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RESUMO

Inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECAs) sédo farmacos
geralmente bem tolerados e considerados relativamente seguros, muito utilizados no
tratamento da hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca renal.
Entretanto, efeitos adversos foram relatados incluindo tosse seca ndo produtiva e
angioedema, ocasionando uma baixa adesé&o a terapia. O mecanismo pelo qual IECAs
promovem esses efeitos adversos ndo esta totalmente elucidado, embora o aumento
dos niveis plasméticos de bradicinina durante a terapia com IECAs pareca
desempenhar um papel importante. Devido a capacidade da bradicinina em
sensibilizar e aumentar a probabilidade de abertura do receptor de potencial transitério
do tipo vaniléide 1 (TRPV1), investigou-se o papel desse canal no extravasamento
plasméatico na traqueia e brbnquio de ratos tratados com captopril, um IECA. Os
resultados do presente estudo demonstraram que a administragéo intravenosa (i.v.) de
captopril (2,5 mg/kg) ndo causou extravasamento plasmatico na traqueia e brénquio
de ratos que respiravam espontaneamente, entretanto, induziu um significativo
aumento do extravasamento plasmatico na traqueia e brénquio de ratos ventilados
artificialmente. A instilagdo intratraqueal (i.t.) de capsaicina ou bradicinina (BK),
também induziu um aumento no extravasamento plasmatico na traqueia e brénquio de
ratos ventilados artificialmente. Como esperado, o extravasamento induzido pela
capsaicina foi inibido pelo pré-tratamento i.t. com o antagonista seletivo TRPV1
capsazepina (CPZ, 100 nmol/100 pl). Além disso, o extravasamento plasmatico
causado pela BK foi inibido tanto pela CPZ quanto pelo antagonista do receptor B,
Hoe 140 (HOE, 10 nmol/100 ul). Interessantemente, o pré-tratamento i.t. com HOE ou
CPZ, isoladamente ou com sua associacdo em doses que per se ndo possuem efeitos
inibitérios, também inibiu o0 extravasamento plasmatico induzido pelo captopril na
traqueia e brénquio de ratos ventilados artificialmente. E ainda, a neurodegeneragao
de neurdnios sensoriais que expressam TRPV1, por meio do tratamento com uma
dose elevada de capsaicina (50 mg/kg) em ratos neonatos, aboliu o extravasamento
plasmético induzido tanto pela capsaicina quanto por captopril em ratos adultos sob
ventilacdo artificial. Em conclusdo, o estudo identificou que captopril € capaz de
sensibilizar o receptor TRPV1, em parte, via ativagdo de receptor B, induzindo o
extravasamento de plasma nas vias aéreas de ratos submetidos a ventilagdo
mecéanica. Os achados podem contribuir para elucidacado do possivel mecanismo pelo
qual IECAs promovem efeitos adversos nas vias aéreas e proporcionar uma nova
visdo sobre a administracdo de captopril em pacientes utilizando ventilacdo mecéanica.

Palavras-chave: Vias aéreas; captopril; bradicinina; ventilacdo mecanica; TRPV1.



ABSTRACT

Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEIls) are widely used in the treatment of
hypertension, congestive heart failure and renal disease, are considered relatively safe
and generally well-tolerated drugs. However, adverse effects to ACEls have been
reported, including non-productive cough and angioedema, what leads to poor
adherence to therapy. The mechanisms by which ACEIls promote adverse effects are
not fully elucidated, although increased bradykinin plasma levels following ACEI
therapy seems to play an important role. Since bradykinin by binding at B, receptor can
sensitize the transient potential vanilloid receptor 1 (TRPV1), we investigated the role
of TRPV1 in plasma extravasation in the trachea and bronchi of rats treated with
captopril, an ACEI. We observed that intravenous (i.v.) administration of captopril (2.5
mg/kg) did not cause plasma extravasation in trachea and bronchi of spontaneously
breathing rats, but induced plasma extravasation in trachea and bronchi of artificially
ventilated rats. The intratracheal (i.t.) instillation of capsaicin or bradykinin also induced
an increase on plasma extravasation in trachea and bronchi of artificially ventilated
rats. As expected, capsaicin-induced plasma extravasation was inhibited by i.t.
pretreatment with TRPV1 selective antagonist capsazepine (CPZ, 100 nmol/100 pl),
and bradykinin-induced plasma extravasation by the i.t. pretreatment with the selective
B, receptor antagonist Icatibant, originally known as Hoe 140 (HOE, 10 nmol/100 pl).
Interestingly, bradykinin-induced plasma extravasation was also inhibited by CPZ. The
pretreatment with HOE or CPZ, singly or in combination at doses which per se do not
cause inhibitory effects, significantly inhibited the plasma extravasation induced by
captopril treatment in artificially ventilated rats. In addition, the treatment with a high
dose of capsaicin (50 mg/kg) in newborn rats, which induces degeneration of TRPV1-
expressing sensory neurons abolished both capsaicin and captopril-induced plasma
extravasation in artificially ventilated rats. In conclusion, our study identified that
captopril promoted sensitization of TRPV1, via B, receptor activation, inducing plasma
extravasation in the airways of mechanically ventilated rats. The present findings may
contribute to the elucidation of a possible pathway by which ACEls induce adverse
effects on airways, and add a new view about the administration of captopril in patients

using mechanical ventilation.

Keywords: Airways; captopril; bradykinin; mechanical ventilation; TRPVL1.



1. INTRODUCAO

11 INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

A hipertensdo é uma doenca altamente prevalente. Nos Estados Unidos da
América (EUA), por exemplo, um a cada trés adultos sé@o hipertensos, e os inibidores
da enzima conversora de angiotensina (IECAs) estdo dentre as medicacbes mais
comuns e efetivas usadas no tratamento da hipertensdo (VASEKAR & CRAIG, 2012).
No ano de 2010 foram contabilizadas mais de 168 milhdes de prescricdes desta classe
de farmacos nos EUA (BERNSTEIN et al., 2013). De fato, as diretrizes recentes (2013-
2014) para o gerenciamento da hipertensdo revelam que os IECAs ainda sdo
recomendados como farmacos de primeira escolha para o tratamento da hipertenséo
arterial, bem como da insuficiéncia cardiaca, disfuncdo sistolica do ventriculo
esquerdo, pés-infarto do miocéardio, e para retardar a progressao do diabetes tipo 1 e 2
e a nefropatia ndo diabética (ACHARYA et al., 2003; REGOLI & GOBEIL, 2015; SATO
& FUKUDA, 2015).

Esse destaque para os IECAs é justificado por serem as Unicas drogas anti-
hipertensivas capazes de reduzir propriamente o desequilibrio entre o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e o sistema calicreina-cininas, restaurando a
homeostasia cardiovascular 6tima e reduzindo significativamente a morbidade e o
risco das varias causas de mortalidade nos individuos afetados pela hipertensédo e
outras doencas cardiacas (REGOLI & GOBEIL, 2015).

IECAs possuem a capacidade de se ligar competitivamente ao sitio ativo da
enzima conversora de angiotensina (ECA), interferindo na habilidade da enzima em se
ligar e clivar seus substratos. Assim, a eficacia terapéutica desses agentes é derivada
principalmente da inibicdo da conversdo de angiotensina | em um peptideo
vasoconstritor, a angiotensina Il, bloqueando as a¢des do SRAA (ZAMAN, OPARIL &
CALHOUN, 2002). Embora esse bloqueio seja essencial para os efeitos dos IECA, a
inibicdo da enzima pode adicionalmente potencializar outro sistema, o calicreina-
cininas, uma vez que o potente vasodilatador bradicinina, entre outras cininas, é outro
importante substrato da ECA, especialmente na vasculatura pulmonar (REGOLI &
GOBEIL, 2015), fornecendo efeitos vasoprotetores, anti-hipertensivos e antioxidantes
adicionais (Figura 1) (SULPIZIO et al., 2004).
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FIGURA 1: Representacdo esquematica da acao farmacoldgica dos IECAs. A inibicao
da ECA por acdo dos IECAs reduz a atividade do sitema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) por inibir a formagéo do octapeptideo vasoconstritor angiotensina
Il. Adicionalmente, potencializa a atividade do sistema calicreina-cininas (SCC) por
inibir o metabolismo do pepitideo vasodilatador bradicinina a peptideos inativos,

promovendo efeitos adicionais.

