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1 Introducao

ApoOs a clivagem de cininogénios por proteases plasmaticas sdo formados peptideos ativos,
denominados cininas, sendo bradicinina (BK) e lisil-bradicinina, que participam da regula¢do
de processos inflamatorios e vasculares. A BK liga-se a dois subtipos de receptores situados
nas membranas celulares acoplados a proteina G e Gag/11: o B1, induzido, ou seja, tem sua
expressao aumentada em por citocinas e danos teciduais e o B2, constitutivo, ativado em
processos fisioloégicos (RANG et al., 2016). Além de causar aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo, a BK tem ag@o nociceptiva, atua na contracdo dos musculos lisos,
secrecao de muco e reflexo de tosse nas vias aéreas (BARNES, 1992; RANG et al., 2016).
Assim, pacientes asmaticos apresentaram altos niveis de BK em lavado broncoalveolar, por
isso, a BK ¢ utilizada para mimetizar o processo inflamatério em modelos experimentais de
asma (LANDGRAF; SIROIS; JANCAR, 2003).

2 Objetivos

Investigar as agdes da bradicinina nos processos inflamatorios cronicos das vias aéreas de
camundongos, que receberam lipopolissacarideo bacteriano (LPS) de Escherichia coli,
utilizando os antagonistas Des-Arg9-[Leu8]-BK e HOE-140 (icatibanto), dos receptores Bl e
B2 respectivamente, avaliando a migragdo celular através do lavado broncoalveolar (BAL).

3 Metodologia
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A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), protocolo n® 23205.001973/2017-11. Foram utilizados 30
camundongos machos da linhagem Balb/c, com peso entre 25 e 35 gramas e cerca de 2 meses
de idade, provenientes do Biotério Central da UFFS - Campus Realeza, criados em sistema
fechado de racks ventiladas, ciclo de luz claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 23°C +
2°C e umidade do ar entre 60-80%, alimentacdo e agua ad [libitum. Os animais foram
transportados ao laboratério de pesquisa 24 horas antes do inicio dos experimentos € o
alimento foi retirado 12 horas antes do inicio dos protocolos, mantendo-se dieta hidrica.

O protocolo experimental baseou-se na divisdo dos animais em cinco grupos (seis animais em
cada), conforme a seguir: 1) Controle negativo: animais submetidos a nebulizagdo de 5 mL de
solucao tampao fosfato salino (PBS), durante 3 minutos. 2) Controle bradicinina (BK):
animais que receberam, por nebulizacdo, 5 mL de BK (10 nMol/mL), durante 3 minutos. 3)
LPS + BK: animais tratados com LPS, na dose de 0,2 mL (20 pg), via intraperitoneal, 24
horas antes da nebulizagdo. Para a nebulizacao, estes receberam 5 mL de BK (10 nMol/mL),
durante 3 minutos. 4) LPS + antagonista B1 + BK: animais que receberam o LPS de acordo
com o descrito no grupo 3. Apds 24 horas, foram submetidos a instilagdo nasal do antagonista
dos receptores Bl, Des-Arg9-[Leu8]-BK (DALBK), na dose de 0,6 pul (300 nMol/ml).
Passados 20 minutos, realizou-se a nebulizagdo por BK, na dose de 5 ml (10 nMol/ml),
durante 3 minutos. 5) LPS + antagonista B2 + BK: animais que receberam o LPS de acordo
com o descrito no grupo 3. Apos 24 horas, foram submetidos a instilagdo nasal do HOE-140,
antagonista dos receptores B2, na dose de 0,6 pl (10 nMol/mL). Ap6s 20 minutos, os animais
foram submetidos a nebulizagao por BK, na dose de 5 mL (10 nMol/mL), durante 3 minutos.
Duas horas apos a nebulizacgao, os animais foram submetidos & eutanasia através camara com
atmosfera saturada de CO2, seguida de realizacio do BAL. Esta técnica consiste na
dissecacdo da traqueia, inser¢cdo de um cateter até a regido da carina, e introducdo de 1 ml de
solugdo isotonica (PBS). A solucdo foi instilada e acompanhada de movimentos ritmicos de
massagem na regido toracica, em seguida, o fluido foi recuperado através de aspiragdo e
acomodado em microtubos identificados. O procedimento foi realizado duas vezes em cada
animal. As amostras coletadas foram centrifugadas a 2000 rota¢des por minuto por 5 minutos.
O sobrenadante foi removido e o pellet depositado no fundo foi ressuspendido em 1 mL de
PBS nao heparinizado. Na sequéncia, uma aliquota do BAL foi destinada a contagem dos

leucdcitos totais e outra a confeccdo de laminas pelo método de sedimentacdo em camaras de
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Suta por 1 hora e coradas com o corante pandtico simples, para a contagem diferencial celular.
Os dados foram agrupados e apresentados como média + erro padrdo das médias, e
submetidos a analise de variancia ANOVA e confrontados pelos testes de Newman-Keuls ou

