeitos sobre os queratindcitos, estimulando sua hiperproliferacéo pela agcédo do fator
de crescimento epidérmico, e sobre o endotélio, onde aumenta a adesao de moléculas e
o fator de crescimento do endotélio dos vasos (ARRUDA et al., 2004; GOTTLIEB, 2005).

Exemplos de tratamentos que agem bloqueando a acdo do TNF-a sdo o
etanercept, o infliximab e o adalimumab. O infliximab e o adalimumab sdo anticorpos
monoclonais anti-TNF-a. O etanercept é uma fusdo protéica Ig-receptor TNF-a. Estes
medicamentos bioldgicos sdo uma alternativa efetiva para o tratamento da psoriase nao
responsiva ao tratamento convencional como o metotrexato, ciclosporina e fototerapia.
Atualmente, estes farmacos séo aceitos como uma opc¢ao terapéutica para a psoriase e 0
conhecimento sobre 0 uso destas terapias estd aumentando na pratica diria. Entretanto,
apesar destes farmacos ja serem utilizados ha alguns anos em outras especialidades,

como na reumatologia, deve-se ter cautela em relacdo a sua toxicidade, seja renal,



hepética ou para a medula Ossea, além da imunossupressdo, teratogenicidade e
carcinogénese (ARRUDA et al., 2004; GOTTLIEB, 2005; THIND e ORMEROD, 2008).

O desafio para tratar a psoriase moderada a severa nao é na inducao da melhora
do aspecto das lesdes, entretanto o maior problema € devido aos tratamentos disponiveis
serem realizados de forma intermitente por apresentarem inconveniéncias e/ou
toxicidade. Portanto, os pacientes apresentam ciclos com a melhora das lesdes,
apresentando melhora da qualidade de vida, alternado com periodos de doenca ativa e
baixa qualidade de vida. Dessa forma, ha necessidade de longa manutencédo efetiva e
segura da melhora das lesGes nos pacientes com psoriase moderada a severa. Para
pacientes com psoriase limitada, que ndo afeta grandemente a qualidade de vida, é
necessario apenas o desenvolvimento de terapias topicas mais eficazes (GOTTLIEB,
2005). Por isso, a melhor compreensédo da alteracdo da proliferacao celular e da natureza
inflamatéria da psoriase podera auxiliar no desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento desta doenca (NICKOLOFF et al., 2006).

Portanto, 0s medicamentos presentes na pratica meédica atual, como
glicocorticéides e imunosupressores, estdo muito longe de ser um tratamento ideal para
0s processos inflamatdrios cutdneos crbnicos, como a psoriase e a dermatite atopica,
devido aos seus efeitos colaterais e/ou toxicidade. Cerca de 79% dos tratamentos para
estas patologias falham na primeira opcdo de tratamento. Além disso, existe baixa
aderéncia ao tratamento devido a pouca aceitacdo dos medicamentos, quanto as
caracteristicas fisicas (cosméticas), seus efeitos adversos e a necessidade de uso
continuo dos mesmos. A academia e a industria farmacéutica vém estudando novas
possibilidades para tratamento destas patologias. Métodos modernos, como a gquimica
combinatéria, tém obtido pouco éxito no desenvolvimento de novos medicamentos
(DISEPIO et al., 1999; CAUWENBERGH, 2002; MENDONCA e BURDEN et al., 2003).

1.2. Cininas

Os componentes do sistema cinina-calicreina tem sido investigados desde 1909,
guando um componente hipotensivo foi encontrado no sistema urinario, posteriormente
sendo identificado como a calicreina tecidual. Em 1949, Rocha-e-Silva e colaboradores
isolaram o peptideo ativo bradicinina (BK) das globulinas plasmaticas tratadas com
tripsina ou protease provenientes do veneno da cobra Bothrops jararaca. Desde entéo, as



pesquisas tém demonstrado que as cininas estao envolvidas em uma ampla variedade de
fenbmenos bioldgicos. Estes peptideos contribuem para a regulacdo da presséo arterial
sistémica através das suas propriedades vasodilatadoras e por sua influéncia sobre a
excrecao renal. A BK causa contracdo da musculatura lisa do intestino, Utero e brénquio,
regulando o ténus vascular, além de modular o metabolismo da glicose e a pressao
arterial. Ainda, induz dor e permeabilidade vascular no processo inflamatério e cancer
(BHOOLA et al., 1992; MARCEAU e REGOLI, 2004; COSTA-NETO et al., 2008; MORI et
al., 2008).

As cininas pertencem a um grupo de peptideos com 9 a 11 aminoacidos, incluindo
a BK, calidina, T-cinina e seus metabdlitos ativos, as des-Arg-cininas. Esses peptideos do
sistema renina/calicreina sdo gerados partir da acdo das calicreinas sobre um precursor
presente no plasma e nos tecidos, o cininogénio. A BK é gerada pela acédo da calicreina
do plasma sobre o cininogénio de alto peso molecular (APM), ao passo que a calidina é
sintetizada pela hidrdlise do cininogénio de baixo peso molecular (BPM) pela calicreina
tissular. Apdés a liberacdo, as cininas sdo rapidamente metabolizadas por um grupo
diferente de peptidases. Ha evidéncias de 4 metalopeptidases que séo responsaveis pelo
metabolismo da BK: enzima conversora de angiotensina | (ECA, cininase Il),
aminopeptidase P (APP), endopeptidase neutral 24.11 (NEP, neprilisina) e as
carboxipeptidases M e N (CPM, CPN; cininases I). A importancia para estas peptidases
em regular os niveis das cininas depende da espécie animal, do tipo de fluido biolégico e
o local de formacado tecidual da cininas. Em humanos, os niveis circulantes sao
primeiramente regulados pela CPN. Entretanto, nas superficies endoteliais,
principalmente no leito vascular pulmonar, a regulacdo é realizada pela ECA (Figura 2)
(REGOLI e BARABE, 1980; BHOOLA et al.,, 1992; MARCEAU e REGOLI, 2004;
MOREAU et al., 2005).

A BK e a calidina, cininas ditas intactas, assim como seus metabdlitos, produtos
da acéo da carboxipeptidase M ou N (cininase 1), a des-Arg®-BK e a des-Arg'®-Lis-BK,
exercem seus efeitos biolégicos através da ligacdo aos seus receptores especificos na
superficie celular, B; e B,, acoplados a proteina G (Figura 2) (REGOLI e BARABE, 1980;
BHOOLA et al., 1992; MARCEAU e REGOLI, 2004).
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Figura 2 - Sintese dos peptideos ativos gerados pel o0 sistema calicreina-cinina e
suas interagbes com O0s receptores. Bradicinina (BK); cininogénio de alto peso
molecular (APM), cininogénio de baixo peso molecular (BPM); carboxipeptidase M ou N
(CPM/N); enzima conversora de angiotensina (ECA). Fonte: Adaptado de GOODMAN e
GILMAN, 2006.

Os receptores B, encontram-se expressos na forma constitutiva e séo
responsaveis pela maioria das acdes fisioldgicas das cininas. A BK e a calidina
apresentam alta afinidade pelos receptores B,, enquanto que o0s receptores B; sao
preferencialmente e seletivamente ativados pelos metabdlitos ativos des-Arg>-BK e des-
Arg'®-calidina (Figura 2). Com apenas poucas excecdes, 0s receptores B; ndo sdo
expressos em niveis significativos nos tecidos normais, mas séo sintetizados rapidamente
em certas condicdes patologicas tais como sepse, inflamacdo e estresse oxidativo,
indicando um mecanismo adicional na lesao tecidual e na recuperacao. Além disso, a
inducdo do receptor B; é resultante de uma cascata de eventos que envolvem a interacdo
entre fatores de transcricdo, proteinas quinases, citocinas e células inflamatorias
(REGOLI et al., 1998; CALIXTO et al., 2000; CALIXTO et al., 2004).
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A inducao do receptor B; pode ser vista como um mecanismo para a amplificacao
do efeito tecidual das cininas, este tipo de receptor é geralmente expresso no mesmo tipo
celular que estad presente o receptor B,, recrutando a mesma via de sinalizacéo.
Entretanto, o receptor B; ndo sofre dessensibilizacdo apds estimulacdo pelo agonista
(MATHIS et al., 1996; MARCEAU e REGOLI, 2004). A regulacéo dos dois receptores para
as cininas difere na sequéncia protéica uma vez que o receptor B, diferente do receptor
B, e da maioria dos receptores acoplados a proteina G, ndo sofre inativacdo por processo
de internalizacdo (ZHOU et al., 2000; LAMB et al., 2001) ou fosforilacdo induzida pelo
ligante (BLAUKAT et al., 1999) (para revisédo ver LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

A definicdo molecular dos receptores das cininas foi iniciada pela clonagem do
receptor B, em ratos (MCEACHERN et al.,, 1991) seguida pela do receptor B; em
humanos (MENKE et al., 1994). O cDNA do receptor B, das cininas também ja foi clonado
em humano (HESS et al., 1992), camundongo (MA et al., 1994; YOKOYAMA et al., 1994),
coelho (BACHVAROV et al., 1995), cobaia (FARMER et al., 1998) e cédo (HESS et al.,
2001). Quando as sequéncias sdo comparadas, 0s receptores das diferentes espécies
apresentam alta homologia com 82-91% entre rato, camundongo e humano (YOKOYAMA
et al.,, 1994). Entre as sequéncias dos receptores B; e B, humano o grau de identidade
dos aminoacidos ndo € muito alta (36% de homologia) (MOREAU et al., 2005).

Apesar da baixa homologia entre os receptores, ja foi demonstrado que os genes
humanos para os receptores das cininas estdo agregados em conjunto no mesmo locus
do cromossomo 14. Em camundongos e ratos os receptores das cininas estdo localizados
Nno mesmo cromossomo 12 e 6, respectivamente (MOREAU et al., 2005; ANGERS et al.,
2000). Cayla et al. (2002) deduziram a localizacdo dos dois genes, B; e By, e
demonstraram que o ultimo exon do gene do receptor B, € seguido pelo primeiro exon do
gene do receptor B;. Assim, os dois genes estdo posicionados em orientacao lateral. Eles
estdo separados por 12 pb em humano, 9,5 pb no rato e por 7,8 pb em camundongo
(BACHAVAROV et al., 1996; YANG e POLGAR, 1996; NI et al., 1998; SCHANSTRA et
al., 1998; ANGERS et al., 2000).

O receptor B; apresenta 353 aminoacidos e massa molecular de
aproximadamente 40,4 kDa. O RNA mensageiro que codifica o receptor B, (4 kb) é maior
comparado com o do receptor B; (1,4 kb) (MOREAU et al., 2005). O gene humano para o

receptor B, codifica uma proteina de 364 aminoacidos, com massa molecular de
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aproximadamente 41 kDa (POWELL et al., 1993). A proteina correspondente a este
receptor apresenta regides para glicosilagdo e contém sitio para ligacdo da BK na porcéo
amino terminal da terceira alga extracelular (ABD ALLA et al., 1996). A proteina contém
sitios para ligacdo de proteinas quinases A e C (PKA e PKC), sitios para palmitoilacédo e
diversos sitios para fosforilacdo (BACHVAROV et al., 1995).

Existem diversas evidéncias indicando que as cininas sdo rapidamente geradas
apos lesao tecidual e parecem modular a maioria dos eventos observados durante os
processos inflamatérios incluindo vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento plasmatico, migracdo celular, dor e hiperalgesia (HALL e MORTON,
1997; CALIXTO et al., 2000).

Os dois receptores parecem estar envolvidos com as alteracdes observadas
durante desordens inflamatérias agudas e crénicas. Grande parte dessas conclusdes esta
baseada nos trabalhos que estudam os efeitos dos antagonistas dos receptores utilizados
em diversos modelos de inflamagdo (MARCEAU e BACHVAROV, 1998). Além disso, a
geracdo de animais nocaute para o receptor B, (BORKOWSKI et al.,, 1995) e para o
receptor B; (PESQUERO et al., 2000) tem auxiliado na definicdo mais precisa dos papéis
patofisiol6gicos dos receptores das cininas. Posteriormente, a geracdo dos animais duplo
nocaute, com a dele¢do de ambos os receptores das cininas, conferiram a estes animais
resisténcia ao choque séptico induzido por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (CAYLA et
al., 2002).

Utilizando o principal antagonista seletivo para os receptores B, Hoe 140, muitos
autores tém demonstrado que o0s receptores B, sdo amplamente responsaveis pela
mediacdo da maioria das respostas inflamatorias agudas (CALIXTO et al., 2000).
Complementando os efeitos pro-inflamatorios do receptor B, estes se encontram
acoplados a multiplos mecanismos transducionais. A BK ativa os receptores B, e estimula
a liberacdo do &cido araquidénico com formacgéo subsequente de prostaglandina E; ou Iy,
resultando na formacdo do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Outro componente
formado pela ativacdo dos receptores B, também envolvido no processo inflamatério é o
oxido nitrico, aumentando o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A ativacao de vias
alternativas também tem sido verificada, envolvendo a fosforilagdo de algumas classes de
quinases, como tirosina quinase, quinases ativadas por mitdégeno, proteina ribosomal S6
qguinase e fosfatidilinositol-3-quinase (PYNE et al., 1997; PAN et al, 1999; RITCHIE et al.,
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1999). Tais mecanismos podem levar a liberacdo ou mesmo potencializacdo da acdo de
outros importantes mediadores inflamatorios como as citocinas (MODEER et al., 1998) e
até mesmo ativacao do fator de transcricdo NF-kB (PAN et al., 1998).

A ativacao de receptores B, acoplados aos mecanismos de transdugéo pode ser
responsavel pelo aumento da populacéo de receptores B;, sugerindo a existéncia de um
processo de balanco entre as duas populacdes de receptores cininérgicos, durante
desordens inflamatorias (CALIXTO et al., 2000). Na verdade, em grande parte das
situagdes inflamatodrias apds leséo tecidual, estimulo nocivo ou estressante, ocorre rapido
aumento na expressdo dos receptores B; (MARCEAU et al.,, 1998). Muitos estudos
indicam que a interleucina 1f (IL-1p) € o indutor mais importante do receptor B; tanto “in
vivo” quanto “in vitro” (MARCEAU et al., 1998; CALIXTO et al., 2000).

Complementando as evidéncias sobre o envolvimento dos receptores B; em
processos inflamatérios, durante o desencadear da inflamacdo, uma grande quantidade
das cininas sofre a acdo de carboxipeptidases, produzindo grandes quantidades dos
metabdlitos ativos des-Arg®-cininas. Essa alta concentracdo endégena dos agonistas
seletivos para o receptor B; demonstra que estes possuem papel fundamental também na
regulacéo de expressao dos receptores B; (SCHANSTRA et al., 1998). Assim, o0 aumento
na quantidade dos receptores B; e de seus ligantes causam aumento importante nos seus
efeitos, 0os quais parecem ser responsaveis pela manutencdo da resposta inflamatoria
cronica. Dentre os efeitos conhecidos pode-se destacar o aumento na migracao de
leucécitos e do edema, avaliado com a aplicagdo de antagonistas seletivos, sendo o
principal deles a des-Arg®-[Leu®]-BK e des-Arg'®-Hoe140 (para revisdo ler CALIXTO et al.,
2000, 2001).