Atualmente 10 IECAs foi aprovado pelo FDA para o tratamento da
hipertensdo arterial, todos disponiveis como genéricos (KAUFMAN, 2013). Estes
podem ser dividos em 3 subgrupos, de acordo com o modo com que Sao
metabolizados, como compostos ativos metabolizados a compostos ativos (captopril,
por exemplo), pré-drogas que requerem metabolismo hepético para se tornar ativas
(enalapril, ramipril, entre varios outros) e compostos ativos excretados inalterados
(lisinopril) (ZAMAN, OPARIL & CALHOUN, 2002).

No entanto, IECAs também diferem em relacdo a sua biodisponibilidade,
ligacdo as proteinas plasméticas, lipidios, solubilidade, afinidade com o sitio de ligagéo
da ECA, tempo de meia-vida e poténcia (OOl & BALL, 2007). E ainda, podem ser
divididos em agentes contendo o grupamento sulfidrila (captopril e zofenopril), grupo
funcional dicarboxilato (enalapril, ramipril, quinapril, lisinopril, imidapril, entre outros) ou
grupo funcional fosfonato (fosinopril), com base em sua estrutura molecular (CAMPO
et al., 2013).




Esta classe de farmacos € geralmente bem tolerada e considerada
relativamente segura. Entretanto, todos os IECAs podem causar efeitos adversos em
maior ou menor grau incluindo tosse seca ndo produtiva (5 - 25% de incidéncia) e
angioedema (<1%). (MORIMOTO et al., 2004; OMBONI & BORGHI, 2011).

Embora esse tipo de tosse seja mais desagradavel e irritante do que
incapacitante, esta tem sido uma das razfes para a baixa adesdo a terapia.
Diferentemente, o angioedema, caracterizado por um edema localizado devido ao
rapido extravasamento plasmatico de vénulas pés-capilares, costuma acometer a pele
e, de modo preocupante, as vias aéreas superiores, 0 que pode requerer
hospitalizagdo e tratamento intensivo (VASEKAR & CRAIG, 2012).

O padréo de resposta do paciente frente a esses efeitos induzidos durante o
tratamento com IECAs é imprevisivel, ndo possuindo relagdo com a dose ou duragéo
da terapia. Em alguns pacientes os efeitos aparecem apds o primeiro dia de
administracdo, em outros apdés um periodo de até oito anos (HOOVER et al., 2010).
No entanto, estudos demonstraram que o angioedema afeta cerca de 1 a cada 2500
pacientes durante a primeira semana de exposicdo (MESSERLI & NUSSBERGER,
2000). Alguns fatores de risco podem predispor a sua ocorréncia como a origem étnica
(prevaléncia € cinco vezes maior na populacdo africano americana do que em
caucasianos), ser do sexo feminino, possuir idade acima de 65 anos, ter o habito de
fumar ou ter se submetido a cirurgia das vias aéreas superiores (CAMPO et al., 2013).

Em relacdo ao tratamento farmacoldgico do angioedema, especialmente
quando ocorre comprometimento das vias aéreas superiores, medicamentos como
anti-histaminicos, anticolinérgicos, corticosteroides e adrenalina, apesar de pouco
provavel resolucdo, sdo frequentemente utilizados. A gravidade da situacdo pode
também requerer intubacgéo ou traqueostomia (VASEKAR & CRAIG, 2012).

Descontinuar o tratamento € o primeiro estagio para a reversdo deste efeito
adverso ou da tosse seca incapacitante, sendo que 0s sinais e sintomas geralmente
se resolvem entre 24 — 48 horas ap6s a retirada do IECA (VASEKAR & CRAIG, 2012).
Adicionalmente, pesquisadores demonstraram que a administracdo de uma Unica
injecdo subcutdnea do antagonista do receptor de bradicinina B,, Hoe 140 (HOE;
também chamado de Icatibant), em pacientes acometidos por angioedema durante o
tratamento com IECAS, promoveu uma rapida e completa recuperacdo dos mesmos,
evitando o uso de procedimentos invasivos (BAS et al., 2010).

As informagbes acima descritas em conjunto a outros dados da literatura,
demonstram que o0s niveis plasmaticos de bradicinina costumam aumentar devido a
inibicdo farmacoldgica da ECA durante o tratamento com IECAs (BERNSTEIN et al.,

2013), assim como os niveis de cininas nos vasos, rim, pulméo, coragdo e tecido



adiposo de ratos (REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012), sugerindo que a bradicinina
possa desempenhar um papel importante nestes efeitos adversos descritos.

De fato, a bradicinina € um importante substrato da ECA e tem seu
metabolismo inibido durante o tratamento com IECAs (SULPIZIO et al., 2004). No
entanto, apesar dessa evidéncia do acumulo de bradicinina apds o tratamento com
IECAs ser possivelmente a causa da tosse e angioedema, o mecanismo exato pelo
qual os mesmos sdo desencadeados ainda nédo esta completamente elucidado (FOX
et al., 1996; TAKAHAMA et al., 1996; EMANUELI et al., 1998).

A seguir, para uma melhor compreensdo dos mecanismos de agdo dos

IECAs no SRAA e no sistema calicreina-cininas, ambos serdo abordados abaixo.

1.2 O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

O SRAA é composto por duas enzimas, a renina e a ECA, que agem
sequencialmente para produzir angiotensina Il. A renina € uma protease com
distribuicdo tecidual limitada as células justa-glomerulares renais. Sua fungédo é
promover a ativagdo do estagio inicial do sistema, no qual ocorre a clivagem da
globulina de alto peso molecular angiotensinogénio em um decapeptideo
biologicamente inerte chamado angiotensina I, o qual é liberado para a circulacdo
(ATLAS, 2007).

Diferentemente, a ECA é uma dipeptidilcarboxidase expressa em altas
guantidades no endotélio vascular e pulmao, epitélio tubular proximal renal e epitélio
intestinal ciliado. Por ser relativamente ndo seletiva em relacdo a especificidade com
seus substratos, sua acdo no SRAA promove a conversao do substrato angiotensina |
em um octapeptideo biologicamente ativo chamado angiotensina Il, enquanto no
sistema calicreina-cininas a enzima promove a inativagcao do substrato bradicinina (um
nonapeptideo vasodilatador) a metabdlitos inativos (ATLAS, 2007; BERNSTEIN et al.,
2013). Ambos os substratos citados sdo capazes de afetar diretamente a pressdo
arterial, e, portanto, a ECA possui um papel importante na manutengédo da pressao
arterial (REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012).

A maioria das fung@es biologicas do SRAA sdo mediadas por meio da agéo
do octapeptideo angiotensina Il em seus receptores de angiotensina metabotrépicos
do tipo 1 (AT,) e 2 (AT,), embora 4 subtipos de receptores ja tenham sido descritos. A
ativacdo do receptor AT, pode mediar vasodilatacdo, efeitos apoptéticos no musculo
liso vascular e inibir o crescimento e a remodelag&o do coracdo (ATLAS, 2007).

Entretanto, é atuando em seu receptor AT,, ocasionando resumidamente a

ativacdo de fosfolipase B1 (PLCB1) e promovendo ao final um aumento da liberagéo



de ions célcio (Ca?") de estoques intracelulares e a ativacdo de proteina quinase C
(PKC) (BERNSTEIN et al.,, 2013), que angiotensina |l promove efeitos como a
liberacdo de aldosterona, ocasionando retencéo de ions sodio (Na*), e vasoconstricao,
que, em conjunto, tendem a elevar a pressao arterial e causar hipertrofia de miocitos
cardiacos e células vasculares musculares lisas (ZAMAN, OPARIL & CALHOUN,
2002).

Assim, o0 SRAA desempenha um papel importante no controle homeostético
da presséao arterial, da perfusédo tecidual e volume extracelular, o que foi demonstrado
em estudos prévios com camundongos geneticamente modificados que, por
apresentar uma mutagdo capaz de eliminar o angiotensinogénio, a enzima renina, a
ECA, ou os receptores AT;, componentes do SRAA, apresentaram uma marcante
reducdo da presséao arterial (BERNSTEIN et al., 2013).

Quando as ag¢bes promovidas por meio da ativacao do receptor AT, e fatores
de risco como a idade sdo combinados com estressores da vida moderna a atividade
do SRAA pode aumentar. Esse aumento pode ocasionalmente estar associado a uma
reducdo nas fungcdes compensatoérias do sistema calicreina-cininas, que em situagdes
normais é capaz de modular e neutralizar muitas das acdes do SRAA via liberacdo de
peptideos vasodilatadores como a bradicinina (REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012;
REGOLI & GOBEIL, 2015).