Dunnett se necessario. A significancia estatistica considerada foi P < 0.05.
4 Resultados e Discussao

O grupo controle negativo apresentou a menor média de leucocitos totais (25800 = 0,20),
sendo esses diferenciados em linfocitos (71,67% + 4,64) e macrofagos (28,33% + 4,64). Ao
comparar o grupo controle BK (70000 £ 1,02 células, estas foram distinguidas em linfécitos
(64% = 2,85), macrofagos (31,8% = 3,68) e neutrdfilos (4,2% + 1,74)) com o controle
negativo, houve um aumento de 171% no ntimero de leucoécitos totais (p < 0.0001), devido a
potente acdo que a BK desempenha como mediador inflamatoério.

Ao confrontar o grupo LPS + BK (82500 + 1,00 células) com o grupo controle negativo,
verificou-se um aumento de 219% no numero de células recrutadas (p < 0.0001) e, com
relacdo ao grupo controle BK, obteve-se um aumento de 17,8%. Portanto, o LPS potencializa
o efeito inflamatorio que a BK ocasiona, por atuar no recrutamento de um maior nimero de
leucécitos para o sitio inflamatdrio, pois, altera a permeabilidade vascular e desencadeia
quimiotaxia, e ainda estimular, especialmente, receptores Bl (MOLIMARD et al., 1998).
Contudo, ndo houve significancia estatistica entre o grupo LPS + BK e grupo controle BK.
Em relagdo a diferenciacdo celular do grupo LPS + BK, foram encontrados macrofagos
(79,17% + 2,03), linfocitos (16,67% =+ 1,38), neutrofilos (2,83% + 1,89), e, também, basofilos
(0,83% =+ 0,40) e eosindfilos (0,50% = 0,34). Ao comparar esse grupo com o controle
negativo, observou-se que tanto macréfagos quanto linfécitos, apresentaram um aumento
extremamente significante (p = 0.0001).

O grupo tratado com DALBK (45000 + 0,28 células) teve reducdo significativa na migracao
de leucocitos nas vias aéreas, sendo de 45,4%, quando comparado com os grupos LPS + BK
(p = 0.001). O grupo do antagonista B1 apresentou mais macrofagos (68,83% = 2,94) que
linfécitos (29,33% + 2,88), e um baixo nimero de neutrofilos (1,17% = 0,30) e basofilos
(0,67% =+ 0,42). Entretanto, assim como o grupo LPS + BK, tanto macréfagos quanto
linfocitos, ao comparar com o controle negativo, tiveram um aumento extremamente
significante (p = 0.0001).

O grupo tratado com antagonista B2 (HOE-140) (58300 + 0,35 células) apresentou
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diminui¢do de 29,9% no numero total de leucécitos ao analisar com o grupo LPS + BK (p
<0.1). J& em relacdo a contagem diferencial apresentou macrofagos (52,83% = 7,36),
linfocitos (43,00% + 7,81), neutréfilos (2,33% = 0,55) e basofilos (1,83% =+ 0,94). Esse grupo,
ao ser comparado com o grupo controle negativo, demonstrou-se com notavel significancia
estatistica (p = 0.001), tanto para macrofagos, quanto para linfocitos. Neutrofilos, baséfilos e
eosinodfilos, foram visualizados esporadicamente e ndo apresentaram significancia estatistica.
Portanto, verificou-se uma acao anti-inflamatoria do antagonista seletivo do receptor B1, ou
seja, a redu¢do do recrutamento celular para as vias aéreas, a qual foi mais robusta quando
comparada ao antagonista B2, mas, ambos suprimiram a migra¢do leucocitdria. Assim,
salienta-se a a¢do anti-inflamatoria dos antagonistas da BK, uma vez que, ligam-se aos
receptores e bloqueiam os sitios de ligacdo, impedindo, dessa forma, a adesdo da BK e
realizacdo de suas agdes inflamatdrias, a exemplo da estimulagdo quimiotatica.

5 Conclusio

Denota-se, neste estudo, em relagdo a migracdao celular nas vias respiratorias dos
camundongos, um maior envolvimento dos leucdcitos mononucleares. Devido a reducdo
leucocitaria no grupo tratado com antagonista dos receptores B1l, pode-se sugerir que este
pode caracterizar novo alvo terapéutico para doencas inflamatoérias cronicas, como a asma.
Porém, os antagonistas B2 perseveram como uma boa alternativa terap€utica para essas
enfermidades.
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