Entretanto, apesar da acdo das cininas como mediadores pro-inflamatoérios e
também responsaveis pela manutencdo desse processo ser inquestionavel, poucos
estudos foram realizados até o momento quanto ao envolvimento nos processos
inflamatorios na pele. Em 1999, Schremmer-Danninger e colaboradores identificaram o
RNA mensageiro (RNAm) constitutivo para o receptor B;, para o receptor B, e para a
calicreina tecidual na pele de individuos sadios. Entretanto, o cininogénio aparece
somente sob condi¢gfes patologicas agudas, como no eczema, ha psoriase e no basiloma.
No mesmo ano, outros autores demonstraram que a administracao intradérmica de BK é

capaz de causar aumento na permeabilidade vascular de maneira dose-dependente, e
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este efeito parece ser mediado em parte pela ativacdo da enzima 12-lipoxigenase (WANG
et al., 1999).

A existéncia do sistema das cininas na pele humana é um fato comprovado.
Poblete e colaboradores (1991) encontraram calicreina tecidual no fundo secretério de
glandulas sudoriparas. Além disso, foi mostrada a presenca de cininogénio de alto peso
molecular no espaco intersticial tecidual na epiderme de cobaias (YAMAMOTO et al.,
1987) e também na pele humana (VIDAL et al, 2005). Véarios dados indicam que as
calicreinas e as cininas contém substratos que normalmente estdo presentes na pele
humana contribuindo para o conceito de que as cininas sao formadas localmente (VIDAL
et al, 2005).

Os dois receptores das cininas parecem contribuir para a resposta vasodilatadora
da BK observado em diferentes condi¢cdes inflamatérias na microvasculatura cutanea
(CAO et al., 2002). Esses autores sugerem ainda que os receptores B, estdo envolvidos
na mediacéo do fluxo sanguineo, enquanto os receptores B; estdo envolvidos somente na
fase tardia do processo inflamatorio cutaneo contribuindo para a duracéo e a recorréncia
da condicéo lesiva.

E importante destacar que outras acbes das cininas também sugerem o
envolvimento desse sistema em outras etapas dos processos inflamatérios cutaneos,
como na proliferacao celular. Cheng e colaboradores (2004) demonstraram que a BK, via
ativacdo dos receptores B,, apresenta efeito mitogénico através da ativacdo de proteina
Gi, causando fosforilagdo da via da PKC e consequente estimulacdo MEK/MAPK e da
expressdo de c-fos e c-jun em cultura de queratinécitos da cérnea de coelho. Também
através de receptores B, a BK promove ativacdo da cascata da p42/p44 MAPK em varios
tipos de células humanas, incluindo as da musculatura lisa vascular, endoteliais, PC-12 e
linhagem de células tumorais (CHENG et al., 2004).

A expresséo de proto-oncogenes celulares, como c-fos, c-jun e c-myc, tém papel
importante no controle da proliferagdo celular. Entretanto, a funcéo precisa da resposta
dos genes no controle do crescimento ndo € claramente entendida, mas parece que
muitas delas estdo envolvidas com a transicao da fase Gg para G; do crescimento celular.
Portanto, a compreensao do funcionamento da resposta primaria dos genes na regulacao
do crescimento e diferenciacdo das células epiteliais tem se tornado uma das maiores

areas de interesse nos ultimos anos (COUTANT e RYDER, 1996). Além disso, fatores de
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transcricdo como o NF-kB e AP-1 também estdo envolvidos na regulacdo da proliferacéo
celular. A ativacdo do NF-kB tem sido detectada somente em células ndo-proliferativas da
camada suprabasal da epiderme humana. De fato, o bloqueio funcional e farmacoldgico
da ativacdo do NF-kB produz hiperplasia do epitélio in vivo, enquanto que a
superexpressao das subunidades p50 e p65 do NF-kB gera hipoplasia e inibicdo do
crescimento (SEITZ et al., 1998). A expressao de proto-oncogenes e ativacao de fatores
de transcricdo estaria contribuindo para o papel proposto do envolvimento da BK na
proliferacédo celular na pele (CHENG et al., 2004).

O efeito da BK sobre a proliferacéo celular também foi registrado por Atanassova
(2003), que mostrou o envolvimento do receptor B, na mediacao da resposta estimulatoria
da BK na proliferacédo de células germinativas. Varios estudos tém relatado que as cininas
podem aumentar a sintese de DNA e a divisdo celular em muitos sistemas celulares
(BHOOLA et al., 1992). Entretanto, foi demonstrado que agonistas dos receptores B; ndo
promovem estimulo da proliferacdo de queratinécitos (JOHNSON et al, 1992; JUNG et al,
1999; VIDAL et al, 2005) ou induzem fraca resposta quando comparada com a produzida
pelo fator de crescimento epidermal (EGF) (COUTANT e RYDER, 1996). Por outro lado, a
BK induz a diferenciacéo de células PC-12 para a superficie de forma similar a produzida
pelo fator de crescimento do nervo (KOZLOWSKI et al.,, 1989). Embora a BK seja um
potente mitdgeno para fibroblastos (OWEN e VILLEREAL, 1983) existem contradi¢cdes em
relacdo ao efeito da BK sobre a proliferacdo de queratinécitos (JOHNSON et al., 1992;
TALWAR et al., 1990).

Outros estudos tém descrito o envolvimento das cininas com 0 processo de
diferenciacdo dos queratindécitos. Vidal et al. (2005) afirmam que agonistas dos receptores
B, ndo induzem proliferacdo celular, mas desencadeiam uma via celular em decorréncia
da rapida expresséo de c-Fos, ativagdo do NF-kB e moderada sintese de pro-filagrina.
Esses mecanismos indicam que o receptor B, pode induzir moderada diferenciagcdo dos
gueratinécitos, sendo que essa pode ser uma resposta altamente relevante na
patogénese e/ou progressdo de doencas na pele. Recentemente, Matus et al. (2008)
demonstraram que a ativacdo do receptor B; ndo estimula a proliferagdo dos
queratindcitos, mas contribui para a diferenciacdo destes. O receptor B; induz a
diferenciacao por ativar as vias de sinalizacao relacionadas a tirosina ou por interagir com

a familia de receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR). Entretanto, Jung et al.
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(1999) demonstraram a auséncia de efeito da BK na proliferacdo e diferenciagcdo em
cultura de queratindcitos humanos devido a ativacdo transitéria da fosfolipase D. Estes
autores sugerem que talvez seja necessaria a ativacdo sustentada desta enzima para
desencadear a diferenciacdo dos queratindcitos.

Existem ainda inumeras questdes quanto ao envolvimento das cininas nos
processos inflamatérios cutaneos, apesar de existirem fortes indicios de que o sistema
pode possuir papel fundamental nas patologias localizadas na pele. O estudo do
envolvimento das cininas nesses processos podera sugerir novos alvos terapéuticos,
assim como a melhor compreensédo dos processos podera auxiliar no tratamento das
patologias cutaneas, como a psoriase e dermatite atdpica. Sendo assim, o presente
estudo busca avaliar o papel dos receptores das cininas, B; e B, em diferentes modelos
de inflamacé&o cutanea, bem como os possiveis mecanismos de ac¢ao relacionados a sua

ativacao.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar o envolvimento do sistema das cininas no processo inflamatério cutaneo
e investigar através de técnicas farmacologicas, bioquimicas e de biologia molecular,

alguns dos mecanismos que podem estar relacionados com esse efeito.

2.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar a participacdo do sistema das cininas na inflamacdo neurogénica
induzida pela aplicacdo tépica de capsaicina, na inflamacdo cutanea induzida pela
aplicacdo de &cido araquidénico (AA) e pela aplicacdo aguda de 12-O-tetradecanoilforbol-
acetato (TPA).

2- Avaliar a participacdo das cininas no processo inflamatorio crénico induzido
pela aplicacdo multipla de TPA.

3- Verificar o efeito da aplicagdo de diferentes antagonistas cininérgicos no
modelo de edema de orelha induzido por agentes flogisticos em camundongos.

4- Comparar os efeitos dos antagonistas classicos peptidicos dos receptores das
cininas com 0S novos antagonistas SSR 240612 e FR 173657 (antagonistas nao-
peptidicos) e R-715 (antagonista peptidico) nos modelos de inflamacgéo cutanea.

5- Estudar a participacdo das cininas na inflamagdo cutanea por meio da
utilizacdo de animais nocaute para os receptores das cininas.

6- Verificar o papel das cininas nos processos de hiperproliferacao cutanea.

7- Avaliar a proliferacdo celular nos animais nocaute para os receptores das
cininas através da quantificacdo dos niveis da proteina PCNA (antigeno nuclear de
proliferacao celular).

8- Avaliar a migracdo celular no tecido cutaneo por meio de dosagens

enzimaticas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (25-35
g) mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB-UFPR, em
temperatura de 22 £ 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e
racdo. Os animais foram mantidos no laboratorio para adaptacdo por um periodo de pelo
menos 1 hora antes do inicio dos experimentos e foram usados somente uma vez em
cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo com orientacdes para 0s
cuidados com animais de laboratério (CEEA, 2003), e os protocolos experimentais foram
aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal (CEEA) da Universidade
Federal do Parana, sob certificado nimero 130.

Os animais nocautes foram cedidos pelo Prof. Dr. Jodo Bosco Pesquero do
Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&o Paulo. A delecdo da
sequéncia de codificacdo do receptor B;, B, e de ambos os receptores foi obtida e
descrita previamente por Pesquero et al. (2000), Borkowski et al. (1995) e Cayla et al.

(2007), respectivamente.

3.2. Avaliacédo do Edema de Orelha

O modelo animal in vivo mais utilizado para estudar o processo inflamatério
cutaneo € a inducdo de edema na orelha de camundongos. Sendo assim, este modelo foi
empregado com o objetivo de verificar inicialmente a formacdo do edema e
posteriormente o material foi coletado para a analise de outros parametros do processo
inflamatorio (como, por exemplo, a andlise histolégica). O edema foi expresso como o
aumento da espessura da orelha dos camundongos. A medida foi realizada proxima a
extremidade medial da orelha e a espessura foi registrada em pum. A espessura da orelha
foi medida antes e apos a inducdo do processo inflamatorio utilizando um micrémetro
digital (Great, MT-04513). Para minimizar variacdes devido a técnica, 0s experimentos
foram realizados por um anico experimentador. Os agentes flogisticos foram dissolvidos

em 20 uL de acetona e aplicados na orelha direita dos camundongos (OTUKI et al., 2005).
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3.3. Avaliacéo da Participacao das Cininas em Model os de Inflamac&o Cutanea

Com o objetivo de verificar o papel das cininas em diferentes processos
inflamatorios cutaneos foram utilizados diferentes agentes para inducdo da inflamacao
cutédnea, para abranger mecanismos inflamatorios diferentes, e foram avaliados
conhecidos antagonistas seletivos e animais nocaute para 0s receptores das cininas

nestes modelos.

A. Edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de capsaicina

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) é a substancia ativa responsavel
pelo efeito pungente e irritante das pimentas (péprica, pimenta vermelha e Capsicum
annuum L.) e a aplicacdo tépica de capsaicina produz reacdo inflamatoria de origem
neurogénica (JANCSO et al., 1981). O Hoe 140 (antagonista peptidico para o receptor By;
0,1 - 100 nmol/kg), des-Arg’-[Leu®]-BK (antagonista peptidico para o receptor B;; 10 -
1000 nmol/kg) e R-715 (antagonista peptidico para o receptor B1; 10 - 100 nmol/kg) foram
administrados intraperitonealmente (i.p.) 15 min antes da aplicacdo de capsaicina (200
pg/orelha) na orelha direita. O FR 173657 (antagonista ndo-peptidico para o receptor By;
0,03 - 0,3 mg/orelha), SSR 240612 (antagonista nao-peptidico para o receptor By, 0,01 -
0,3 mg/orelha) e a associacdo dos antagonistas FR 173657 e SSR 240612 (0,1
mg/orelha) foram aplicados topicamente 10 minutos antes da aplicacdo de capsaicina.
Além disso, foi avaliada a resposta dos animais nocaute, tanto para o receptor B; (B,")
como para o receptor B, (B,”) e animais nocaute para ambos os receptores (B1B,") no
edema de orelha induzido pela capsaicina. O aumento da espessura da orelha foi

avaliado 30 min apdés a aplicacédo do agente flogistico (GABOR e RAZGA, 1989).

B. Edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de acido araquidénico (AA)

A aplicacédo topica de AA promove resposta inflamatoria rapida, caracterizada por
intenso eritema e edema (YOUNG et al., 1983). Os trés principais mediadores deste
processo inflamatdrio sdo os metabdlitos do acido araquidonico PGE, e os leucotrienos
C4 e D4 (LTC4/LTD4) (CHANG et al., 1986). O Hoe 140, R-715 e o Hoe 140 plus R-715
(30 nmol/kg) foram administrados i.p. 15 min antes da aplicagdo do AA (2 mg/orelha).
Além disso, foram avaliados os antagonistas SSR 240612 (0,1 mg/orelha; antagonista

nao-peptidico dos receptores B;), FR 173657 (0,1 mg/orelha; antagonista nao-peptidico
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dos receptores B;) e associacdo dos antagonistas (SSR 240612 + FR 173657; 0,1
mg/orelha) aplicados topicamente, 10 min antes da aplicacdo do AA. Também foi avaliada
a resposta dos animais nocautes, tanto para o receptor B; como para o receptor B, e
duplo nocaute nesse modelo. O aumento da espessura da orelha foi avaliado 1 h apos a
aplicacao do agente flogistico (YOUNG et al., 1984; CRUMMEY et al., 1987).

C. Edema de orelha induzido pela aplicacao tépica de TPA

Um dos constituintes ativos do 6leo de créton é o 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA). Os ésteres de forbol, como o TPA presente no 6leo de créton, induzem
inflamacgé&o na pele e respostas hiperproliferativas nos animais, 0 que em muitos aspectos
se assemelha com os sinais das doencas de pele como a psoriase (GABOR, 2000). O
edema foi induzido pela aplicacdo topica de TPA (2,5 pg/orelha) na orelha direita de
camundongos. Antagonistas dos receptores B; das cininas (des-Arg®-[Leu®]-BK; 1000
nmol/kg) e dos receptores B, (Hoe 140; 100 nmol/kg) foram administrados por via
intraperitoneal, 15 min antes da aplicacdo do TPA. Os antagonistas ndo peptidicos, SSR
240612 (0,1 mg/orelha) e FR 173657 (0,1 mg/orelha), foram aplicados topicamente 5 min
depois da aplicagdo do TPA. O aumento da espessura da orelha foi avaliado 6 h apds a
aplicacdo do agente flogistico (DE YOUNG et al., 1989). Também foi avaliada a resposta
dos animais nocautes para o receptor B;, para o receptor B, e duplo nocaute no edema

de orelha induzido pelo TPA.