Uma vez instaurado esse desequilibrio entre os dois sistemas um aumento
da presséo arterial pode ser resultante, fazendo com que a ECA participe e contribua
para o desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo. Desse modo, ambos o0s
sistemas tornaram-se alvos terapéuticos interessantes para o desenvolvimento de
farmacos, especialmente para aqueles com habilidade de inibir a ECA, por antagonizar
0 SRAA e adicionalmente potencializar o sistema calicreina-cininas, objetivando a
reducdo e o controle da pressdo arterial, bem como a prevencdo de eventos
cardiovasculares em pacientes com alto risco.

Assim, o desenvolvimento dos chamados farmacos IECAs capazes de agir
sobre esses dois sistemas regulatérios, que possuem fungdes opostas, foi facilitado
especialmente apds a observacdo de que a ECA e a enzima cininase Il s&o a mesma
enzima, responsavel pela conversdo da angiotensina | em angiotensina Il e pela
degradacéo da bradicinina (BERNSTEIN et al., 2013).

N&o podemos deixar de citar as importantes contribuicdes do farmacologista
brasileiro Sergio Henrique Ferreira e colaboradores na descoberta desta classe de
farmacos, por isolarem em 1965 um fator do veneno de uma cobra da América do Sul,
a Bothrops jararaca, capaz de potencializar a atividade vasodilatadora da bradicinina

no ileo de cobaias e de promover hipotensao sistémica. Essa evidéncia permitiu que,



por volta de 1968, peptideos capazes de inibir a ECA fossem isolados deste fator
tornando possivel nos anos seguintes a geracdo dos IECAs, sendo o captopril o
primeiro inibidor aprovado para uso humano por via oral pelo FDA (Food and Drug
Administration) no inicio de 1980 (VANE, 1999; BERNSTEIN et al., 2013).

1.3 SISTEMA CALICREINA-CININAS: BRADICININA

A Dbradicinina foi reportada pelo Prof. Dr. Mauricio Rocha e Silva e
colaboradores no ano de 1949, sendo descrita como um potente agente vasodilatador
liberado no plasma, utilizando para a descoberta o veneno da cobra Bothrops jararaca
(COSTA-NETO et al., 2008).

Juntamente com outros peptideos pro-inflamatérios (que contém uma
sequéncia de bradicinina em sua estrutura) gerados no plasma e tecidos, ela integra o
grupo chamado cininas que comp®de o sistema calicreina-cininas (TRAMONTANA et
al., 2001).

Esse sistema é composto por uma cascata multiproteica enddégena cuja
ativagdo promove efeitos fisioldgicos e patofisiolégicos, como o acionamento da via de
coagulacdo intrinseca e a hidrélise enzimatica, por agcdo de enzimas proteoliticas
(calicreinas), de glicoproteinas circulantes precursoras (cininogénios) com
consequente liberagdo dos peptideos relacionados a bradicinina (cininas) (KASHUBA
et al., 2013).

Em humanos, a calicreina plasmatica, expressa principalmente no figado,
libera o nonapeptideo bradicinina (Arg* — Pro® — Pro® — Gly* — Phe® — Ser® — Pro’ —
Phe® — Arg®) por clivar o cininogénio de alto peso molecular nos residuos arginina®®-
serina®®, e lisina**%-arginina®' (MORI, SAKAMOTO & NAGASAWA, 1981; MOREAU
et al., 2005).

Diferentemente, a calicreina tissular é capaz de clivar o cininogénio de alto e
baixo peso molecular, hidrolisando os residuos amino-terminais metil*”*-lisina®*° e
carboxi-terminais arginina®®-serina®°, formando o decapeptideo calidina (Lys'-
bradicinina), que pode ser convertido a bradicinina por acdo da enzima
aminopeptidase P (ABRAHAM, SCURI & FARMER, 2006). Entretanto, em roedores,
tanto a calicreina plasmética quanto a tissular formam preferencialmente bradicinina
(CAMPBELL, 2003).

A producédo de cininas in vivo é controlada em parte por inibidores endégenos
das enzimas calicreinas, sendo que os principais sao o inibidor C1, a a2-
macroglobulina e a antitrombina 1l (CAMPBELL, 2003). Entretanto, depois de

formadas, bradicinina e calidina podem ser rapidamente hidrolisadas por agdo de



peptidases, razdo pela qual a bradicinina apresenta uma meia-vida de apenas 15
segundos no plasma e seus niveis circulantes geralmente séo baixos (MAURER et al.,
2011).

A enzima cininase |, conhecida como carboxipeptidase N (no plasma) atua no
terminal carboxi da molécula de bradicinina e remove o residuo Arg®, produzindo um
metabdlito com atividade biolégica, o des-Arg®-bradicinina. Outro tipo de cininase |,
conhecida como carboxipeptidase M (na membrana celular) remove o aminoacido
arginina da porgédo C-terminal das moléculas da bradicinina e da calidina formando
des-Arg®-bradicinina e des-arg'®-calidina, respectivamente. A enzima cininase 11-
endopeptidase neutra 24.11, uma metaloprotease, inativa as cininas por remover o
dipeptideo C-terminal Phe-Arg da bradicinina, agindo ainda em outros peptideos
(CASSIM, MODY & BHOOLA, 2002; CAMPBELL, 2003).

E ainda, a ECA, enzima que converte angiotensina | em angiotensina II,
também chamada de cininase Il, é responsavel por grande parte do metabolismo da
bradicinina nos pulmdes, clivando sequencialmente 2 aminoacidos do seu terminal
carboxi, o dipeptideo Phe®-Arg® e Ser®-Pro’, produzindo um metabodlito inativo (Figura
2) (KAPLAN, JOSEPH & SILVERBERG, 2002; CAMPBELL, 2003).

ECA
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FIGURA 2: Metabolismo da bradicinina. Carboxipeptidase N é também conhecida
como cininase | e a enzima conversora de angiotensina (ECA) como cininase II.
Carboxipeptidases M e N produzem uma clivagem sequencial de aminoacidos do
terminal carboxi da bradicinina. ECA é uma carboxidipeptidase que produz a clivagem
sequencial de dipeptideos do terminal carboxi do peptideo bradicinina (Figura
modificada) (CAMPBELL, 2003).

Assim, como citado anteriormente, os efeitos terapéuticos dos IECAS
dependem largamente do aumento dos niveis de cininas e da potencializacdo deste
sistema alcancados através da inibicdo da ECA, embora, logicamente, o bloqueio do

SRAA também seja essencial.



O sistema calicreina-cininas se opde aos efeitos deletérios, como hipertrofia e
hiperplasia sobre as estruturas cardiovasculares, promovidos com a ativagdo do
SRAA, uma vez que as cininas bradicinina (BK) e Lys-BK (calidina) sdo potentes e
eficientes agentes vasodilatadores (REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012; REGOLI &
GOBEIL, 2015), gerando efeitos anti-hipertensivos, anti-trombogénicos, anti-
proliferativos, anti-fibrogénicos, vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular
(MAURER et al., 2011).

Os efeitos farmacoldgicos das cininas podem ser mediados pela ativagdo dos
receptores de bradicinina tipo B; e B,, membros de uma superfamilia de receptores
acoplados a diferentes tipos de proteina G (GPCR) e que estdo presentes na
membrana plasmatica (MOREAU et al., 2005; ABRAHAM, SCURI & FARMER, 2006).

Receptores do tipo B; estdo presentes em baixos niveis (ou ausentes) em
tecidos normais, mas podem ser rapidamente sintetizados nas vias aéreas e outros
tecidos durante processos inflamatoérios. Bradicinina, em altas concentrages, pode
ativar o receptor, porém com menor poténcia quando comparada aos seus metabdlitos
des-Arg (des-arg®-bradicinina e des-arg'®-bradicinina), provenientes da acéo da
enzima cininase | sobre a bradicinina (CALIXTO et al., 2004; RHALEB, YANG &
CARRETERO, 2011).

Diferentemente, os principais efeitos fisiol6gicos da bradicinina em tecidos nao
inflamados, por exemplo, nas vias aéreas, parecem ser mediados através da ativagao
de receptores do subtipo B,, que sdo constitutivamente expressos e estdo presentes
em densidade relativamente constante em vérias células (ICHINOSE & BARNES,
1990; NAKAJIMA et al., 1994; ABRAHAM, SCURI & FARMER, 2006).

Receptores B; estdo acoplados a proteinas Ggq e Gi. Receptores B, estdo
acoplados a proteina Gag, embora interajam com outros tipos de proteinas G incluindo
Gai, Gas e Ga12/13 (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

Resumidamente, a ativacdo do receptor B, acoplado a proteina Gaq por
bradicinina promove o aumento dos niveis de segundo mensageiros, como inositol
(1,4,5)-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), via hidrélise do fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PIP,) por agéo da enzima PLCp, resultando em um aumento da liberagéo de
fons Ca** dos estoques celulares, o que auxilia a liberagcdo de neuropeptideos por
exocitose de neurbnios sensoriais primarios nociceptivos, e a ativagdo de isoformas
especificas de PKC que podem fosforilar proteinas alvo (LEEB-LUNDBERG et al.,
2005; PETHO & REEH, 2012).

Adicionalmente ou alternativamente, a ativacdo do receptor de bradicinina
acoplado a proteina G promove a ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA)),

favorecendo a liberacdo de acido araquiddnico. Assim, indiretamente, a bradicinina



pode promover acbes importantes, uma vez que 0 acido araquidbnico liberado
possibilita a producdo de mediadores lipidicos, os prostandides (prostaglandinas e
tromboxanos) e leucotrienos por acdo das enzimas ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX) respectivamente (LEEB-LUNDBERG et al.,, 2005; PETHO &
REEH, 2012).

A existéncia de vérias vias de transducao resultantes da ativacdo do receptor
B, contribui com parte dos efeitos induzidos por bradicinina (CALIXTO et al., 2000).
Nos vasos sanguineos, por exemplo, ao se ligar em seus receptores B, endoteliais,
bradicinina promove a estimulacdo da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
a producéo de 6xido nitrico (NO) através de mecanismos mediados por ions Ca* em
células endoteliais, que se difunde do endotélio para musculo liso vascular onde ativa
a guanilato ciclase com subsequente aumento de monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) (MARCEAU & REGOLI, 2004; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MAURER et
al., 2011; REGOLI & GOBEIL, 2015).

E ainda, contribui para a formagdo de outro mediador secundario, a
prostaciclina 12 (PGl,), capaz de inibir a agregagcdo plaquetaria e promover a
vasodilatacdo através da producdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) em
células do musculo liso, ocasionando uma elevacdo de ions Ca? intracelular e a
formacdo do fator hiperpolarizante. Assim, bradicinina promove um efeito
vasodilatador e um aumento da permeabilidade vascular, causando hipotenséo devido
a diminuicdo da resisténcia periférica, contribuindo com efeitos anti-hipertensivos e
cardioprotetores em individuos que fazem uso de IECAs (MARCEAU & REGOLI,
2004; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MAURER et al., 2011; REGOLI & GOBEIL,
2015).

No entanto, além dos efeitos benéficos acima descritos, as cininas séo
notoriamente agentes pro-inflamatérios, capazes de estimular a migracdo de células
do sangue (leucécitos), mondcitos do sangue para os tecidos, e de promover a sintese
de prostaglandinas e de citocinas em diversos leucdcitos. Adicionalmente, em
terminais nervosos periféricos, receptores de cininas ativam nervos sensoriais
causando dor. Além disso, as cininas podem acentuar rea¢gfes defensivas nas vias
respiratorias, no trato gastrointestinal, na vesicula biliar ou na bexiga urinaria e de
outras visceras (REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012).

No trato respiratorio, as ag¢bes da bradicinina parecem ser resultantes de
interacbes complexas, entre o receptor B, e mecanismos moleculares adicionais.
Receptores B, sdo expressos constitutivamente nos sitios brénquicos e vasos
pulmonares, células epiteliais, musculo liso das vias aéreas, glandulas submucosa e

nervos (MAURER et al., 2011). No entanto, existem evidéncias de que possivelmente
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ambos os receptores de bradicinina B; e B, estejam expressos nas vias aéreas
murinas e no brénquio de ratos (LEI et al., 2010).

Entretanto, o receptor B, parece ser o principal receptor envolvido nas
respostas promovidas por cininas nas vias aéreas (LEEB-LUNDBERG et al., 2005). De
fato, varios estudos demonstraram que, nas vias aéreas murinas, a bradicinina causa
extravasamento de plasma, broncoconstricdo e hiper-reatividade brénquica, e que em
humanos, promove broncoconstricdo (em pacientes asmaticos) e sintomas de rinite
guando instilada dentro do nariz, via ativagdo do receptor B,, uma vez que 0O
tratamento com o potente e seletivo antagonista HOE, que se liga com alta afinidade
ao receptor, foi capaz de inibir significativamente esses efeitos (TRAMONTANA et al.,
2001; GAMA LANDGRAF et al., 2004; SULPIZIO et al., 2004; VALENTI et al., 2005).

Contudo, de maneira interessante, a broncoconstrigcdo induzida por bradicinina
parece também envolver indiretamente a liberacdo de produtos da agédo da enzima
COX, uma vez que este efeito foi inibido pela administragcéo do inibidor ndo seletivo da
COX indometacina e também foi alcancada com um inibidor da enzima tromboxano
sintetase (ARAKAWA et al., 1992; ABRAHAM, SCURI & FARMER, 2006).

Em conjunto, essas evidéncias sugerem nao s6 um envolvimento direto da
ativagdo do receptor B, nas a¢des promovidas por bradicinina nas vias aéreas, mas
também a participacdo de um mecanismo indireto, o qual parece envolver a liberagédo
de metabdlitos do acido araquidbnico. Entretanto, a atropina, um antagonista
muscarinico, também se mostrou capaz de reduzir a broncoconstricdo induzida por
bradicinina (FULLER et al., 1987), sugerindo que a ativacdo de nervos colinérgicos
também estaria envolvida nas agdes deste nonapeptideo.

Além desses mecanismos, a participacao de fibras C no efeito broncoconstritor
induzido por bradicinina foi evidenciada em pacientes asmaticos através da
administracdo de um antagonista ndo seletivo do receptor de taquicininas (FK224)
(ICHINOSE et al., 1992).

O mesmo foi demonstrado por outro estudo no extravasamento plasmatico
induzido por bradicinina, que também pareceu envolver a liberagdo de neuropeptidios
de terminais nervosos sensoriais capazes de sensibilizar as fibras C, uma vez que o
tratamento com um antagonista do receptor NK1 inibiu esse efeito (EMANUELI et al.,
1998). Logo, a estimulagdo de terminacdes nervosas sensoriais também parece estar
envolvida nas ac¢des promovidas por bradicinina nas vias aéreas.

Tomadas em conjunto, essas evidéncias demonstram que bradicinina pode
provocar multiplos efeitos patofisiolégicos relevantes, que inclusive s&o
frequentemente associados com a patofisiologia de doencas respiratérias como asma

e rinite (FULLER et al., 1987), e que poderiam contribuir para a hiper-reatividade e
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exacerbacdo dos efeitos adversos que acometem pacientes em tratamento com
IECAs.

De fato, Katsumata et al. (1991) demonstrou em seus estudos uma relagéo
entre a inibicAo da ECA e o aumento acentuado de tosse induzida pela inalacdo de
bradicinina em pacientes em tratamento com IECA.

Além disso, outro estudo em camundongos demonstrou uma possivel
associagdo entre as agdes da bradicinina e o extravasamento plasmatico induzido pelo
tratamento com captopril, uma vez que este efeito foi inibido com sucesso tanto
através do bloqueio seletivo do receptor B, quanto através da delecdo genética do
mesmo receptor (EMANUELI et al., 1998).

Curiosamente, outros autores relataram que a bradicinina foi capaz de
sensibilizar fibras C promovendo um aumento na tosse provocada com captopril (FOX
et al., 1996). A propdsito, estudos demonstraram que a bradicinina, por meio de sua
ligagdo direta em seus proprios receptores, pode indiretamente, via segundos
mensageiros, sensibilizar e modificar a atividade de outros receptores, como por
exemplo, aumentar a probabilidade de abertura de um canal amplamente expresso em
fiboras C de aferentes vagais pulmonares, o receptor de potencial transitério do tipo
vaniléide 1 (TRPV1) (PETHO & REEH, 2012).

De fato, receptores B, sdo coexpressos com receptores TRPV1 em fibras
aferentes primarias peptidérgicas (VELDHUIS et al., 2015). Dessa forma, avaliar se o
TRPV1 esta envolvido no mecanismo pelo qual o tratamento com IECA causa efeitos
adversos, provavelmente devido ao acumulo de bradicinina nos tecidos e plasma, via

ativacao direta do receptor B, € algo interessante a ser elucidado.