3.4. Edema de Orelha Induzido pela Aplicacdo Multip  la de TPA

Para avaliar um possivel efeito curativo da inibicdo das cininas em um processo
inflamatorio pré-estabelecido foi utilizado um modelo de inflamacédo crénica. O processo
inflamatério cronico foi induzido nos animais nocaute, para o receptor B; (B:"), para o
receptor B, (B,"), duplo nocaute B:B, (BiB,”) e em animais selvagem (+/+) pela
aplicacao de 20 ul de TPA (2,0 pg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. Ainda, em
outro grupo de animais controle, o glicocorticoide dexametasona (utilizado como controle
positivo, 0,1 mg/orelha), dissolvido em 20 pul de acetona, foi aplicado topicamente durante
4 dias (2 vezes ao dia) ap6s o quinto dia do experimento (STANLEY et al., 1991). Além
disso, foi avaliado o efeito dos antagonistas nao-peptidicos no mesmo modelo. Os
antagonistas nao-peptidicos FR 173657 (0,1 mg/orelha), SSR 240612 (0,1 mg/orelha) e a
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associacao destes antagonistas (SSR + FR; 0,1 mg/orelha) foram dissolvidos em 20 pL
de acetona e posteriormente aplicados por via tépica durante 4 dias (2 vezes ao dia) apos
0 quinto dia do experimento, sendo o edema avaliado diariamente. Apos a avaliacdo do
edema, no nono dia, foram coletadas e armazenadas amostras (circulos de 6 mm) das
orelhas dos camundongos para serem submetidas a avaliacdo histologica, avaliacdo da
atividade das enzimas mieloperoxidase e n-acetil-B-D-glucosaminidase, bem como para
determinacdo dos niveis de expressdo da proteina PCNA (antigeno nuclear de

proliferacéo celular).

3.5. Medida da Atividade Enziméatica da Mieloperoxid ase (MPO)

A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presenca de leucécitos
polimorfonucleares, foi avaliada utilizando a metodologia de Bradley et al. (1982)
modificada por De Young et al. (1989). As amostras (circulos de 6 mm do tecido das
orelhas de camundongos) foram adicionadas a 0,75 mL de tampéo fosfato de sddio 80
mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio (HTBA) e homogeneizado por
cerca de 45 s a 0C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 mL
do tampé&o anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubo e
centrifugada a 12000 x g a 4C por 15 minutos. Duplicatas de 30 yL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos, onde posteriormente foi adicionado 200 yL de
uma mistura contendo 100 pL de tampéo fosfato de sodio 80 mM (pH 5.4), 85 uL de PBS
0,22 M (pH 5.4) e 15 uL de peroxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A reacao foi
iniciada com a adi¢céo de 20 yL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em
uma solucdo aquosa de dimetilformamida a 8 %. A placa foi posteriormente incubada a
37 por 3 minutos e a reacao interrompida pela adi¢cdo de 30 pyL de acetato de sodio
1,46 M (pH 3.0) em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente
usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808) com comprimento de
onda de 620 nm, sendo expressa em mili densidade 6tica por amostra (mDO/bidpsia).

3.6. Medida da Atividade Enzimatica da n-acetil- B-D Glucosaminidase (NAG)

A avaliacdo da atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca
de leucocitos mononucleares e foi realizada a partir de amostras de orelhas de

camundongos submetidas a aplicacéo repetida de TPA no modelo de inflamacéo cutanea
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crbnica, seguindo a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). As amostras do tecido
(circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) foram adicionadas a 0,75 mL de
solucéo de fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) e homogeneizado por cerca de 45 s a 0C. O homogenato foi decantado em
microtubos e foram adicionados 0,75 mL do tamp&o anteriormente descrito. As amostras
(1,5 mL) foram adicionadas em microtubos e centrifugadas a 12000 x g a 4C por 15 min.
Triplicatas de 25 pL do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocos e
posteriormente foi adicionado 100 pL de tampao citrato 50 mM (pH 4,5). A reacéao foi
iniciada pela adicdo de 25 pL de p-nitrofenil-acetamida-p-D-glicopiranosideo (2,24 mM)
dissolvido &gua miliQ. A seguir a placa foi incubada a 37C por 1 h e a reacgdo
interrompida pela adicdo de 30 puL de tampéao glicina 200 nM (pH 10,4) em cada poco. A
atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando um leitor de placas (Bio-
Tek Ultra Microplate reader EL 808), cuja leitura foi realizada na absorbancia de 405 nm e
os resultados expressos como mDO/bidpsia.

3.7. Andlise Histoldgica

Amostras de orelhas coletadas de camundongos submetidos ao modelo agudo e
cronico de edema de orelha induzido pela aplicagdo de TPA foram fixadas em solucao
ALFAC (alcool 80%, formol 40% e acido acético glacial) por um periodo de 16 horas,
sendo em seguida conservadas em alcool 70% até o inicio do processo de desidratacao.
As orelhas foram posteriormente desidratadas, blocadas em parafina, seccionadas em
cortes de 5 um que foram corados com hematoxilina e eosina (RECIO et al., 2000). A
infiltrac@o celular (leucdcitos) foi avaliada em &reas representativas em aumento de 200x.
Além disso, foi determinada a espessura da epiderme com lente ocular graduada. A
espessura epidermal foi considerada como a distancia da camada basal até o extrato
cérneo da epiderme. Foram retiradas 3-5 fotos de cortes histoldgicos diferentes para cada
amostra e foi realizada a medida da espessura, de forma randomizada em 6 pontos
diferentes, de cada fotografia utilizando o programa Photoshop. O valor da média foi
calculado para cada amostra (DEMERJIAN et al., 2006).
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3.8. Extracdo de proteinas citosélicas e nucleares

Os tecidos foram preparados como descrito por Sabourin e colaboradores (2002)
com algumas modificacdes. As amostras de tecido das orelhas dos camundongos foram
congeladas e armazenadas em freezer a -70° C até o momento do uso. Os extratos
protéicos foram preparados como descrito por Medeiros e colaboradores (2007) com
algumas modificacdes. As biopsias foram colocadas em tampéo de lise gelado (HEPES
10 mM (pH 7,9), contendo: 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KCI, 0,5 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM de NazVOy,,
1,5 pg/ml de inibidor de tripsina, 7 pg/ml de pepstatina A, 5 pg/ml de leupeptina e 10 pg/mi
de aprotinina) e homogeneizados por 20 s, duas vezes. O homogenato foi centrifugado a
10.000 x g por 30 min e o sobrenadante foi separado como a fragdo citosolica das
preparacdes. O precipitado foi re-suspenso em tampao com alta concentracdo de sal
(HEPES 20 mM (pH 7,9), contendo: 420 mM de NaCl, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
EDTA, 25% v/v de glicerol, 0,5 mM de PMSF, 0,5 mM de DTT, 1,5 pug/ml de inibidor de
tripsina, 7 pg/ml de pepstatina A, 5 pg/ml de leupeptina e 10 pg/ml de aprotinina) e
incubado sob agitacdo constante a 4° C por 30 min. O homogenato foi centrifugado a
10000 x g por 30 min, sendo o sobrenadante coletado como a fragdo nuclear das
preparacdes. A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada
utilizando o kit Bio-Rad para determinacdo de proteinas (Bio-Rad Protein Assay Kit)
segundo recomendacdes do fabricante. As fracdes citosOlica e nuclear foram

armazenadas em freezer a -70° C até o momento do uso.

3.9. Avaliacéo dos niveis da proteina PCNA pelo ens aio de Western Blot

Com o objetivo de avaliar a proliferacéo celular, apos a aplicagcdo multipla de TPA,
foi utilizada a técnica de western blot para avaliar o padrdo de expressdo da proteina
PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) na pele de camundongos. Para tal,
amostras (circulos de 6 mm de diametro de tecido da orelha dos camundongos) foram
coletadas no dia 9 ap6s o tratamento crénico com a aplicagcdo multipla de TPA para
avaliacdo dos niveis de PCNA. A fragdo nuclear dos extratos de biopsias de orelhas,
obtida como descrito anteriormente foi submetida a eletroforese em gel desnaturante e
SDS-poliacrilamida (12,5%), sendo logo depois transferida para uma membrana de

polivinilidenodifluorido (PVDF). Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada em
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solugéo de leite desnatado (5%) e posteriormente incubada com anticorpo policlonal para
PCNA (Santa Cruz Biotechnology, EUA). A visualizacdo das proteinas foi realizada
utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas
imunorreativas foram visualizadas usando-se kit de aumento de quimioluminescéncia
(ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) e filme radiografico, segundo

recomendacdes do fabricante.

3.10. Avaliacéo dos niveis da proteina PCNA por Imu  nohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada pelo método indireto (revelagdo do complexo
antigeno-anticorpo). As orelhas foram emblocadas previamente em parafina e cortadas
em micrétomo com espessura de 5 um. Os cortes foram desparafinados em xilol (trés
banhos com duracdo de dez minutos cada) e reidratados em concentracfes de alcoois
decrescentes 100%, 95%, 80% e 70% (banhos com duragdo de cinco minutos cada) e
banho em tampéao fosfato (PBS), pH 7,4. Apdés o banho a peroxidase endégena foi
bloqueada com solucdo de peroxido de hidrogénio em metanol a 3% por 10 min.
Posteriormente, foi realizada a inibicdo dos sitios antigénicos inespecificos através da
incubacgédo das laminas com soro de albumina bovina (PBS/BSA 1%) (30 minutos) em
camara Umida a temperatura ambiente. Em seguida foi feita incubacdo por 2 horas em
camara umida com anticorpo primario anti-PCNA na temperatura ambiente, na proporcao
de 1:50 em solucéo de PBS/BSA a 1%. Neste momento foi selecionada uma lamina para
controle negativo que recebeu anticorpo isotipico (purified mouse IgG; immunoglobulin
isotype), omitindo-se o anticorpo primario. Apos um banho de PBS/BSA a 1% e trés
banhos de PBS, todos os cortes foram incubados com o anticorpo secundario conjugado
a peroxidase por 1 h em camara Umida e a temperatura ambiente, na proporc¢do de 1:100
em solucao de PBS/BSA 1%. Em seguida, foram feitos trés banhos com PBS e incubacéao
dos cortes com o cromégeno diaminobenzidina (Kit Substrato DAB, 10 min). O excesso
de cromogeno foi retirado em agua corrente. As laminas foram contracoradas com
hematoxilina por 5 min, desidratadas, clareadas com xilol e montadas com Balsamo do
Canada (ATHAR et al., 2004). Para avaliacdo da marcacao dos cortes foi utilizada lente
ocular graduada. A marcacao foi avaliada em &reas representativas em aumento de 200x
e 400x. Além disso, foi realizada a quantificacdo da marcacdo da proteina PCNA em 5

diferentes areas em aumento de 400x. Para esta analise, foram retiradas 5 fotos, de
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forma randomizada, de cada 3-5 cortes histolégicos distintos, corados com o cromégeno
diaminobenzidina e néo contra-corados com hematoxilina, para cada amostra de orelha. A

quantificac&o foi realizada em pixels utilizando o programa Image J°.

3.11. Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como meédia + erro padrdo da média (EPM),
exceto para os valores das Dlso (dose do antagonista necessaria para reduzir em 50% as
respostas inflamatérias em relagcdo ao grupo controle), que sdo representados como a
média geométrica acompanhada de seus respectivos intervalos de confianca 95%. Os
dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
de multipla comparacdo de Newman Keuls. Valores de p menores do que 0,05 (p < 0,05)

foram considerados como indicativos de significancia.

3.12. Drogas e Reagentes

As drogas e reagentes usados foram: 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA), acido
araquiddnico, dexametasona, hexadeciltrimetilaménio (HTAB), Tetrametilbenzidina (TMB),
p-nitrofenil-acetamida-p-D-glicopiranosideo, des-Arg®-[Leu®]-BK, Hoe 140, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), ditiotreitol (DTT), inibidor de tripsina, pepstatina A, aprotinina,
leupeptina, ortovanadato de soédio, dimetilsulfoxido (DMSO), Tween 20, acido n-2-
hidroxietilpiperazina-n'-2'-etanossulfénico (HEPES), glicerol, B-mercaptoetanol, azul de
bromofenol, albumina de soro bovino (BSA) (Sigma Chemical Co®, EUA); capsaicina
(Purifarma®, Brasil); cloreto de sédio, fluoreto de sédio, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), Tris-HCI, cloreto de magnésio, fosfato de so6dio (Na2zHPOa4), glicina,
dimetilformamida, acetona, formaldeido, acido acético glacial (Merck Biosciences®,
Alemanhd); formaldeido, eosina, hematoxilina, alcool absoluto, xilol, perdoxido de
hidrogénio, metanol, floxina B, propilenoglicol (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil); anticorpo
policlonal anti-PCNA, anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP - horseradish
peroxidase) (Santa Cruz Biotechnology®, EUA); kit substrato DAB para peroxidase,
anticorpo isotipico IgG; (BD Biosciences Pharmigen®, EUA). O antagonista R-715 foi
doado pelo Dr. Domenico Regoli. Os antagonistas SSR 240612 e FR 173657 foram
doados pelas Industrias Sanofi-Aventis® (Deutschland, Alemanhd) e Astellas® - Japao,

respectivamente. As solucdes estoques dos antagonistas peptidicos foram preparadas em

26



salina em tubos plasticos siliconizados, mantidas a -18°C, as quais foram diluidas a
concentragdo desejada somente antes do uso. Os antagonistas FR 173657 e SSR
240612, aplicados topicamente, foram pré-solubilizado em 2% de dimetilsuféxido (DMSO),

15% de propilenoglicol e 33% de etanol, sendo posteriormente diluidos em 50% do

volume final de acetona.
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4 RESULTADOS

4.1. Efeito das Cininas em Modelos de Inflamacdo Cu  tanea

4.1.1. Edema de orelha induzido pela aplicacao tépica de capsaicina

Para estabelecer a melhor dose de capsaicina capaz de induzir o edema de

orelha foi feita a curva de padronizacdo da capsaicina apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Curva de padronizagdo da capsaicina. Cada coluna representa a média *
E.P.M. para 4-6 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando
comparado com o grupo veiculo. Difere significativamente do grupo veiculo, **P<0,001.