14 TRPV1

Receptores de potencial transitério (TRP) sdo canais de cétions néo
seletivos, com uma alta permeabilidade ao Ca®* (CATERINA et al., 1997), localizados
na membrana plasmatica e que possuem diferentes papéis fisioldgicos na sensagéo
térmica, mecénica e quimica (FERNANDES, FERNANDES & KEEBLE, 2012). Por
esse motivo, sdo capazes de modular funcdes celulares, e adicionalmente, atuar como
integradores moleculares para varios estimulos nocivos (MORAN et al., 2011).

Canais TRP funcionais sao formados por 4 subunidades tetraméricas sendo
que a maior parte sdo homotetrameros, embora existam relatos na literatura sugerindo
também a formacdo heterotetramérica de canais TRP (MICKLE, SHEPHERD, &
MOHAPATRA, 2015).
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Cada subunidade do canal contém seis dominios transmembrana, com um
poro formado entre os dominios cinco e seis, e terminais intracelulares carboxi (C-) e
amino (N-), que contém repeticdes de anquirina que medeiam interacdes proteina-
proteina (JULIUS, 2013).

O primeiro TRP foi descoberto no ano de 1969, presente em uma mosca
(Drosophila melanogaster) na qual isolaram um fotorreceptor transportando mutacdes
no gene TRP que exibiu uma resposta transitoria apés a exposigéao a luz (O’NEILL et
al., 2012). Desde entdo, 28 isoformas mamiferas foram identificadas e classificadas
em seis diferentes subfamilias, a familia TRP canbnica (TRPC), TRP melastatina
(TRPM), TRP vaniléide (TRPV), TRP anquirina (TRPA), TRP policistina (TRPP) e TRP
mucolipina (TRPML) (NILIUS & SZALLASI, 2014).

Receptores TRPV séo divididos em 6 membros (TRPV1 a TRPV6). TRPV1
foi clonado no ano de 1997 a partir de culturas de neurdnios sensoriais do ganglio da
raiz dorsal de ratos e camundongos, e foi 0 primeiro membro da familia de receptores
vaniléides a ser caracterizado (CATERINA et al., 1997).

O receptor pode ser ativado diretamente pela capsaicina, principio ativo
presente nas espécies do género Capsicum, responsavel pelo sabor picante da
pimenta (MEOTTI, LEMOS DE ANDRADE & CALIXTO, 2014). Outros compostos
pungentes isolados de plantas também podem ativar o canal incluindo a
resiniferatoxina (RTX, principio ativo da Euphorbia resinifera), a piperina (isolado da
Piper nigrum ou Piper longum), o eugenol (isolado da Eugenia caryophyllata), a
canfora (isolado da Cinnamomum camphora), entre varios outros (para uma revisao
ver MEOTTI, LEMOS DE ANDRADE & CALIXTO, 2014).

Além dos compostos presentes em plantas, estimulos fisicos e quimicos sdo
capazes de ativar o TRPV1 incluindo pH baixo (<6,5) e temperatura nociva acima de
43°C. E ainda, agentes enddégenos que fazem parte de uma lista crescente também
sensibilizam e/ou ativam o receptor, podendo agir em conjunto para reduzir seu limiar
de ativacdo, tais como a bradicinina, fator de crescimento do nervo, anandamida,
metabdlitos do &cido araquiddnico como a N-araquidonoildopamina (NADA) e N-
oleoildopamina, produtos da acdo da enzima LOX como o 12-
hidroperoxieicosatetraenéico (12-HPETE) e o 15-HPETE, leucotrieno B4,
prostaglandinas, adenosina e ATP, procineticinas, poliaminas, espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (JIA & LEE, 2007; PINGLE,
MATTA & AHERN, 2007; SZALLASI et al., 2007).

Além dessas moléculas citadas acima, etanol, certos venenos e toxinas de
aranhas, medusa e cobras também se mostraram capazes de ativar diretamente o
receptor causando dor (TREVISANI et al., 2004; NILIUS & SZALLASI, 2014). Assim,
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por ser ativado por uma gama de estimulos, TRPV1 é frequentemente referido como

um sensor polimodal (Figura 3).

r— e it

o

I/.
A
/

P

4

I &2 w,
Q{”X/ ' ’ % (

S PKC
PKA

ATP
Calmodulina

FIGURA 3: Subunidades do receptor TRPV1 contendo dominios que podem ser
ativados, sensibilizados ou modulados por diferentes estimulos. Estes incluem locais
de acdo para capsaicina (pimenta) e ligantes vanildides relacionados, protons
extracelulares (representados pelo liméo), ou toxinas peptidicas de tarantula (aranha),
bem como regifes implicadas na modulacdo do canal por proteinas celulares e

segundos mensageiros citoplasmaticos (Figura modificada) (JULIUS, 2013).

Devido a sua natureza lipofilica, capsaicina, RTX e a maioria dos
endovanildides e endocanabindides citados anteriormente atravessam a membrana
celular facilmente, alcancando sitios de ligagdo no dominio citosélico do receptor e o
ativando do lado intracelular (VYKLICKY et al., 2008; MICKLE, SHEPHERD, &
MOHAPATRA, 2015).

Todavia, uma variedade de mediadores pro-inflamatérios citados (citocinas,
guimiocinas, fatores de crescimento, ATP, produtos do metabolismo lipidico, ROS,
RNS, neuropeptidios, entre outros) que sao frequentemente liberados durante
condicdes patoldgicas ou inflamatérias, modulam a atividade do TRPV1 indiretamente.
Estes atuam através da ativacdo inicial de seus proprios receptores expressos na

membrana plasmética de neurdnios sensoriais e que pertencem principalmente ao
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grupo de GPCRs e receptores do tipo tirosina quinase para fatores de crescimento,
gue conduzem a uma variedade de vias de sinalizacdo intracelulares resultando na
ativacdo de proteinas quinases A (PKA), PKC, proteinas quinase ativadas por
mitbgeno (MAPKSs), proteinas quinase dependentes de Ca®‘/calmodulina (CaMKS),
PLCB, PLCy entre varias outras (para revisdo ver JIA & LEE, 2007; MICKLE,
SHEPHERD, & MOHAPATRA, 2015).

Adicionalmente, tem sido sugerido que o PIP, enddgeno liga-se diretamente a
uma regido do dominio C-terminal TRPV1 exercendo uma inibigao constitutiva sobre o
canal. Entretanto, estudos apontam que essa inibicAo pode ser removida com a
ativacdo da via PLC, um mecanismo que parece ter um papel essencial na
sensibilizacdo do canal induzida por bradicinina (HUANG, ZHANG & MCNAUGHTON,
2006; ROHACS, THYAGARAJAN & LUKACS, 2008).

Receptores TRPV1 possuem uma distribuicdo tecidual diversificada e séo
expressos em terminais centrais e periféricos de fibras sensoriais de pequeno e médio
diametro, sendo a maioria fibras C e Ad. Esses receptores sao expressos em células
neuronais do ganglio da raiz dorsal, trigeminal, nodoso e vagal e também em células
ndo neuronais (células endoteliais, epiteliais uroteliais, queratindcitos, dentre outras)
(GEPPETTI, MATERAZZI & NICOLETTI, 2006).

Por atuar como integrador molecular para varios estimulos nocivos, seu
envolvimento em varias patologias vem sendo bastante estudado nos ultimos anos. De
fato, TRPV1 parece ser um alvo relevante em varias condi¢cdes patolégicas como na
hiperreflexia da bexiga, na dor de origem inflamatéria e neuropética, bem como em
patologias que acometem o trato gastrointestinal, o trato respiratério, o sistema
nervoso central, o sistema cardiovascular, além de estar envolvido em alguns casos
de dermatide de contato alérgica (MORAN et al., 2011; BISHNOI et al., 2015).

Estudos demonstram que esses receptores sao altamente expressos nessas
condi¢cBes patoldgicas e seu bloqueio ou ativagédo persistente do canal (que promove
dessensibilizagcdo) parece contribuir para a melhora desses quadros (para revisao ver
NILIUS et al., 2007).

Nas vias respiratérias dos mamiferos, a expresséo do TRPV1 ¢é
predominantemente localizada em subtipos de nervos aferentes sensoriais vagais,
apesar de sua presenga em outros tipo de células, como do musculo liso pulmonar,
epiteliais da traqueia e brénquios, epiteliais da laringe humana, endoteliais vasculares,
da glandula submucosa, bem como células dendriticas do pulmé&o, também ter sido
relatada (ROGERIO, ANDRADE & CALIXTO, 2011; RADRESA, BROWN & LAIRD,
2012).
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Estudos morfoldgicos revelaram que cerca de 75% das fibras aferentes vagais
que inervam as vias aéreas e pulmdes sdo do tipo C ndo mielinizadas de pequeno
didmetro. Empregando técnicas de imunofluorescéncia e microscopia confocal em
cobaias, pesquisadores reportaram que a maioria dessas fibras tipo C possui como
caracteristica distinta a coexpressdo funcional do receptor TRPV1 com certos
neuropeptidios em seus terminais sensoriais. Desse modo, a expressao do receptor
TRPV1 confere a essas fibras a capacidade de se ativar quando desafiadas com
capsaicina (LEE & GU, 2009; JIA & LEE, 2007; HO et al., 2001).

Fibras C peptidérgicas que expressam TRPV1 inervam a mucosa e submucosa
do nariz, faringe, laringe, traqueia, brénquio e ao longo dos pulmdes com seus corpos
celulares residindo nos ganglios nodoso e jugular do nervo vago intracraniano, € no
ganglio da raiz dorsal toracica (GRD) e se projetam para o nucleo do trato solitario
(NTS) no tronco cerebral (CANNING & SPINA, 2009; GRACE et al., 2013).

Em cobaias essas fibras estdo localizadas dentro do epitélio da traqueia, por
volta do musculo liso e vasos sanguineos, dentro das vias aéreas baixas, na
vizinhanga do brénquio e bronquiolos, e em volta do tecido alveolar (WATANABE et
al., 2005).

Alternativamente as fibras C e em condi¢cdes normais a expressdo do TRPV1
nas vias aéreas foi também descrita em um pequeno numero de fibras aferentes
vagais de outro subtipo, porém nao colocalizada com neuropeptidios em seus
terminais nervosos (WATANABE et al.,, 2006; WATANABE et al., 2008). Estas
parecem corresponder as fibras Ad intrapulmonares que terminam na mucosa
traqueal, conforme observado em um estudo in vitro demostrando sua capacidade de
ativacado apos o desafio com capsaicina (HO et al., 2001).

Adicionalmente, outro estudo sugeriu que o fenétipo de fibras subtipo Ad que
ndo expressam TRPV1 em condigBes normais pode ser alterado durante a inflamacéo
alérgica das vias respiratérias, fazendo com que a fibra expresse transientemente
TRPV1, bem como neuropeptidios (GEPPETTI, MATERAZZI & NICOLETTI, 2006;
GRACE et al., 2013).

Resumidamente, tanto em outros tecidos quanto nas vias aéreas, a ativacdo do
receptor TRPV1 expresso nessas terminagbes nervosas por Seus agonistas ou
ativadores endégenos promove a abertura do canal, permitindo o influxo de ions Na* e
Ca?" através de seu poro central, com uma alta permeabilidade ao Ca?*. Esse rapido
influxo de Na* e Ca?" através do receptor resulta em despolarizacdo do potencial de
membrana plasmaética neuronal, o que pode promover a abertura de canais de Ca’* e
Na" dependentes de voltagem e disparar potenciais de acdo (JIA & LEE, 2007;
VYKLICKY et al., 2008).



16

Em fibras sensoriais nervosas peptidérgicas, a ativacdo do receptor e a
geracdo destes potenciais de acdo induz a liberagdo de neuropeptidios sensoriais.
Sendo assim, a ativacdo do receptor nas vias aéreas contribui ndo somente com
respostas reflexas centrais, como tosse, broncoconstricdo, secre¢cdo de muco,
bradicardia e hipotensdo (mediadas através das vias eferentes do sistema nervoso
autbnomo), mas também promove respostas reflexas axonais locais decorrentes da
liberacdo de neuropeptidios de terminais nervosos periféricos e central (JIA & LEE,
2007; VYKLICKY et al., 2008).

Quando liberados, neuropeptideos como o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e as taquicininas (TKs) (substéancia P, neurocinina A e neurocinina
B) ativam seus receptores metabotrépicos CGRP e de TKs (NKi, NK, ou NKj),
respectivamente, expressos em células efetoras, causando broncoconstri¢cdo,
extravasamento de proteinas, edema e quimiotaxia de células inflamatérias. Estas
respostas inflamatérias locais sdo coletivamente referidas como inflamacéo
neurogénica (GEPPETTI, MATERAZZI & NICOLETTI, 2006; JIA & LEE, 2007; LEE &
GU, 2009).

Ainda em relacdo ao papel do receptor TRPV1, inUmeros estudos foram
realizados nos ultimos anos e sua participagdo nas vias aéreas tem sido amplamente
demonstrada e discutida. Evidéncias apontam o receptor TRPV1 como um mediador
importante na patogénese de doencas das vias aéreas, como na asma, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e tosse (JIA & LEE, 2007; GRACE et al., 2014).

A administracdo do agonista TRPV1 capsaicina tem sido empregada como
um estimulo irritativo eficaz de nervos sensoriais das vias aéreas em modelos
humanos e animais (FOX et al., 1996) para avaliar hipersensibilidade das vias
respiratorias a tosse e a broncoconstricdo em varias doencas respiratérias, incluindo
as citadas anteriormente (para uma revisdo ver GRACE et al., 2014). De fato, quando
aplicada na mucosa respiratéria humana, capsaicina pode desencadear reflexos de
tosse, broncoconstri¢cdo, espirros e secrecdo de muco (MORAN et al., 2011; KALINER
et al., 1994).

Em adicédo, pacientes com asma e DPOC frequentemente apresentam a
liberacdo de mediadores quimicos de células inflamatérias nos pulmdes (como
bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, proteinas catidnicas derivadas dos granulos
de eosindfilos, citocinas, proteases, entre outras), que podem sensibilizar e reduzir o
limiar de ativacéo do receptor TRPV1 (VELDHUIS et al., 2015; JIA & LEE, 2007).

Somando-se a isto, pesquisadores demonstraram que pacientes com tosse
cronica apresentaram uma maior expressdo de TRPV1 em nervos epiteliais das vias

aéreas e uma maior sensibilidade a tosse por capsaicina (GRONEBERG et al., 2004),
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bem como um aumento desse receptor no tecido ndo neuronal (musculatura lisa
brénquica) (MITCHELL et al., 2005), um fenébmeno também observado de maneira
acentuada no epitélio bronquico de individuos asmaticos e na mucosa nasal de
pacientes com rinite vasomotora (NILIUS & SZALLASI, 2014).

Em um modelo animal, cobaias submetidas a inflamagcédo alérgica
apresentaram um aumento da expressdo de TRPV1 em nervos aferentes sensoriais
que inervavam as vias respiratorias (WATANABE et al., 2008).

Portanto, tomados em conjunto, estes dados promovem forte evidéncia de
que a expressao deste canal pode ser regulada sob condi¢cdes patolégicas e que o
aumento de sua atividade pode ser a base da hipersensibilidade promovida na
vigéncia dessas condicbes (O’'NEILL et al., 2012).

Embora o envolvimento do receptor TRPV1 nos efeitos adversos observados
nas vias aéreas apoés o tratamento com IECA nao tenha sido estudado, alguns estudos
demonstraram que o tratamento agudo ou crénico com IECAs, por exemplo, enalapril
ou captopril, aumentou a tosse induzida por capsaicina em cobaias. Este efeito foi
diminuido através do bloqueio do receptor NK1 ou do receptor B,, indicando um
envolvimento de substancia P (SP) e de bradicinina nesse processo (TAKAHAMA et
al., 1996).

Sabe-se que a inibicdo da ECA diminui o metabolismo de bradicinina, e
dados da literatura tem demostrado uma relacdo entre TRPV1 e bradicinina. Kollarik &
Undem (2004), por exemplo, empregando camundongos com delecdo para TRPV1,
mostraram que o0 receptor ndo € obrigatério para ativacdo de fibras C
broncopulmonares vagais induzida por bradicinina, mas que este canal pode ter um
papel modulatério sobre este efeito.

Além disso, varios estudos demonstraram que a bradicinina através da
estimulacéo de seu receptor B,, via ativacdo da PKC, fosforila o canal e aumenta a
probabilidade de sua abertura (PREMKUMAR & AHERN, 2000). Ferreira, Da Silva &
Calixto (2004) demonstraram que a acdo nociceptiva causada pela bradicinina pode
ser mediada ndo s6 por uma ativacao direta dos neurbnios sensoriais, mas também
indiretamente, por meio da liberagdo de mediadores lipidicos que ativam e
sensibilizam TRPV1.