A Figura 4 demonstra o efeito dos antagonistas dos receptores B; e B, da BK no
edema de orelha induzido pela capsaicina (200 pg/orelha). O Hoe 140 (antagonista dos
receptores By; 0,1; 1,0; 10; 30 e 100 nmol/kg); a des-Arg®-[Leu®]-BK (antagonista seletivo
de receptores B;; 10, 100 e 1000 nmol/kg) e o R-715 (antagonista peptidico dos
receptores B;; 10, 30 e 100 nmol/kg) foram administrados i.p., 15 min antes da aplicacao
de capsaicina na orelha direita. A espessura das orelhas foi medida antes e 30 min apés a
inducado da inflamacao (GABOR e RAZGA, 1989). Esses antagonistas inibiram de forma
significativa a formacdo do edema de orelha induzido pela capsaicina. O valor da Dlsg
calculada para o Hoe 140 foi de 23,83 (9,14 - 62,14) nmol/kg e a inibicdo observada foi de
61 + 5% na dose de 100 nmol/kg. A inibicdo obtida para a des-Arg®-[Leu®]-BK foi de 56 +
16% na dose de 1000 nmol/kg e para o R-715 foi de 65 + 10% na dose de 100 nmol/kg.
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Entretanto, quando o R-715 (0,1 mg/orelha) foi aplicado topicamente, 10 min antes da
aplicacdo de capsaicina (200 pg/orelha), este antagonista n&o foi capaz de inibir o edema.
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Figura 4 - Efeito dos antagonistas peptidicos no ed ema de orelha induzido pela
capsaicina. Os antagonistas peptidicos foram administrados i.p.: Hoe 140 (0,1 a 100
nmol/kg) (A), des-Arg’-[Leu®]-BK (10 a 1000 nmol/kg) (B) e R-715 (10 a 100 nmol/kg) (C)
e topicamente: R-715 (0,1 mg/orelha) (D) no edema de orelha induzido pela capsaicina
(200 pgl/orelha). Cada coluna representa a média + E.P.M. de 4-6 animais. Os asteriscos
demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o grupo controle (C). Difere
significativamente do grupo controle, ‘P<0,05, “P<0,01 e ***P<0,001.
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Além disso, foi avaliado o efeito do SSR 240612 (antagonista nao-peptidico do
receptor By; 0,01; 0,03; 0,1 e 0,3 mg/orelha), do FR 173657 (antagonista ndo-peptidico do
receptor B; 0,03; 0,1 e 0,3 mg/orelha) e da associacdo dos antagonistas (SSR + FR, 0,1
mg/orelha) aplicados topicamente, 10 min antes da aplicacdo de capsaicina. O SSR
240612 e o FR 173657 inibiram de forma significativa o edema de orelha induzido pela
capsaicina. A Dlso calculada para o SSR 240612 foi de 0,23 (0,15 - 0,36) mg/orelha e a
inibicdo observada foi de 56 + 3% na dose de 0,3 mg/orelha. A inibicdo observada para o
FR 173657 foi de 48 £+ 8% na dose de 0,1 mg/orelha. O co-tratamento com o0s
antagonistas FR 173657 e SSR 240612 n&o causou aumento da inibicdo (52 + 4%) do
edema quando comparado com os resultados obtidos com a aplicacdo individual de cada

antagonista (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito dos antagonistas nao-peptidicos a  plicados topicamente no edema
de orelha induzido pela capsaicina. Os antagonistas SSR 240612 (0,01 a 0,3
mg/orelha) (A), FR 173657 (0,03 a 0,3 mg/orelha) (B) e associacdo dos antagonistas SSR
240612 e FR 173657 (0,1 mg/orelha) (C) foram avaliados no edema de orelha induzido
pela capsaicina (200 pg/orelha). Cada coluna representa a média + E.P.M. de 4-6
animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o
grupo controle (C). Difere significativamente do grupo controle, “P<0,01 e ***P<0,001.
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A Figura 6 mostra a resposta dos animais selvagem (+/+), nocaute para o
receptor By (B17), nocaute para o receptor B, (B,”) e duplo nocaute B;B, (B1B,") apés a
aplicacao de capsaicina (200 pg/orelha) na orelha direita. Nos animais nocaute, tanto para
receptores B; quanto para receptores B, das cininas, ndo foi observado reducdo do
edema induzido pela capsaicina (Figura 6A). Entretanto, nos animais nocaute para ambos
0s receptores ocorreu reducdo de 42 = 7% no edema induzido pela capsaicina. Para
confirmar esse resultado, foi feita a avaliagdo dos antagonistas seletivos para os
receptores das cininas nos animais nocaute, ou seja, o Hoe 140 (antagonista dos
receptores B;, 30 nmol/kg) foi administrado i.p. nos animais nocaute para o receptor B;
(Bl"') e 0 R-715 (30 nmol/kg) foi administrado i.p. nos animais nocaute para o receptor B,
(B."), 15 min antes da aplicacdo de capsaicina (200 pg/orelha). Os dois antagonistas
inibiram de forma significativa o edema de orelha induzido pela capsaicina e as inibicdes
observadas foram de 49 + 14 % e 36 = 13% na dose de 30 nmol/kg, respectivamente para
0 Hoe 140 e R-715 (Figura 6B). Quando o R-715 (30 nmol/kg, i.p.) foi injetado nos animais
nocaute para o receptor B, (B1") e o Hoe 140 (30 nmol/kg, i.p.) nos animais nocaute para
o receptor B, (B,”), 15 min antes da aplicacdo de capsaicina (200 pglorelha), os

antagonistas falharam em inibir o edema de orelha induzido pela capsaicina (Figura 6C).
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Figura 6 - Avaliacao da resposta dos animais nocaut e no edema de orelha induzido
pela capsaicina. Resposta dos animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor B, (B1™),
nocaute para o receptor B, (B,") e duplo nocaute BB, (B1B,") (A); efeito do Hoe 140 (30
nmol/kg) administrado i.p. n0os animais nocaute para o receptor B; (Bl"') e do R-715 (30
nmol/kg) administrado i.p. nos animais nocaute para o receptor B, (B2™) (B) e efeito do
tratamento com R-715 (30 nmol/kg, i.p.) nos animais nocaute para o receptor B; (B;") e
com Hoe 140 (30 nmol/kg, i.p.) nos animais nocautes para o receptor B, (B,") (C) no
modelo de edema de orelha induzido pela capsaicina (200 pg/orelha). Cada coluna
representa a média + E.P.M. para 2-4 animais. Os asteriscos demonstram 0 nivel de
significancia quando comparado com o grupo selvagem (+/+). Difere significativamente do
grupo selvagem, ‘P<0,05 e "P<0,01.
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4.1.2. Edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de acido araquidénico (AA)

O Hoe 140 (antagonista dos receptores B,; 30 nmol/kg) e o R-715 (antagonista
peptidico dos receptores B;; 30 nmol/kg) foram administrados i.p., 15 min antes da
aplicacdo de AA (2 mg/orelha) na orelha direita. Esses antagonistas ndo foram capazes
de inibir a formacdo do edema de orelha induzido pelo AA. Entretanto, os antagonistas
inibiram de forma significativa o edema quando foram aplicados conjuntamente (Hoe 140
mais R-715, 30 nmol/kg). A inibicdo observada foi de 36 + 4% (Figura 7A). O SSR 240612
(antagonista ndo-peptidico do receptor B; da BK; 0,1 mg/orelha) e o FR 173657
(antagonista ndo-peptidico do receptor B, da BK; 0,1 mg/orelha) aplicados topicamente,
10 min antes da aplicacao do AA, foram capazes de inibir de forma significativa o edema.
A inibicdo observada para o SSR 240612 e FR 173657 foi de: 23 £ 10% e 27 + 6%,
respectivamente. Além disso, a associacdo do SSR 240612 e do FR 173657 (SSR
240612 mais FR 173657; 0,1 mg/orelha) inibiu de forma significativa a inflamacéo cutanea
induzida pelo AA. A inibicdo observada para este feito foi de 34 + 12% (Figura 7B). A
Figura 7C, mostra a resposta dos animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor B; (B1
"), nocaute para o receptor B, (B,") e duplo nocaute BB, (B1B,") apds a aplicacédo de AA
(2 mg/orelha) na orelha direita. Em nenhum dos animais nocaute, tanto para receptores
B1 quanto para receptores B, das cininas foi observada reducdo do edema induzido pelo
acido araquidoénico. Entretanto, nos animais nocaute para ambos 0s receptores ocorreu

reducédo de 17 + 3% no edema induzido pelo AA.
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Figura 7 - Avaliacdo dos antagonistas e dos animais nocaute para os receptores
das cininas no edema de orelha induzido pelo acido araquidonico. Efeito do Hoe 140
(30 nmol/kg), R-715 (30 nmol/kg) e Hoe 140 mais R-715 administrados i.p (A); efeito do
SSR 240612 (0,1 mg/orelha), FR 173657 (0,1 mg/orelha) e SSR + FR (0,1 mg/orelha) (B)
e resposta dos animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor B; (B;”), nocaute para o
receptor B, (B,”) e duplo nocaute B:B, (B1B,") (C) no edema de orelha induzido pelo
acido araquiddnico (2 mg/orelha). Cada coluna representa a meédia + E.P.M. de 4-6
animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o
grupo controle (C) ou grupo selvagem (+/+). Difere significativamente do grupo controle,
'P<0,05 e "P<0,01.

4.1.3. Edema de orelha induzido pela aplicacao tépica de TPA

A administracdo por via intraperitoneal do antagonista dos receptores B, das
cininas, Hoe 140 (100 nmol/kg) néo foi eficaz em inibir o edema mediado pelo TPA (2,5
pg/orelha) (Figura 8A). Resultado semelhante foi obtido com a administragcdo por via
intraperitoneal do antagonista dos receptores B; das cininas, des-Arg’-[Leu®]-BK (1000
nmol/kg), que também né&o foi capaz de inibir o edema mediado pelo TPA (Figura 8B). Os
antagonistas nao-peptidicos, SSR 240612 (0,1 mg/orelha) e FR 173657 (0,1 mg/orelha)
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aplicados topicamente 5 min depois do TPA, também nao alteraram o edema (Figura 8C e
D). Da mesma maneira, os animais selvagem, nocaute para o receptor B;, nocaute para o
receptor B, e os animais duplo nocaute também n&o apresentaram alteracdo do edema
induzido pela aplicacdo aguda de TPA (Figura 9A). Essa resposta, mostrada no painel A
da Figura 9 é confirmada pelo resultado mostrado no painel B, que demonstra o peso das
orelhas ao final da aplicacdo aguda de TPA. A Figura 10 mostra fotos representativas das
orelhas dos animais apos o estimulo com o TPA e pode-se verificar que em todos 0s
animais selvagem e nocaute para os receptores das cininas ndo apresentaram reducao
do edema. Além disso, as amostras de tecido das orelhas dos animais foram retiradas
para analise histologica. A andlise histologica das amostras coletadas 6 h apds a
aplicacao de TPA confirma o resultado mostrado nas figuras anteriores demonstrando que
nao houve alteracdo do edema (Figura 11). A analise histologica das amostras coletadas
24 h apés o estimulo agudo com o TPA também confirma que ndo houve alteracdo do
edema. Entretanto a andlise histoldgica de 24 h mostra que houve reducdo da migracéo
de neutréfilos nos animais nocaute para o receptor Bi”, B, e duplo nocaute apés a
aplicacdo de TPA (Figura 12). Foi realizada a analise histologica em dois tempos distintos
devido o edema de orelha induzido pelo TPA alcancar uma forma¢do maxima em 4-6 h e
a migracdo de neutréfilos para a derme apresentar um pico maximo em 24 h apos a
aplicacdo de TPA (GABOR, 2000). Posteriormente, foi avaliada a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), sendo esta um marcador enzimatico indireto da infiltracdo de
neutrofilos no tecido inflamado (LLORET e MORENO, 1995). A aplicacéo tépica do TPA
aumentou de forma intensa a atividade da MPO nos animais selvagem. Os animais
nocaute para o receptor B, nocaute para o receptor B, e duplo nocaute apresentaram
reducdo da atividade da enzima avaliada com diminuicdo significativa de 31 + 5%, 44 +
12% e 24 + 10%; respectivamente (Figura 13). Além disso, a quantificacdo da infiltracao
de neutrofilos na analise histoldgica de 24 h confirma a diminuicao significativa no numero
de neutrdfilos nos cortes histolégicos dos animais nocaute para 0s receptores das cininas.
A reducéo na quantificacdo de neutrofilos foi de 24 + 9%, 39 £ 8% e 24 + 7% para 0S
animais nocaute para o receptor B;, nocaute para o receptor B, e duplo nocaute,

respectivamente (Figura 14).
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Figura 8 - Avaliagdo dos antagonistas para os recep  tores das cininas no edema de
orelha induzido pelo TPA. (A) Efeito do Hoe 140 (antagonista seletivo de receptores B,
das cininas; 100 nmol/kg, i.p., 15 min antes), (B) da des-Arg®-[Leu®]-BK (antagonista
seletivo de receptores B; das cininas; 100 nmol/kg, i.p., 15 min antes), (C) do FR 173657
(antagonista seletivo de receptores B,. 0,1 mg/orelha) e (D) do SSR 240612 (antagonista
seletivo dos receptores Bi. 0,1 mg/orelha) sobre o edema de orelha induzido pelo TPA.
Cada coluna representa a media = E.P.M. de 5-7 animais.
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Figura 9 - Resposta dos animais nocaute no edema de orelha induzido pelo TPA.
Avaliagdo do edema de orelha (A) e os respectivos pesos das orelhas (B) nos animais
selvagem (+/+), nocaute para o receptor B; (B,"), nocaute para o receptor B, (B,") e
duplo nocaute B;B, (B1B>") ap0s a aplicagdo aguda de TPA (2,5 pg/orelha). Cada coluna
representa a média £ E.P.M. de 2-4 animais.
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+/+ (+/+) + TPA

Figura 10 - Fotos representativas das orelhas dos a nimais nocaute 6 h apos a
aplicacdo aguda de TPA. Animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor B; (B,"),
nocaute para o receptor B, (B,”) e duplo nocaute B;B; (B:B,") no modelo de edema de
orelha induzido pelo TPA (2,5 pg/orelha).
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(A) +/+ basal

‘B| ‘+I+| + TPA

(D) B, + TPA

(E) B, basal

‘F| B" + TPA

(G) BB, basal (H) BB, + TPA

Figura 11 - Avaliag&o histologica ap6s 6 h da aplic  acdo de TPA. Fotos representativas
de 3-5 cortes transversais de orelhas de camundongos coradas com hematoxilina-eosina
(aumento de 200x, escala de 100 ym) para avaliacdo do edema que apresenta um pico
maximo em 4-6 h apos a aplicacdo de TPA (2,5 pg/orelha). (A) animal selvagem tratado
com veiculo (acetona), (B) animal selvagem com aplicacdo de TPA (C) animal nocaute
para o receptor B; (B;") tratado com veiculo (D) animal nocaute para o receptor By (B1™)
com aplicacéo de TPA (E) animal nocaute para o receptor B (B,") tratado com veiculo (F)
animal nocaute para o receptor B, (B,”) com aplicacdo de TPA (G) animal nocaute para o
receptor B; e B, (B1B,") tratado com veiculo (H) animal nocaute para o receptor B; e B;
(B1B.") com aplicagéo de TPA.
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(A) +/+ basal B) (+/+) + TPA