Adicionalmente, Grace et al. (2012) sugeriram que canais TRPV1 podem agir
como efetores comuns da resposta tussigena induzida por bradicinina. Estes autores
demonstraram que o antagonista seletivo do receptor capsazepina (CPZ) inibiu o
influxo de fons Ca* em neurdnios sensoriais vagais de ganglios isolados de cobaias, e
gue o antagonismo do mesmo receptor inibiu a tosse induzida por bradicinina em um

modelo de tosse com essa mesma espécie (GRACE et al., 2012).
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No entanto, de que maneira os IECA poderiam promover suas acdes nas
vias aéreas, via ativagdo do receptor TRPV1, ainda € uma questdo a ser esclarecida.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar se o receptor TRPV1
poderia estar envolvido no extravasamento plasmatico, uma caracteristica do
angioedema, induzido nas vias aéreas de ratos tratados de maneira aguda com IECA
e submetidos a ventilagdo mecéanica.

A compreensdo do mecanismo de acéo pelo qual o tratamento com IECAS
promovem efeitos adversos nas vias aéreas de ratos poderia ser extremamente

relevante para a terapia envolvendo esta classe de farmacos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento dos receptores B, de bradicinina e TRPV1 no
extravasamento plasmatico na traqueia e brénquio de ratos tratados de maneira aguda

com captopril.

2.1.1 Objetivos especificos

- Verificar se o tratamento agudo com captopril causa extravasamento plasmatico na
traqueia e brébnquio de ratos respirando espontaneamente ou mecanicamente e se o
pré-tratamento com antagonistas do receptor B, e TRPV1 promove a redugédo dessa

resposta.

- Verificar se o0s agonistas do receptor B, e TRPV1 causam extravasamento
plasmético na traqueia e brdnquio de ratos mecanicamente ventilados e se o pré-
tratamento com antagonistas dos respectivos receptores promove reducdo dessa

resposta.

- Analisar a participacdo de fibras sensiveis a capsaicina no extravasamento

plasmatico induzido pelo tratamento com capsaicina e captopril.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados ratos Rattus norvegicus, variedade
Wistar, machos, pesando entre 200-250g, mantidos a uma temperatura de 21 + 2 °C
sob um ciclo claro/escuro de 12 h, com comida e agua ad libitum (maximo de quatro
ratos alojados em grupo). Os procedimentos experimentais foram realizados apés a
aprovacdo dos protocolos pelo comité de ética local de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Parana (Protocolo n ° 800). Em todos os protocolos o0s
animais foram previamente anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com cetamina (50
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Um nimero minimo de animais (8 a 10) foi empregado
para a obtencdo de dados consistentes.

3.2 PROTOLOCO EXPERIMENTAL

3.2.1 Ventilagdo mecénica e artificial em ratos

A ventilagdo mecéanica em animais anestesiados foi realizada por meio de um
procedimento cirdrgico em que uma canula foi inserida na porgéo cervical da traqueia,
fixada com um fio de sutura e conectada a um ventilador mecanico (Ugo Basile Rodent
Ventilator 7025; 50 movimentos/min; 10 ml kg™; Ugo Basile, Comerio-Varese, Italia)
para respiragdo artificial dos animais com ar ambiente (Figura 4) (THOMAS &
WANSTALL, 2003; VALENTI et al., 2005). Em outra série de experimentos, ratos

anestesiados respirando espontaneamente também foram avaliados.
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Ventilador mecanico
Ugo Basile

FIGURA 4: Desenho esquematico do procedimento de ventilagdo artificial com ar
ambiente. Uma canula é inserida na traqueia, suturada e conectada ao ventilador
mecéanico (Ugo Basile Rodent Ventilator) de modo a ventilar o animal mecanicamente

(artificialmente) com ar em temperatura ambiente (figura modificada) (UGO BASILE).

3.2.2 Azul de Evans como marcador

Em nosso modelo a injecdo do corante azul de Evans (30 mg/kg) foi
administrada por via intravenosa (i.v.) na veia peniana e utilizada como marcador de
extravasamento plasmatico. Este corante quando injetado por via i.v. se liga a
proteinas plasmaticas e permanece na vasculatura. Entretanto, na ocorréncia de
extravasamento plasmatico ele extravasa para os tecidos, possibilitando a deteccéo e

quantificacéo deste efeito.

3.2.3 Extravasamento plasmatico induzido pelo captopril na traqueia e brénquio de

ratos respirando espontaneamente ou artificialmente ventilados

Para avaliacdo do efeito do IECA no extravasamento plasmatico nas vias
aéreas de ratos, captopril (1, 2,5 ou 5 mg/kg) (EMANUELI, et al., 1998) ou seu

respectivo veiculo foram administrados por via intravenosa (i.v.) na veia peniana de
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ratos anestesiados e submetidos a ventilagdo mecénica, um minuto apés a injecao i.v.
do corante azul de Evans (30 mg/kg).

A dose de 2,5 mg/kg, dose que causou extravasamento plasméatico em animais
mecanicamente ventilados, foi também avaliada em ratos que respiravam
espontaneamente.

Dez minutos apo6s a administracdo de captopril (BALUK et al., 1999), o torax
dos animais foi aberto e uma canula foi inserida no ventriculo esquerdo até a aorta
para realizacdo da perfusdo transcardiaca com cloreto de sédio (NaCl) 0,9%. O atrio
direito foi seccionado para promover a expulsdo do meio de perfuséo.

A tragqueia e o bronquio foram removidos, limpos de seus tecidos conectivos,
lavados, pesados e incubados em 1ml de formamida, mantidos por aproximadamente
24 horas em temperatura ambiente e no escuro (TREVISANI et al., 2004).

Em animais mecanicamente ventilados a traqueia foi seccionada abaixo do
local de insercdo da canula para evitar 0 extravasamento plasmatico induzido pelo
procedimento cirdrgico.

A quantidade de corante extraida foi mensurada em espectrofotbmetro (620
nm), interpolada em uma curva de diluicdo padrdo (0,1 — 30 pg/ml de azul de Evans
em formamida) e expressa em micrograma de corante por grama de tecido pesado
(ug/g) (CZIKORA et al.,, 2013). O protocolo esta resumidamente ilustrado abaixo
(Figura 5).

4 S

® corante Perfusdo :
azul de Evans i.v. transcardiaca
30malkg com salina Leitura 620nm
I v]r 1 min 10 min ~lr 24 h |
|
- Anestesia i.p. T
-RS ou RA
Captopril (CAP)i.v.

‘\.h
(1, 2,5 ou 5 mg/kg) 7 P
\ Veiculo (Vei) i.v. /

FIGURA 5: Representacdo esquematica do protocolo de extravasamento plasmatico

induzido pelo captopril na traqueia e bronquio de ratos respirando espontaneamente
ou artificialmente ventilados. i.p., intraperitoneal; i.v., intravenoso; RA, ratos

artificialmente ventilados; RS, ratos respirando espontaneamente.
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3.2.4 Extravasamento plasmatico induzido pela capsaicina e bradicinina na traqueia

e brénquio de ratos ventilados artificialmente

Para avaliar seus efeitos no extravasamento plasmético, capsaicina (1, 2,5 e 5
nmol/100 pl) (LUNDBERG & SARIA,1983), bradicinina (1, 10, 30 nmol/100 pl)
(LUNDBERG & SARIA,1983; ARAKAWA et al.,, 1992) ou seus respectivos veiculos
foram administrados por via intratraqueal (i.t.), um minuto apos a administragéo i.v. do
corante azul de Evans. Apds 15 minutos (ANDRE et al., 2008) foi realizada a perfus&o
transcardiaca para remocao da traqueia e brénquio e a quantidade de corante extraida

foi mensurada no dia seguinte conforme o procedimento descrito acima

3.2.5 Efeito do antagonista TRPV1l e do antagonista do receptor B, no
extravasamento plasmatico induzido por capsaicina e bradicinina na tragqueia e

brénquio de ratos ventilados artificialmente

Em outra série de experimentos, ratos anestesiados e mecanicamente
ventilados foram pré-tratados com o antagonista HOE (10 nmol/100 ul) (VALENTI et
al., 2005), CPZ (100 nmol/100 pl) (GEPPETTI et al., 1993; TREVISANI et al., 2005) ou
seus respectivos veiculos 15 minutos antes da administracédo i.v. do corante azul de
Evans (ANDRE et al., 2008).