(E) By~ basal (F) B+ TPA

Figura 12 - Avaliacdo histolégica apos 24 h da apli cacdo de TPA. Fotos
representativas de 3-5 cortes transversais de orelhas de camundongos coradas com
hematoxilina-eosina (aumento de 200x, escala de 100 um) para avaliacdo da migracéao de
neutrofilos que apresenta um pico maximo apoés 24h da aplicagdo de TPA (2,5 pg/orelha).
(A) animal selvagem tratado com veiculo (acetona), (B) animal selvagem com aplicacdo
de TPA (C) animal nocaute para o receptor B; (B:") tratado com veiculo (D) animal
nocaute para o receptor B; (B:”) com aplicacdo de TPA (E) animal nocaute para o
receptor B, (B,") tratado com veiculo (F) animal nocaute para o receptor B, (B,”) com
aplicacdo de TPA (G) animal nocaute para o receptor B; e B, (B1B,") tratado com veiculo
(H) animal nocaute para o receptor B; e B, (B1B,"") com aplicacéo de TPA.
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Figura 13 - Avaliacdo da atividade da enzima MPO ap 0s aplicacdo aguda de TPA
nos animais nocaute. Resposta do animal selvagem tratado com veiculo (acetona) (+/+
basal), animal selvagem com aplicacédo de TPA (+/+), animal nocaute para o receptor B;
tratado com veiculo (B,” basal), animal nocaute para o receptor B; com aplicacéo de TPA
(B17), animal nocaute para o receptor B, tratado com veiculo (B, basal), animal nocaute
para o receptor B, com aplicacdo de TPA (B."), animal nocaute para o receptor B; e B
tratado com veiculo (B1B,” basal) e animal nocaute para o receptor B; e B, (B1B,") com
aplicacdo de TPA (2,5 ug/orelha). Cada coluna representa a média + E.P.M. de 2-4
animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o
grupo selvagem (+/+). Difere significativamente do grupo selvagem, **P<0,01 e
***P<0,001.
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Figura 14 - Quantificacdo de neutrofilos 24 h apos a aplicacdo aguda de TPA nos
animais nocaute para 0s receptores das cininas. A quantificacdo de neutrofilos foi
realizada para cada corte histolégico com aumento de 200x. Cada coluna representa a
média + E.P.M. da quantificacdo de 3 campos (0,014 mm?) de cada 3 cortes histolégicos
distintos para cada amostra de orelha coletada de 2-4 animais por grupo. Os asteriscos
demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o grupo selvagem (+/+).
Difere significativamente do grupo selvagem, *P<0,05, **P<0,01.
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4.1.4. Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de TPA

A aplicacdo repetida de TPA em orelhas de camundongos causa resposta
inflamatoria cronica caracterizada por edema, infiltracdo predominante de células
mononucleares e hiperproliferacao celular na epiderme (STANLEY et al., 1991). Na Figura
15 esta demonstrado o estabelecimento do processo inflamatoério crénico por aplicacao
repetida de TPA (2,0 pg/orelha) nos animais selvagem, nocaute para o receptor B (B,7),
nocaute para o receptor B, (B,") e duplo nocaute (B1B,"). Os animais nocaute para o
receptor B; (B,7), nos dias 1 e 2, e nocaute para o receptor B, (B,"), a partir do dia 4,
apresentaram aumento significativo do edema, sendo mais significativo e pronunciado o
aumento do edema nos animais nocaute para o receptor B,. A medida do edema de
orelha foi interrompida no quinto dia para os animais nocaute para o receptor B, devido a
hiperpoliferacdo intensa apresentada por estes animais, o que dificultou a medida do
edema com o auxilio do micrométro. Os animais duplo nocaute apresentaram uma
resposta similar aos animais selvagem. Entretanto, a dexametasona, aplicada apos o
quinto dia do experimento, inibiu de forma significativa o edema induzido pelo TPA (Figura
15A). E essa resposta, mostrada no painel A, é confirmada no painel B da Figura 15 que
demonstra o peso das orelhas ao final do estimulo crénico com o TPA. Os animais
nocaute para o receptor B, apresentaram aumento significativo de 23 + 10% no peso das
orelhas e os animais selvagem tratados com a dexametasona apresentaram reducao de
70 £ 3%. Além disso, a Figura 16 mostra fotos representativas das orelhas dos animais
apos o estimulo crénico com TPA e pode-se verificar o edema e hiperproliferagéo celular
nos animais nocaute para o receptor B; e 0s animais nocaute para o receptor B,.
Entretanto, os animais nocaute para ambos 0s receptores apresentaram menor
hiperproliferacdo quando comparado com 0s animais selvagem e nocaute apenas para
um dos receptores. A analise histologica das amostras coletadas no quarto e nono dia
apo6s o estimulo com o TPA confirmam os resultados mostrados nas figuras anteriores e
demonstra a infiltracdo predominante de células mononucleares e hiperproliferacdo
celular na epiderme (Figura 17 e Figura 18). Os animais selvagem, nocaute para 0
receptor B, e para o receptor B; apresentaram acantose (hiperplasia epidermal), a qual foi
mais pronunciada nos animais nocaute para o receptor B, e B; e menos pronunciado para
os animais duplo nocaute (B1B,"). Posteriormente foi realizada a medida da espessura

total da pele e a medida da espessura da epiderme na analise histologica (Figura 19). As
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medidas foram realizadas conforme a escala em micrémetro padronizada no microscopio
no qual foram feitas as fotos das laminas em aumento de 200x. Na medida da espessura
total da pele somente a dexametasona foi capaz de causar reducdo significativa da
espessura total da pele com inibicdo de 23 £ 10%. Entretanto, na medida da espessura da
epiderme 0s animais nocaute para o receptor B, apresentaram aumento de 44 = 12% na
espessura da epiderme. Os animais duplo nocaute e o0s animais tratados com a
dexametasona apresentaram reducdo significativa da espessura da epiderme com
reducdo de 21 + 5% e 56 + 2%, respectivamente. Posteriormente, foi avaliada a atividade
das enzimas MPO e NAG. A MPO é um marcador enzimatico da infiltracdo de neutrofilos
no tecido inflamado e a avaliacdo da atividade da NAG € uma medida indireta da
infiltracdo de leucdcitos mononucleares, a qual € uma caracteristica desse modelo
(LLORET e MORENO, 1995; STANLEY et al.,1991). A aplicacao topica do TPA aumentou
de forma intensa a atividade da MPO e da NAG e o0s animais selvagem, nocaute para o
receptor B, nocaute para o receptor B, e duplo nocaute ndo foram capazes de reduzir a
atividade das enzimas avaliadas (Figura 20). O resultado foi confirmado por meio da
guantificacdo de leucdcitos na analise histologica que mostrou que ndo houve uma

reducdo da migracgéo celular para a derme nos animais nocaute (Figura 21).
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Figura 15 - Efeito da aplicacdo multipla de TPA nos animais nocaute. Avaliacédo do
edema de orelha (A) e os respectivos pesos das orelhas (B) ap6s o estimulo crénico com
TPA (9 dias; 2,0 pg/orelha) nos animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor By (B,7),
nocaute para o receptor B, (B,"), animais duplo nocaute (B:B,”) e animais selvagem
tratados com dexametasona (0,1 mg/orelha). A medida do edema foi interrompida no
quinto dia para os animais B," devido a hiperpoliferacéo intensa apresentada por estes
animais. Cada ponto e cada coluna representam a média = E.P.M. de 2-4 animais. Os
asteriscos demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo selvagem
(+/+). Difere significativamente do grupo selvagem, *P<0,05, **P<0,01 e **P<0,001.
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(+/+) + TPA

B,B," + TPA (+/+) + TPA + Dexa

Figura 16 - Fotos representativas das orelhas dos a  nimais nocaute apos a aplicacao
cronica de TPA. Animais selvagem (+/+), nocaute para o receptor B; (B,"), nocaute para
o receptor B (B,") e duplo nocaute B;B, (B1B,") no modelo de edema de orelha induzido
pela aplicagdo multipla de TPA (9 dias; 2,0 pg/orelha).
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(A) +/+ basal

(E) B, basal F) B,”- + TPA

Figura 17 - Avaliacdo histolégica apds 4 dias da ap licacdo cronica de TPA. Fotos
representativas de 3-5 cortes transversais de orelhas de camundongos coradas com
hematoxilina-eosina (aumento de 200x, escala de 100 um) apés o estimulo crénico (4
dias) com TPA (2,0 pg/orelha). (A) animal selvagem tratado com veiculo (acetona), (B)
animal selvagem com aplicacdo de TPA (C) animal nocaute para o receptor B; (Bi")
tratado com veiculo (D) animal nocaute para o receptor B; (B;") com aplicagédo de TPA
(E) animal nocaute para o receptor B (B,") tratado com veiculo (F) animal nocaute para o
receptor B, (B,") com aplicacéo de TPA (G) animal nocaute para o receptor B; e B, (B1B;
") tratado com veiculo (H) animal nocaute para o receptor B; e B, (B:B,") com aplicacdo
de TPA.
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Figura 18 - Avaliacdo histolégica no nono dia apés a aplicacdo cronica de TPA.
Fotos representativas de 3-5 cortes transversais de orelhas de camundongos coradas
com hematoxilina-eosina (aumento de 200x, escala de 100 um) apo6s o estimulo crénico
(9 dias) com TPA (2,0 pg/orelha). (A) animal selvagem tratado com veiculo (acetona), (B)
animal selvagem com aplicacdo de TPA (C) animal nocaute para o receptor B; (Bi")
tratado com veiculo (D) animal nocaute para o receptor B; (B;") com aplicagédo de TPA
(E) animal nocaute para o receptor B (B,”) tratado com veiculo (F) animal nocaute para o
receptor B, (B,") com aplicacéo de TPA (G) animal nocaute para o receptor B; e B, (B1B;
") tratado com veiculo (H) animal nocaute para o receptor B; e B, (B:B,") com aplicacdo
de TPA (l) animal selvagem tratado com dexametasona (0,1 mg/orelha).
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Figura 19 - Avaliacdo da espessura da pele apés aa plicacao cronica de TPA. Medida
da espessura total da pele (A) e medida da espessura epiderme (hiperplasia epidermal)
(B) apdés o estimulo crénico com TPA nos animais nocaute para 0s receptores das
cininas. As medidas foram realizadas para cada corte histologico com aumento de 200x.
Cada coluna representa a média + E.P.M. da analise de 6 campos de cada 3-4 cortes
histoldgicos distintos para cada amostra de orelha coletada de 2-4 animais por grupo. Os
asteriscos demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo selvagem
(+/+). Difere significativamente do grupo selvagem, *P<0,05, ***P<0,001.
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Figura 20 - Avaliacdo da atividade enzimatica ap6s  a aplicacdo multipla de TPA nos
animais nocaute. Atividade da enzima MPO (A) e da NAG (B) apés estimulo crénico com
TPA (2,0 pg/orelha) no animal selvagem tratado com veiculo (acetona) (+/+ basal), animal
selvagem com aplicagcdo de TPA (+/+), animal nocaute para o receptor B; tratado com
veiculo (B, basal), animal nocaute para o receptor B; com aplicacdo de TPA (B;"),
animal nocaute para o receptor B; tratado com veiculo (B.” basal), animal nocaute para o
receptor B, com aplicacdo de TPA (B,"), animal nocaute para o receptor B; e B, tratado
com veiculo (B1B,” basal) e animal nocaute para o receptor B, e B, (BiB,") com
aplicacdo de TPA. Cada coluna representa a média £ E.P.M. de 2-4 animais.
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Figura 21 - Quantificacdo de leucocitos apos a apli  cacdo crbnica de TPA nos
animais nocaute para 0s receptores das cininas. A quantificacdo de neutrofilos foi
realizada para cada corte histolégico com aumento de 200x. Cada coluna representa a
média + E.P.M. da quantificacdo de 2-3 campos (0,014 mm?) de cada 2-3 cortes
histolégicos distintos para cada amostra de orelha coletada de 2-4 animais por grupo.

4.1.5. Avaliacdo dos niveis da proteina PCNA pelo ensaio de Western Blot

A sintese e expressdo de PCNA estéo relacionadas ao estado proliferativo das
células e a expresséo dessa proteina aumenta durante a fase G;, com pico na fase S e
declinio durante a fase G,/M do ciclo celular (GAMBICHLER et al, 2008). A Figura 22
demonstra que os animais selvagem, nocaute para o receptor B; (B,”) e nocaute para o
receptor B, (B,”) apresentaram aumento da expressdo da proteina PCNA apés a
aplicacdo cronica com TPA. Os animais nocaute para o receptor B.” e nocaute para o
receptor B,” apresentaram aumento da expresséo da proteina PCNA quando comparado
com 0s animais selvagem, mas este aumento foi significativo somente para 0os animais
nocaute B, (22 + 2%). Ao contrario, os animais duplo nocaute BB, (B:B,")
apresentaram reducao significativa da expressao da proteina PCNA ao final do estimulo
cronico com TPA (28 = 3%), indicando uma menor proliferagdo celular nos animais duplo

nocaute.
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Figura 22 - Avaliacdo dos niveis da proteina PCNA p elo ensaio de Western Blot
apos aplicacdo crénica de TPA. Expressao da proteina PCNA nos animais selvagem,
nocaute para o receptor B; (B;"), nocaute para o receptor B, (B, e duplo nocaute (B1B;
") (A) em orelhas de camundongos com aplicacdes multiplas de TPA. Analise
densitométrica (B) das bandas imunorreativas. Resultados expressos em unidades
arbitrarias e expressos como a meédia + E.P.M. de 2 experimentos. Difere
significativamente do grupo selvagem (+/+), *P<0,05.

4.1.6. Avaliacdo dos niveis da proteina PCNA por imunohistoguimica

Empregando a técnica de imunohistoquimica foi feita a avaliacdo dos niveis da
proteina PCNA nos animais selvagem, nocaute para o receptor B;, nocaute para o
receptor B, e duplo nocaute apés a aplicagdo crénica de TPA. Os animais nocaute para o
receptor B; e nocaute para o receptor B, apresentaram significativa marcacao para
PCNA, coloracédo visualizada em marrom, indicando aumento da proliferacdo celular
nestes animais, sendo que este aumento foi significativo nos animais nocaute para o
receptor B, (22 + 10%). Entretanto, os animais duplo nocaute apresentaram reducao
significativa da marcacao para a proteina PCNA (38 + 8%), quando comparado com 0s
animais selvagem e 0s animais nocaute para apenas um dos receptores das cininas,
confirmando os resultados anteriores que ja demonstravam reducdo da proliferacédo

celular nos animais duplo nocaute. Além disso, para todos 0s animais a marcacao para
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PCNA foi mais especifica para a camada basal da epiderme, onde estédo localizadas as

células proliferativas da pele (Figura 23 e Figura 24).

Controle Isotjpico

Figura 23 - Avaliacdo dos niveis da proteina PCNA p or Imunohistoquimica apods
aplicacdo crbnica de TPA. Marcacdo de PCNA nos animais selvagem (+/+), nocaute
para o receptor B; (B1"), nocaute para o receptor B, (B, e duplo nocaute (B;B,") apés o
estimulo crénico com TPA. Fotos representativas de 3-5 cortes transversais das orelhas
dos animais coradas com o cromdgeno diaminobenzidina e contra-coradas com
hematoxilina-eosina (aumento de 200x) coletadas apds a aplicacdo multipla de TPA.
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Figura 24 - Quantificagdo da marcacdo da proteina P CNA por Imunohistoquimica.
(A) Fotos representativas de 3-5 cortes transversais das orelhas dos animais selvagem
(+/+), nocaute para o receptor B; (B1"), nocaute para o receptor B, (B,") e duplo nocaute
(B1B,™) coradas com o cromégeno diaminobenzidina e n&o contra-coradas com
hematoxilina (aumento de 400x) coletadas apdés a aplicagdo mdultipla de TPA. (B)
Quantificacdo da marcacdo de PCNA em pixels. Cada coluna representa a média *
E.P.M. da quantificacdo de 5 diferentes areas (40x) de cada 3-5 cortes histologicos
distintos de cada amostra de orelha coletada de 2-4 animais por grupo. Os asteriscos
demonstram o nivel de significAncia quando comparado com o grupo selvagem (+/+).
Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01 e ***P<0,001.

4.1.7. Avaliacdo dos antagonistas SSR 240612 e FR 173657 no edema de orelha induzido
pela aplicacdo multipla de TPA

A Figura 25 demonstra que apds o estabelecimento do processo inflamatério

cronico por aplicacéo repetida de TPA, o tratamento crbnico com os antagonistas SSR

53



240612 (antagonista ndo-peptidico B;), FR 173657 (antagonista ndo-peptidico B,) e a
associagao dos antagonistas foram capazes de promover a inibicdo do edema de forma
significativa (painel A). A determinacdo do peso das orelhas ao final do tratamento crénico
(Figura 25B) confirma o resultado obtido no painel A e mais claramente demonstra que
ocorreu a inibicdo do edema de forma significativa com inibi¢cao calculada de 14 + 5%, 23
+ 4% e 22 + 6% para o0 SSR 240612, FR 173657 e SSR + FR; respectivamente. A
determinacao do peso, neste modelo cronico de inflamacéo, € uma medida mais precisa
do que a determinacdo do edema realizada com o auxilio do micrébmetro devido a
hiperproliferacdo celular intensa que ocorre com a aplicacdo cronica de TPA, o que
dificulta a realizacdo da medida do edema. As fotos das orelhas dos animais ao final do
tratamento confirmam os resultados obtidos e ilustram claramente a reducdo do edema
observada com o tratamento com os antagonistas ndo-peptidicos (Figura 26). Além disso,
as amostras de tecido das orelhas dos animais foram retiradas para analise histoldgica
(Figura 27). As andlises histolégicas das amostras coletadas no nono dia apos o estimulo
com o TPA confirmam os resultados mostrados nas figuras anteriores, correspondentes
aos resultados obtidos com os antagonistas nao-peptidicos no edema de orelha e as fotos
representativas das orelhas ao final do tratamento. Os animais controle apresentaram
pronunciada acantose (hiperplasia epidermal) e os animais tratados com os antagonistas
SSR 240612, FR 173657 e a associacdo dos antagonistas apresentaram reducdo
significativa da hiperplasia epidermal. Posteriormente foi realizada a medida da espessura
total da pele e a medida da espessura da epiderme na analise histolégica que confirmam
os resultados anteriores (Figura 28). As medidas foram realizadas conforme a escala em
micrémetro padronizada no microscépio no qual foram feitas as fotos das laminas em
aumento de 100x e 200x. Portanto, os animais tratados com o SSR 240612, FR 173657 e
a associacao dos antagonistas apresentaram reducao significativa da espessura total da
pele com inibicdo de 40 + 3%, 47 £ 2% e 57 + 2%, re spectivamente. Da mesma forma, 0s
antagonistas SSR 240612, FR 173657 e a associa¢do dos antagonistas também foram
capazes de inibir a medida da espessura da epiderme com inibicdo de 32 + 2%, 30 + 9%
e 38 * 4%, respectivamente. Além disso, a infiltracdo de neutréfilos e leucocitos
mononucleares é caracteristica nesse modelo, assim a avaliagdo da atividade da MPO e
da NAG é uma medida indireta da infiltracdo destes tipos celulares, respectivamente. A

Figura 29 (A e B) demonstra que o0s antagonistas ndo-peptidicos ndo foram capazes de
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inibir a atividade da MPO e da NAG. Além disso, a quantificacdo do influxo de leucocitos
na analise histolégica confirma que os antagonistas ndo foram capazes de promover

alteracao da migracao celular (Figura 30).
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Figura 25 - Efeito dos antagonistas nao-peptidicos no edema de orelha induzido
pela aplicacdo mdultipla de TPA. O processo inflamatorio crénico foi induzido com a
aplicacdo topica de TPA (2,0 upg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. O SSR
240612 (antagonista do receptor B;), FR 173657 (antagonista do receptor B,) e a
associacao dos antagonistas (SSR + FR) foram aplicados topicamente (0,1 mg/orelha)
durante 4 dias (2 vezes ao dia) apds o quinto dia do inicio da aplicacdo de TPA. Avaliacédo
do edema de orelha (A) e os respectivos pesos das orelhas (B) apds o estimulo crénico
com TPA (2,0 pg/orelha). Cada ponto e cada coluna representam a média + E.P.M. de 2-4
animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando comparado com o
grupo controle (C). Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05, **P<0,01 e
***P<(0,001.
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Veiculo Controle + TPA

Figura 26 - Fotos representativas das orelhas dos a  nimais apds o tratamento com
0s antagonistas nao-peptidicos no edema de orelha i nduzido pela aplicacao
multipla de TPA. Efeito do SSR 240612 (antagonista do receptor B;), FR 173657
(antagonista do receptor B,) e a associagdo dos antagonistas (SSR + FR) ap0s aplicacéo
de TPA (9 dias; 2,0 pg/orelha).
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(A) Veiculo (B) Controle + TPA

\D"..“,::.H L

E) SSR + FR + TPA

Figura 27 - Avaliacdo histolégica do efeito dos ant  agonistas ndo-peptidicos no
modelo do TPA crénico. Fotos representativas de 3-5 cortes transversais de orelhas de
camundongos swiss coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 100x com seu
correspondente aumento em 200x; escala de 200 yum e 100 pm, respectivamente) apds o
estimulo crénico (9 dias) com TPA (2,0 pg/orelha). (A) veiculo, (B) controle (animal
tratado com TPA, (C) SSR 240612 (0,1 mg/orelha) (D) FR 173657 (0,1 mg/orelha), (E)
SSR 240612 (0,1 mg/orelha) plus FR 173657 (0,1 mg/orelha).
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Figura 28 - Efeito dos antagonistas ndo-peptidicos na determinacdo da espessura
da pele. (A) medida da espessura total da pele e (B) medida da espessura epiderme
(hiperplasia epidermal) apés o estimulo crénico com TPA. O veiculo (V), SSR 240612
(SSR), FR 173657 (FR) e a associacdo dos antagonistas (SSR + FR) foram aplicados
topicamente (0,1 mg/orelha). Cada coluna representa a média + E.P.M. da analise de 6
campos de cada 2-3 cortes histologicos distintos para cada amostra de orelha coletada de
2-4 animais por grupo (aumento de 100x para medida da espessura total da pele e
aumento de 200x para medida da espessura da epiderme). Os asteriscos demonstram o
nivel de significAncia quando comparado com o grupo controle (C). Difere
significativamente do grupo controle, ***P<0,001.
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Figura 29 - Efeito dos antagonistas néo-peptidicos
e da NAG. O SSR 240612 (antagonista do receptor B;), FR 173657 (antagonista do
receptor By), a associacado dos antagonistas (SSR + FR) e o veiculo (V) foram aplicados
topicamente (0,1 mg/orelha) durante 4 dias (2 vezes ao dia) apds o quinto dia do inicio da
aplicacdo de TPA. No ultimo dia de tratamento amostras das orelhas foram coletadas
para avaliagdo da atividade da MPO (A) e da NAG (B). Cada coluna representa a média *

E.P.M. de 2-4 animais.
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Figura 30 - Efeito dos antagonistas néo-peptidicos na quantificacdo de leucdcitos
apos a aplicacdo cronica de TPA. O SSR 240612 (antagonista do receptor B;), FR
173657 (antagonista do receptor B,) e a associagao dos antagonistas (SSR + FR) foram
aplicados topicamente (0,1 mg/orelha) e amostras da orelhas foram coletadas para
avaliacdo histologica. A quantificacdo de neutréfilos foi realizada para cada corte
histolégico com aumento de 200x. Cada coluna representa a média + E.P.M. da
quantificacdo de 2-3 campos (0,014 mm?) de cada 2-3 cortes histolégicos distintos para
cada amostra de orelha coletada de 2-4 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

As cininas tém participacdo em multiplos processos como no controle da pressao
sanguinea, contracdo e relaxamento do musculo liso, respostas inflamatorias, inducéo da
nocicepcado e hiperalgesia. Acredita-se que as cininas também estdo envolvidas em
muitos estados patolégicos como a asma, alergia, artrite reumatoide, choque endotoxico e
pancreatite (CALIXTO et al., 2000). No entanto, muito pouco € conhecido quanto ao
envolvimento das cininas em doencas da pele. Assim, o presente estudo procurou avaliar
a participacao das cininas em diferentes modelos de inflamacéo cutanea.

Uma das metodologias utilizada foi a indugcdo de edema na orelha de
camundongos causada pela aplicacdo topica de capsaicina. A capsaicina € a substancia
ativa responsavel pelos efeitos irritantes e pungentes das pimentas. Quando aplicada
topicamente é capaz de ativar o receptor TRPV1 (receptor vanildide tipo 1), induzindo
resposta inflamatéria neurogénica imediata, caracterizada por forte extravasamento
plasmatico e consequente formacdo de edema. Os estudos demonstram que o
mecanismo pelo qual a capsaicina produz edema € diferente dos outros modelos de
inflamagéo cutanea. Portanto, na pele a capsaicina promove ativagdo de nervos
sensoriais, liberando neuropeptideos como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), substancia P, neurocinina A e peptideo vasoativo intestinal (VIP), os quais
induzem a formacdo de edema. Além disso, 0s neuropeptideos apresentam papel
importante na liberacdo de histamina e serotonina que sdo mediadores secundarios no
aumento da permeabilidade vascular (GABOR e RAZGA, 1992; SANCHEZ e MORENO,
1999; GABOR, 2000; SHOLZEN et al., 2003). O processo inflamatério denominado de
inflamac&o neurogénica se desenvolve como resultado da ativagcdo de nervos sensoriais
gue secretam neuropeptideos em varios tecidos, incluindo a pele. Neuropeptideos
secretados na pele ndo sado somente neurotransmissores da dor e do prurido, mas
também apresentam um papel como mediadores inflamatérios e do sistema imune
(ZEGARSKA, 2006).

As cininas parecem estar diretamente envolvidas nos eventos da inflamacao
neurogénica pela ativagdo das fibras-C e consequentemente, liberacdo de
neuropeptideos como a substancia P e CGRP. Também foi demonstrado que parte das
acOes das cininas pode resultar de interacdes n&o-receptor, as quais parecem estar

associadas com sua habilidade da liberacao direta da histamina e 5-hidroxitriptamina dos

61



mastécitos (CALIXTO et al.,, 2000). Outro mecanismo pelo qual a BK participa na
inflamac@o neurogénica € por meio da estimulacdo dos receptores B; e B, acoplados a
proteina G, ocasionando a ativacdo da PKC que por sua vez fosforila o receptor TRPV1, o
que aumenta a probabilidade de abertura do canal (STANDER et al., 2004; PLANELLS-
CASES et al., 2005). A clonagem do receptor TRPV1 contribuiu para o entendimento do
mecanismo molecular envolvido na inflamac&o neurogénica. O receptor TRPV1 tem um
papel essencial que contribui para a integracdo de varios estimulos e modula a
excitabilidade do nociceptor, sendo essencial na transducdo da dor. A importante
contribuicdo do receptor TRPV1 no inicio e na manutencdo da inflamacdo neurogénica
tem validado o seu papel como alvo terapéutico principalmente no tratamento da dor
(PLANELLS-CASES et al., 2005). Além disso, ja foi demonstrado que os queratinécitos
expressam o receptor TRPV1 e ativacdo destes receptores resulta na producao de
mediadores pro-inflamatorios na epiderme. O receptor TRPV1, expresso em cultura de
gueratinécitos, pode ser ativado pela capsaicina levando a um influxo de célcio para o
interior destas células (DENDA et al., 2001; INOUE et al., 2002; SOUTHALL et al., 2003).
Portanto, a ativacdo do receptor TRPV1 epidermal e a subsequente elevacdo de célcio
intracelular sdo muito importante para que ocorra a producdo de mediadores proé-
inflamatorios nos queratinocitos (SOUTHALL et al., 2003).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que as cininas parecem
participar da inflamacdo neurogénica cutanea mediada pela capsaicina através dos dois
receptores, B; e B,. Isto se deve ao fato que os dois antagonistas seletivos testados por
via i.p., des-Arg®-[Leu®]-BK e Hoe 140 foram capazes de inibir significativamente e de
modo dependente da dose o edema gerado pela aplicagdo tdpica de capsaicina.
Resultado semelhante foi observado com outro antagonista peptidico dos receptores B; 0
R-715, quando este foi administrado pela via i.p. Na comparacdo entre os dois
antagonistas do receptor Bi, des-Arg’-[Leu®]-BK e R-715, é possivel observar uma
diferenca substancial quanto a poténcia, provavelmente porque em roedores a des-Arg®-
[Leu®]-BK pode agir como agonista parcial (CAMPOS et al., 2006). Outro fato que pode
contribuir para esta diferenca € que o R-715 é mais resistente a degradacao enzimatica
quando comparado com a des-Arg®-[Leu®]-BK (GOBEIL et al., 1999). Vianna et al. (2003)
mostraram que a migracéo pleural de mononucleares e neutréfilos induzida pela des-Arg®-

BK em ratos diabéticos por estreptozotocina, € significativamente reduzida pelo

62



tratamento com R-715. Também foi demonstrado que o R-715 é capaz de inibir o acimulo
de neutrdfilos no modelo de pleurisia induzido pela carragenina (COSTA et al., 2006).

Mantione e Rodriguez (1990) ja mostraram que o NPC 567 (antagonista nao
seletivo dos receptores B; e B,) e 0 antagonista especifico do receptor B;, des-Arg®-
[Leu®]-BK, quando aplicados topicamente, foram efetivos em inibir o edema de orelha
induzido pela capsaicina. Entretanto, quando o R-715 foi aplicado topicamente o
antagonista falhou em inibir o edema. Apesar da divergéncia com o estudo anterior, 0
resultado obtido sugere que os antagonistas peptidicos ndo sdo capazes de atravessar a
barreira cutdnea devido a sua estrutura molecular. Assim sendo, o desenvolvimento de
agonistas e antagonistas nao-peptidicos oferecem uma grande oportunidade para a
geracdo de novos medicamentos porque geralmente os que sdo peptidicos apresentam
pobre biodisponibilidade quando administrados por via oral ou sistémica (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005).

Com base no resultado anterior, usando 0s antagonistas peptidicos classicos dos
receptores das cininas e 0 R-715 administrados por via intraperitoneal, pode-se sugerir
gue os dois receptores para as cininas estdo presentes na pele e participam de maneira
importante na resposta da inflamac&do neurogénica local. A importancia desses dados €
que sugerem uma nova aplicagdo para 0s antagonistas das cininas na clinica
dermatoldgica. No tratamento de doencas da pele, as drogas usadas por via sistémica
causam muitos efeitos colaterais dificultando a adesdo dos pacientes ao tratamento.
Nesse sentido, a via topica é uma alternativa muito eficaz para a terapéutica de doencas
cutaneas. Apesar do resultado de Mantione e Rodrigues (1990), os antagonistas
peptidicos apresentam dificuldade de absorcéo pela pele devido ao alto peso molecular
apresentado por essas moléculas, dificultando seu uso topico. Assim, a etapa seguinte foi
estudar, no mesmo modelo, antagonistas ndo-peptidicos SSR 240612 e o FR 173657 por
via topica. Nessas condi¢fes, os dois antagonistas foram significativamente eficazes em
inibir o edema induzido pela capsaicina, semelhante aos resultados observados com os
antagonistas classicos por via sistémica. Entretanto, quando os antagonistas nao-
peptidicos foram co-administrados ndo houve efeito aditivo na inibicdo do edema induzido
pela capsaicina (52% de inibicdo). Os resultados obtidos com o0s antagonistas né&o-
peptidicos confirmam que os dois receptores das cininas estdo presentes localmente e

participam da resposta inflamatéria neurogénica induzida pela capsaicina. Além disso,
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estes dados sdo bastante relevantes porque este € o primeiro estudo a demonstrar o
efeito desses novos antagonistas nao-peptidicos aplicados topicamente em um processo
inflamatorio da pele.

Gougat et al. (2004) demonstraram que o0 SSR 240612 apresenta alta afinidade
pelo subtipo do receptor B; da BK em humanos, coelhos e ratos, através de experimentos
de ligacdo especifica. Os mesmos autores mostraram também que o SSR 240612 (0,3 -
30 mg/kg; v.0.) inibiu de forma significativa e dependente da dose o edema de pata
induzido pela capsaicina. Costa et al. (2006) evidenciaram que o SSR 240612 apresenta
propriedades antiinflamatérias sistémicas quando analisado no modelo de pleurisia
induzido por carragenina em camundongos. Além disso, também foi capaz de reduzir a
migracao celular quando administrado por via oral (COSTA et al., 2006). Também foi
verificado que o SSR 240612 apresenta atividade anti-hiperalgésica e antiinflamatoria
guando administrado em ratos e camundongos por via oral e atualmente encontra-se na
fase pré-clinica de estudo como antiinflamatério e para o tratamento da dor neurogénica
(BOCK et al., 2003; LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

Estudos demonstram que o antagonista nao-peptidico do receptor B,, FR 173657,
apresenta alta seletividade e afinidade pelo receptor B,. Além disso, este antagonista foi
um dos primeiros a apresentar atividade por via oral em modelos de broncoconstricdo em
cobaias e varios modelos de edema, inflamacdo e dor (ASANO et al., 1999; LEEB-
LUNDBERG et al.,, 2005). Assim, o FR 173657 tem se mostrado uma importante
ferramenta para investigar a fisiologia e patofisiologia da BK (LEEB-LUNBERG et al.,
2005).

Para complementar os resultados obtidos com os antagonistas e para melhor
compreensao do papel das cininas nos processos inflamatorios da pele, foram utilizados
animais nocaute para 0s receptores, como mais uma ferramenta experimental. No
entanto, a dele¢céo do receptor B; e a do receptor B, ndo foi capaz de alterar o edema de
orelha induzido pela capsaicina. O resultado pode ser explicado por uma possivel atuacéo
dos dois receptores em conjunto nos processos inflamatorios cutdneos neurogénicos, ou
talvez uma possivel compensacédo de um receptor na auséncia do outro receptor. Ja foi
demonstrado que 0s animais nocaute para o receptor B, apresentam aumento da
expressao do receptor B; (MADEDDU et al., 1997; DUKA et al., 2001; CAYLA et al., 2007)

e esta compensacao verificada pode explicar a auséncia de alteracdo na resposta
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edematogéncia da capsaicina nos animais com dele¢cdo de um Unico receptor B; ou B..
Para tentar esclarecer melhor este resultado, foi feito o tratamento com o Hoe 140
(antagonista do receptor B,) no animal nocaute para o receptor By e com o R-715
(antagonista do receptor B1) no animal nocaute para o receptor B,, e em ambos 0s casos
0s animais apresentaram reducéo significativa do edema induzido pela capsaicina. Esses
resultados confirmam que, quando o animal ndo tem o receptor B;, a presenca Unica do
receptor B, € suficiente para manutencdo da resposta neurogénica via ativacdo do
TRPV1. O contrario também é verdadeiro, ou seja, quando o animal é nocaute para o
receptor B,, o receptor B; deve estar constitutivamente presente e funcionante, de modo a
compensar a auséncia do B,. Ja quando foi administrado o R-715 (antagonista do
receptor B;) nos animais nocaute para o receptor B; e o Hoe 140 (antagonista do receptor
B,) nos animais nocaute para o receptor B,, ndo houve modificacdo na resposta da
capsaicina. Esses dados confirmam que ambos 0s receptores estdo ausentes nos
animais nocaute e que ndo ha atuacdo inespecifica dos antagonistas. Contudo, em
contrario aos dados com os animais nocaute para um subtipo de receptor, os animais
duplo nocaute apresentaram reducdo do edema induzido pela capsaicina. Esses
resultados sugerem uma acdo seletiva de cada antagonista peptidico e confirmam a
existéncia do balanco fisioldgico entre os receptores das cininas e sua participa¢cdo nas
respostas inflamatorias da pele.

Até o momento os resultados mostram que as cininas participam na inflamacéao
neurogénica mediada pela capsaicina por meio de ambos o0s receptores B; e B, presentes
na pele. Como relatado anteriormente, a ativacado do receptor TRPV1 nos queratindcitos
induz a elevacdo de célcio intracelular o que resulta na producdo de mediadores proé-
inflamatoérios (SOUTHALL et al., 2003). Portanto, é possivel que as cininas possam ser
produzidas e liberadas pelos queratinécitos de uma maneira calcio-dependente em
resposta a ativagdo do receptor TRPV1 pela capsaicina. Como uma possivel hipotese, as
cininas poderiam ser produzidas e liberadas dos queratinécitos como uma resposta
secundaria a ativacdo do TRPV1 pela capsaicina. Em uma etapa subsequente, as cininas
formadas poderiam atuar nos neurdnios sensoriais da pele, ocasionando a liberacdo de
neuropeptideos e assim contribuiriam para o aumento da inflamacdo neurogénica.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para determinar como as cininas sao formadas

em resposta a capsaicina.
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Outro resultado importante encontrado no modelo da capsaicina foi a atividade
topica significativa apresentada pelos antagonistas nao-peptidicos neste modelo. Este
resultado pode ser clinicamente relevante uma vez que uma ampla variedade de doencas
inflamatorias inclui um componente neurogénico como a dermatite, a psoriase e a
alopecia aerata (PLANELLS-CASES et al., 2005; PETERS et al., 2006).

Outro modelo utilizado para avaliar o papel das cininas foi o modelo do edema
induzido pelo acido araquidénico (AA). O edema induzido pelo AA, sendo este o precursor
dos eicosandides, resulta na rapida producao (pico de concentracdo em 15 min) de PGE,
e LTC4/D,. Estes mediadores sao capazes de promover vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular e podem atuar sinergicamente na producdo do edema. Além
disso, compostos com capacidade de inibir a lipoxigenase sdo geralmente mais efetivos
contra o edema induzido pelo AA, enquanto compostos que inibem a ciclooxigenase sao
mais efetivos contra o edema induzido pelo TPA. Muito pouco de LTB, esta presente nas
orelhas tratadas com AA, ao contrario da aplicacdo com o TPA. O LTB,; promove
inflamacé&o por inducdo do acumulo de leucécitos, ativacdo dos leucdcitos e modulacéo
da dor. Os neutrdéfilos migram para a derme da orelha em 30 min ap0s a administracao de
AA com pico maximo em 1 h, quando o edema é maximo (CARLSON et al, 1985).

Os dois antagonistas testados sistemicamente, Hoe 140 e o R-715, s6 foram
capazes de inibir o edema induzido pelo AA quando utilizados em associagdo. Ja os
antagonistas nao-peptidicos aplicados topicamente reduziram significativamente o edema
do AA quando em tratamento separado ou quando co-administrados. Assim, neste
modelo de inflamagé&o de pele, os dois receptores das cininas parecem ter pequena, mas
significativa participacdo. No entanto, a inibicdo observada com a co-aplicacdo novamente
nao sugere efeito somatdrio ou sinérgico dos antagonistas, resultado similar ao obtido no
modelo da capsaicina. Os animais nocaute vieram novamente a confirmar esta concluséao,
uma vez que somente os animais duplo nocaute (BiB,”) apresentaram reducdo na
formacdo do edema de orelha em resposta a aplicacdo topica do AA. Como relatado
anteriormente, é postulado que diversos estimulos desencadeiam uma resposta
inflamatoria cutanea por induzirem diretamente os queratindcitos da epiderme a elaborar
especificos mediadores pré-inflamatérios como a BK. Portanto, o modelo inflamatorio do
AA pode estar induzindo a liberacdo de BK dos queratindcitos, contribuindo para esta
resposta edematogénica. Carlson et al. (1985) relata que os metabdlitos do AA sao
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provavelmente produzidos pela populacéo de células residentes como os queratindcitos e
células endoteliais vasculares. Além disso, os neutréfilos migram para a derme da orelha
apos a administracdo de AA e os neutroéfilos contém o sistema completo para a sintese e
liberacdo de cininas bioativas (CARLSON, 1985; BOCKMANN e PAEGELOW, 2000). Nas
células inflamatdrias das doencas de pele, os neutrdéfilos atraidos por citocinas séo fonte
de cininogénio (SCHREMMER-DANNINGER et al., 2004). Portanto, € possivel que o
estimulo inflamatério ocasione a liberacdo de cininas dos neutréfilos que migram para a
derme, controlando a permeabilidade vascular (BOCKMANN e PAEGELOW, 2000). Além
disso, com estes resultados podemos complementar que a a¢ao das cininas (aumentando
a permeabilidade vascular) deve ser pela ativacdo dos dois receptores cininérgicos
presentes, B; e B,. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o
mecanismo pelo qual as cininas participam no modelo do AA.

Dando continuidade a avaliacdo do sistema das cininas na pele, outro modelo de
inflamacgéo utilizado foi a inducdo do edema pela aplicagéo de 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA). Um dos constituintes ativos do 6leo de créton € o TPA. Os ésteres de
forbol, como o TPA, induzem inflamacdo cutanea e respostas hiperproliferativas nos
animais. O TPA ativa diversas isoformas da PKC, que por sua vez ativam outros grupos
de enzimas como as fosfolipases e proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK). A
ativacdo das MAPK por sua vez, induz a ativacéo de fatores de transcricdo nuclear como
o NF-kB e o AP-1, os quais regulam a producéo de diversas substancias pro-inflamatorias
(SANCHEZ e MORENO, 1999; SHOLZEN et al., 2003). Todavia, 0 mecanismo pelo qual o
TPA causa inflamacé&o ainda ndo esta completamente claro, mas parece também estar
relacionado em parte com a liberagdo de eicosanoides. Inibidores da biossintese de
leucotrienos e prostaglandinas tém se mostrados ativos neste modelo. J& € bem
estabelecido que o TPA estimula a fosfolipase A,, resultando na liberacdo de AA e
consequentemente a producao de prostaglandinas e leucotrienos (principalmente LTB,)
(GABOR, 2000).

Todos os antagonistas cininérgicos testados, tanto bloqueadores dos receptores
B, (des-Arg®-[Leu®]-BK e SSR 240612) quanto dos receptores B, (Hoe 140 e FR 173657),
administrados por via intraperitoneal (peptidicos) ou tépica (néo-peptidicos) falharam em
inibir o edema de orelha induzido pela aplicacdo tdpica do TPA. A realizagdo do mesmo

modelo experimental usando 0s animais nocaute para 0S receptores das cininas
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confirmou o fato de nenhum dos dois receptores estarem envolvidos nesta resposta
inflamatoéria cutdnea. Sendo assim, esses resultados demonstram que as cininas nao
estdo criticamente envolvidas na inducdo do edema no modelo de inflamacéo cutanea
aguda induzida pelo éster de forbol. Embora alguns estudos tenham sugerido a
participacdo dos neuropeptideos (substancia P, CGRP e somatostatina) na resposta
inflamatoria induzida pelo 6leo de croton (LAHANN, 1986; GUTWALD et al., 1991),
estudos mais recentes tem apresentado resultados opostos (SCHOLZEN et al., 2001,
2003). Usando animais nocaute para a endopeptidase neutra e para a enzima conversora
de angiotensina, os autores descrevem uma auséncia de neuropeptideos no modelo
induzido pelo 6leo de créton, mas ndo nas respostas alérgicas da pele. Estes Ultimos
estudos podem explicar a auséncia da participacao dos receptores das cininas no modelo
do TPA, devido as cininas estarem relacionadas com as respostas neurogénicas (como
verificado neste estudo). Curiosamente, 0s animais nocaute para o receptor Bi, para o
receptor B, e duplo nocaute apresentaram reducédo do influxo de neutréfilos para a derme
induzido pelo TPA, sendo esta reducdo mais significativa nos animais com delecao do
receptor B,. Bockmann e Paegelow (2000) relatam que comparado com outros fatores
quimiotéticos a BK induz somente moderada migracdo dos neutrofilos periféricos. Os
autores ainda comentam que a migracao pode ser inibida pelo Hoe 140, sugerindo que a
quimiotaxia induzida pela BK é mediada pelo receptor B,. Em doencas inflamatorias
cutaneas a promoc¢ao da diminuicdo da migracdo é um efeito interessante porque o
acumulo de neutrofilos no tecido é critico. Além disso, o acumulo de leucdcitos induzido
pela aplicacdo de TPA é necessario para a progressdo da reacdo inflamatoria, assim
como para 0 aumento da expressao da enzima ciclooxigenase-2 (OTUKI et al., 2005).
Entretanto, no modelo de inflamacgédo cutanea crénica utilizando o mesmo agente
irritante (aplicacdo multipla de TPA), os animais selvagem, nocaute para o receptor By,
nocaute para o receptor B, e duplo nocaute foi observada alteracdo significativa na
resposta inflamatoria da pele. Esse modelo de inflamacdo crbnica cutanea é mais
importante para avaliar compostos antiinflamatorios do que o modelo agudo, isso porque
0s compostos sao aplicados apds o estabelecimento da lesdo inflamatéria. A aplicacéo
multipla de TPA na orelha dos animais induz respostas inflamatérias prolongadas,
hiperplasia epidermal e infiltracdo de neutréfilos (GABOR, 2000). Comparando o edema

nos animais selvagem ocasionado pelo estimulo crénico, 0s animais nocaute para o
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receptor B, apresentaram aumento mais acentuado na espessura da orelha. E
interessante destacar que a medida do edema de orelha foi interrompida no quinto dia
para os animais nocaute para o receptor B, devido a hiperpoliferacdo intensa apresentada
por estes animais, o que dificultou a medida do edema com o auxilio do micrométro.
Entretanto, a determinacdo do peso das orelhas ao final do estimulo crénico serviu como
uma medida a confirmar os resultados do edema, ou seja, mostrando o0 aumento
significativo do edema nos animais nocaute para o receptor B,, bem como a auséncia de
efeito nos animais duplo nocaute e nocaute para B;. Esses resultados sdo um forte
indicativo que na resposta crénica do TPA, o sistema das cininas provavelmente esta
participando no processo de proliferacdo celular epidérmica. Este fato pode ser
visualizado nas fotos pela aparéncia das orelhas estimuladas cronicamente, comparando-
se 0s animais nocaute e selvagem.

Assim, o préximo passo foi avaliar a hiperproliferagdo celular ocasionada pela
aplicacdo de TPA através de avaliacdo histoldgica. Esta analise mostrou que ocorreu
aumento da hiperplasia epidermal gerada pelo éster de forbol crénico nos animais
selvagem e nocaute para os receptores das cininas. Entretanto, os animais nocaute tanto
para o receptor B, quanto para o receptor B; apresentaram hiperplasia epidermal mais
intensa com projecdo da epiderme em direcdo a derme, processo denominado de
acantose, indicando aumento maior na proliferagdo celular nestes animais quando
comparado com os animais controle (selvagem). Curiosamente, os animais duplo nocaute
apresentaram hiperplasia epidermal menor, com reducdo na formacdo de acantoses,
guando comparado com todos 0s outros grupos, indicando possivelmente menor
proliferacao celular com a dele¢cdo de ambos 0s receptores das cininas.

A hiperplasia epidermal € uma caracteristica marcante da psoriase, a qual € uma
das mais comuns doencas de pele humana. Histologicamente, a psoriase tem aparéncia
definida, com intenso espessamento da epiderme devido ao aumento de proliferacdo dos
gueratinécitos na epiderme interfolicular e a estrutura da epiderme torna-se muito
elongada com ondulacfes, formando longas projecfes para dentro da derme (acantose).
A diferenciacdo dos queratindcitos na psoriase é extensivamente alterada, apresentando
programacao alternativa de diferenciacdo celular, a qual esta transitoriamente expressa
durante o processo de cicatrizacdo. As placas psoriaticas apresentam escamas ha

superficie, que sao ocasionadas pela diferenciacdo terminal aberrante dos queratinécitos.
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A camada granular da epiderme, onde comeca a diferenciagdo terminal, € grandemente
reduzida ou esta ausente nas lesdes psoriaticas. Consequentemente, o estrato cérneo na
pele psoriatica é formado de queratindcitos que nao estdo completamente diferenciados e
gue erroneamente apresentam células nucleadas (paraqueratose). Outra caracteristica
histologica da psoriase inclui a presenca de neutrofilos em pequenos focos dentro do
estrato cérneo e significativa infiltracdo de mononucleares na epiderme (LOWES et al.,
2007). Portanto, a psoriase € uma desordem caracterizada por inflamacao crénica
acompanhada por alteracdes na proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos, assim
como respostas teciduais inflamatérias e angiogénicas que incluem vasto influxo de
células T, macréfagos e células dendriticas. Estas respostas geram ativacdo acentuada
de citocinas que complementam o infiltrado celular, que em conjunto gera ativacado de
mediadores sollveis e constituintes celulares que levam ao surgimento das grossas
placas escamosas na pele, caracteristica da psoriase (NICKOLOFF et al., 2006).

O TPA, agente flogistico utilizado em multipla aplicacdo nesse estudo, induz
inflamacé&o na pele e respostas hiperproliferativas nos animais, 0 que em muitos aspectos
se assemelha com as doencas de pele como a psoriase (GABOR, 2000). Os resultados
das analises histologicas confrmam a presenca das respostas hiperproliferativas e
demonstram que nos animais nocaute para apenas um dos receptores das cininas ocorre
aumento da proliferacdo celular e nos animais nocaute para ambos 0s receptores ocorre
diminuicdo da proliferacdo. Com a finalidade de confirmar a participacdo das cininas no
processo de proliferacdo dos queratindcitos epidermais foram avaliados os niveis de
expressdo da proteina PCNA. A sintese e expressdao do PCNA estdo relacionadas ao
estado proliferativo das células e a expresséo dessa proteina aumenta durante a fase Gy,
com pico na fase S e declinio durante a fase G,/M do ciclo celular (GAMBICHLER et al,
2008). Os resultados mostram que houve aumento na expressdao do PCNA quando sao
comparados 0s animais nocaute para o receptor B, com 0s animais selvagem. Porém, os
animais duplo nocaute (B:B,”) apresentaram reducdo significativa nos niveis de
expressdo do PCNA, indicando que a auséncia dos dois receptores para as cininas €
capaz de interferir negativamente com a resposta de hiperproliferacdo de queratindcitos
da epiderme. Este resultado foi confirmado pelas duas técnicas empregadas: western blot
e imunohistoquimica. Além disso, na avaliagdo por imunohistoquimica o resultado

demonstra claramente que as caracteristicas histolégicas, hiperplasia epidermal e
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acantose, sao similares as encontradas na psoriase e que a delecdo de ambos os
receptores ocasiona diminuicdo destes parametros.

Portanto, a presenca constitutiva dos receptores B; e B, na pele pode estar
contribuindo para a inducéo da proliferacdo celular nas doencas de pele, como a psoriase
que apresenta como caracteristica 0 aumento da proliferacéo celular. E postulado que
diversos estimulos desencadeiam uma resposta inflamatéria cutdnea por diretamente
induzir os queratinécitos da epiderme a elaborar mediadores especificos pro-inflamatoérios
como a BK. Nos queratinécitos a BK induz o turnover de fosfatidilinositol, formacéo de
diacilglicerol, fosforilagdo de tirosina e crescimento celular (SCHREMMER-DANNINGER
et al., 1995; TALWAR et al., 1990; WEISS e ATLAS, 1991; ROSENBACH et al., 1993).
Schremmer-Danninger et al. (1995) demonstraram que os receptores B, da BK estdo
presentes nos queratindcitos mitoticamente ativos da camada basal e que este dado
suporta a idéia de que a BK atua como agente mitogénico. Estes receptores podem
mediar os efeitos das cininas relacionados a proliferacdo dos queratindcitos apos as
condi¢cbes inflamatorias. Em um estudo posterior oS mesmos autores relatam que as
cininas exercem amplo espectro de efeitos fisiolégicos e também patofisiologicos
incluindo a proliferacdo celular (SCHREMMER-DANNINGER et al., 1999). Os mesmos
autores também demonstram que 0s receptores B; estdo constitutivamente expressos na
pele normal e que em bidpsias da pele psoriatica humana o cininogénio de baixo peso
molecular esta expresso, mas ndo o cininogénio de alto peso molecular. Continuando
esses trabalhos, Schremmer-Danninger et al. (2004) demonstraram a marcacao
especifica para as proteinas do receptor B, nos queratinécitos da camada basal da
epiderme e nos fibroblastos da derme na pele humana normal. De forma similar, o
presente trabalho demonstra, por meio da técnica de imunohistoquimica, uma marcacao
para a proteina PCNA mais intensa na camada basal da epiderme dos animais nocaute
para os receptores das cininas indicando que a proliferacdo celular nestes animais esta
mais relacionada com a camada basal da pele.

Varios autores sugerem que as cininas promovem a proliferacéo celular, como em
células germinativas e em cultura de queratinécitos da cornea de coelhos (CHENG, 2004;
ATANASSOVA, 2003; BHOOLA et al., 1992). No entanto, existem resultados que s&o
contraditorios e afirmam que as cininas ndo induzem a proliferacéo celular (JOHNSON et
al., 1992; JUNG et al., 1999; VIDAL et al., 2005; COUTANT e RYDER, 1996), inclusive

71



quanto ao efeito da BK especificamente sobre a proliferacdo de queratinécitos
(JOHNSON et al., 1992; TALWAR et al., 1990). Entretanto, todos os trabalhos citados
foram realizados “in vitro” utilizando linhagens de queratindcitos em cultura ou amostras
de pele obtidas de placas psoriaticas humanas. Portanto, os resultados encontrados
complementam os estudos anteriores através da utilizacdo de um modelo “in vivo”, na
tentativa de tentar esclarecer as a¢des das cininas na pele.

Plobete et al. (1991) demonstraram que na pele psoriatica humana verifica-se a
presenca de neutrofilos imunorreativos para calicreina tecidual na epiderme e nas
escamas psoriaticas. Além disso, os autores relatam que o cininogénio esta aumentado
na psoriase e que as cininas apresentam acao mitogénica estimulando a sintese de DNA
e a divisdo celular e que essa agao pode contribuir em alguma extensao para o turnover
acelerado das células da epiderme na psoriase. Os autores ainda comentam a
possibilidade das cininas contribuirem para a patogénese da psoriase e que antagonistas
das cininas aplicados topicamente podem apresentar valor terapéutico. Dessa forma, as
cininas devem estar participando na inducdo da hiperproliferacdo celular que ocorre na
psoriase e os resultados indicam que ambos os receptores, B; e B, estdo envolvidos no
processo de proliferacdo, sendo que a delecdo de apenas um receptor provavelmente
esta interferindo no balanco fisiolégico dos receptores das cininas no controle do
“turnover” celular e desencadeando aumento excessivo da proliferacdo como observado
nos animais nocaute para apenas um dos receptores. Entretanto, a delecdo dos dois
receptores ocasiona melhora do processo hipeproliferativo. Portanto, para confirmar se a
inibicdo dos receptores das cininas ocasiona melhora clinica das doencas proliferativas e
com o intuito de buscar novas estratégias terapéuticas para o tratamento destas doencas,
a proxima etapa foi avaliar os antagonistas nao-peptidicos SSR 240612 e FR 173657 no
modelo de inflamacédo crénica induzido pelo TPA. Como mostrado nos resultados todos
0s antagonistas nao-peptidicos avaliados inibiram de forma significativa o edema causado
pela aplicacdo crbnica de TPA, os resultados foram significativos tanto na medida do
edema com o auxilio do micrometro e na determinacdo do peso das orelhas ao final do
tratamento. A associacdo dos antagonistas (SSR + FR) ndo promoveu efeito aditivo na
inibicdo do edema indicando mais uma vez que 0s receptores das cininas podem estar
atuando em conjunto nas respostas proliferativas. A analise histolégica confirma este

efeito dos antagonistas nao-peptidicos promovendo reducédo do edema e da hiperplasia
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epidermal, sendo possivel visualizar estes efeitos macroscopicamente pelas fotos das
orelhas ao final do experimento. Ainda neste mesmo modelo, o tratamento com o0s
antagonistas nao-peptidicos néo foi capaz de alterar a quantidade de leucdcitos no tecido
ou a atividade das enzimas MPO e NAG, indicando, portanto que os antagonistas ndo sao
capazes de interferir na migracao celular neste modelo.

Portanto, o presente estudo apresenta resultados sobre a participacdo dos
receptores das cininas em diferentes processos inflamatérios por meio de diferentes
modelos de inflamac&o cutdanea em animais. Os resultados mostram que o sistema das
cininas estd presente na organizacdo da pele participando da resposta inflamatéria local
gerada por diferentes agentes flogisticos. Os receptores se mostraram envolvidos na
resposta edematogénia, na migracao de leucdcitos e na hiperproliferacdo da epiderme.
Alguns estudos anteriores relatam a participacdo das cininas nas doencas inflamatorias
cutaneas, entretanto o presente estudo mostrou uma nova possibilidade de aplicacéo
clinica dos antagonistas cininérgicos néo-peptidicos, SSR 240612 e FR 173657, os quais
mostraram ser muito seletivos e potentes “in vivo” quando utilizados pela via tépica. Estes
resultados criam uma nova alternativa para o tratamento local das doencas inflamatérias
cutaneas, principalmente as doengas que apresentam um componente neurogénico e/ou

processo hiperproliferativo.
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6 CONCLUSOES

v' O presente estudo mostrou que as cininas apresentam participacdo importante em

diferentes processos inflamatérios na pele.

v Os resultados obtidos demonstraram que as cininas estdo envolvidas na
inflamacdo neurogénica cutdnea mediada pela capsaicina e na resposta

inflamatoria gerada pelo acido araquidénico na pele.

v' Néo pode ser detectada a participacdo dos receptores das cininas no edema
induzido pela aplicacdo aguda de TPA, entretanto foi verificada uma diminui¢do na

migracao de leucdcitos nos animais com delecédo de um receptor ou de ambos.

v No modelo de inflamacéo crénica induzida pelo TPA os resultados demonstraram
que as cininas estdo envolvidas no processo de proliferacdo e na indugéo do
aumento da hiperplasia epidermal. Os animais duplo nocaute apresentaram
reducao significativa nos niveis de expressdo do PCNA indicando que a auséncia
dos dois receptores para as cininas € capaz de interferir negativamente com a

resposta de hiperproliferacéo de queratindcitos da epiderme.

v' Além disso, a delecdo de apenas um receptor provavelmente esta interferindo no
balanco fisiologico dos receptores das cininas no controle do turnover celular e
desencadeando um aumento excessivo da proliferacdo como observado nos

animais nocaute para apenas um dos receptores.

v Os antagonistas ndao-peptidicos, SSR 240612 e FR 173657, apresentaram
significativa atividade tOpica na resposta induzida pela capsaicina e na resposta
induzida pela aplicacdo multipla de TPA, tornando clinicamente relevante o uso
destes antagonistas como novas estratégias terapéuticas para o tratamento das

doencas inflamatorias cutaneas.
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