Um minuto apés a administracdo do azul de Evans, em doses selecionadas
com base no experimento anterior, capsaicina (1 nmol/100 pl, i.t.), bradicinina (10
nmol/100 pl, i.t.) ou seus respectivos veiculos foram administrados e apds 15 minutos
(ANDRE et al., 2008) foi realizada a perfusio transcardiaca e a remog&o da traqueia e
brénquio para que a quantidade de corante extraida fosse mensurada no dia seguinte
como descrito anteriormente O protocolo esta resumidamente ilustrado abaixo (Figura
6).
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KCapsazepina (CPZ)i.t. \

(100 nmol/100 pl)
-Hoe 140 (HOE) i.t. s Corant
10 nmol/100 pl orante 3 3
Velculo (Vely ht, %l deEvans iy fdos o Ami de formam
1) L. 30 mg/kg tecidos e 1ml de formamida.

i l 15 min l1 min 15 min Jf 24h i
-Anestesia i.p. T Leiturae
-RA -Capsaicina (CPS)i.t. expressio

(1 nmol/100 pi) em ug/g
-Bradicinina (BK) i.t.

(10 nmol/100 pl)
\ -Veiculo (Vei) i.t. /

FIGURA 6: Representacdo esquematica do protocolo 3.2.5. i.p., intraperitoneal; i.t.,

intratraqueal; i.v., intravenoso; RA, ratos artificialmente ventilados.

3.2.6 Efeito do antagonista TRPV1l e do antagonista do receptor B, no
extravasamento plasmatico induzido pelo captopril na traqueia e brénquio de ratos

ventilados artificialmente

Com a finalidade de avaliar o papel dos receptores TRPV1l e B, no
extravasamento plasmatico induzido pelo captopril, ratos ventilados artificialmente
foram pré-tratados intratraquealmente com o antagonista seletivo TRPV1 CPZ (100
nmol/100 pl) (GEPPETTI et al., 1993; TREVISANI et al., 2005), com o antagonista
seletivo do receptor B, HOE (10 nmol/100 pl) (VALENTI et al., 2005), com a
coadministragdo de HOE (1 nmol/ 50 pl) mais CPZ (3 nmol/50 pl) (doses que per se
ndo causam inibicdo do extravasamento plasmatico) ou com seus respectivos
veiculos, 15 minutos antes da administragéo i.v. do corante azul de Evans.

Um minuto apés, captopril i.v. (2,5 mg/kg) foi administrado (EMANUELI et al.,
1998). Dez minutos ap0ds o tratamento foi realizada a perfuséo transcardiaca (BALUK
et al., 1999), permitindo a remocdo da traqueia e brénquio para mensurar a quantidade
do corante azul de Evans extraida apds 24 horas, conforme procedimento previamente

descrito. O protocolo estd resumidamente ilustrado abaixo (Figura 7).
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ﬁCapsazepina (CP2)i.t. \
(100 nmol/100 pl) ;

-Hoe 140 (HOE) i.t.
(10 nmol/100 pl)
-HOE+CPZi.t. -
(1 nmol/30 ul + 3 nmol/50 pl) # Corante Perfusdo, remogio dos
-Veiculo (Vei,) i.t. azul de Evans i.v. tecidos e incubagio em
30 mg/kg formamida.
i l 15 min l 1min 10 min l 24h i
-Anestesia i.p. T Leiturae
-RA -Captopril i.v. expressio

(2,5mg/kg) em uglg
\ -Veiculo (Vei) i.v. /

FIGURA 7: Representacdo esquematica do protocolo 3.2.6. i.p., intraperitoneal; i.t.,

intratraqueal; i.v., intravenoso; RA, ratos artificialmente ventilados.

3.2.7 Participagdo de neurbnios sensoriais que expressam TRPV1 no
extravasamento plasmatico induzido por capsaicina e captopril na traqueia e brénquio

de ratos artificialmente ventilados

Ratos Wistar neonatos (com 48 horas de vida) receberam uma injecéo
subcutanea (s.c.) de capsaicina (50 mg/kg) ou seu respectivo veiculo (etanol - Tween
80 - NaCl 0,9% na proporcao 1:1:8) como descrito previamente por Jancso, Kiraly &
Jancs6-Gabor (1977).

Para verificar se houve degeneracédo das fibras C expressando TRPV1, seis a
oito semanas apOs 0 tratamento neonatal com capsaicina, 0s animais foram
submetidos ao teste de limpeza do olho. Neste, administrou-se capsaicina (1 nmol/10
pl) no olho direito e contabilizou-se o nidmero de movimentos de limpeza ocular
observados durante cinco minutos (ROGERIO, ANDRADE & CALIXTO, 2011).

Animais adultos que limparam seus olhos com menos de 3 movimentos foram
considerados positivos para degeneracdo de fibras TRPV1 positivas e foram
anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via i.p. e mecanicamente
ventilados. Um minuto apés a injecd@o i.v. do corante azul de Evans os ratos foram
tratados com doses de capsaicina i.t. (1 nmol/100 pl) ou captopril i.v. (2,5 mg/kg)
previamente selecionadas. Quinze ou dez minutos apés a administracao de capsaicina
ou captopril, respectivamente, realizou-se o procedimento de perfusdo transcardiaca e

a traqueia e o brénquio foram removidos, possibilitando apds 24 horas em formamida
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a mensuracdo e quantificacdo da quantidade de corante extraida conforme protocolo

descrito anteriormente. O protocolo esta resumidamente ilustrado abaixo (Figura 8).

ﬁmais neonatos (48h) ‘.&EA‘ \

-Capsaicina (CPS des) s.c. G 3
(50 mg/kg) e t‘b
-Veiculo (Vei,) s.c. ¢ Corante Perfusio, remogio dos
o azul3doe Ev?kns L. tecidos e incubagao em
-;;l\estema L.p. my/kg formamida.

l 8 semanas ~|; J, 1.mi 15/10 min »I, 24h I
I T Leiturae

Teste de limpezado olho ~ -Capsaicinai.t. EZE:TE,S(’

Capsaicina instilada gar;)";g”p?i[; l:l)v
no olho direito (2,5 mglkg) i.v.

\ (1 nmol/10 pl) -Veiculo (Vei) /

FIGURA 8: Representacao esquematica do protocolo 3.2.7. i.p., intraperitoneal; i.t.,

intratraqueal; i.v., intravenoso; RA, ratos artificialmente ventilados; s.c., subcutaneo.

3.3 DROGAS E REAGENTES

Bradicinina, capsaicina, captopril, azul de Evans, HOE e CPZ foram adquiridos
da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. Cloridrato de cetamina (Quetamina®) foi
adquirido da Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinarios Ltda, SP, Brasil e o cloridrato
de xilazina (Xilazin®) da Syntec Ltda, SP, Brasil.

O dimetilsulfoxido (DMSO) P.A., a solugdo de formamida P.A. e o alcool etilico
absoluto 99,8% foram adquiridos da Neon Comercial Ltda, SP, Brasil. O NaCl P.A. foi
adquirido da Vetec quimica fina, RJ, Brasil.

O azul de Evans, bradicinina, captopril e HOE foram dissolvidos em NaCl 0,9%.
A solugdo de capsaicina administrada por via i.t. foi diluida em NaCl 0,9% contendo
0,5% de DMSO.

Para o experimento de degeneracdo de fibras C expressando TRPV1,
capsaicina foi diluida em 10% de etanol + 10% de Tween 80 + NaCl 0,9%. A CPZ foi
diluida em NaCl 0,9% contendo 10% de DMSO mais 5% de Tween 80. As solu¢fes

foram diluidas no dia do experimento.
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3.4  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como a média + erro padréo das médias (e.p.m.)
de oito a doze animais por grupo. A significancia estatistica entre os grupos foi
avaliada por meio de andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do pds-teste
de Student-Newman-Keuls. Em todas as analises valores de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO CAPTOPRIL NO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO NA
TRAQUEIA E BRONQUIO DE RATOS RESPIRANDO ESPONTANEAMENTE E
ARTIFICIALMENTE VENTILADOS

A administragédo de captopril i.v. (2,5 mg/kg), apos 10 minutos de sua injecao,
nAo causou extravasamento plasmatico significativo na traqueia (Figura 9A) e brénquio
(Figura 9B) de ratos que respiravam espontaneamente, quando comparado ao grupo
tratado com o veiculo de captopril.

No entanto, captopril (1, 2,5 e 5 mg/kg) promoveu um significativo aumento no
extravasamento plasmatico na traqueia (Figura 9A e 10A) e bronquio (Figura 9B e
10B) de ratos artificialmente ventilados, quando comparado ao grupo de animais
tratados com captopril e que respiravam espontaneamente (Figuras 9A e 9B) ou
guando comparado ao grupo de animais tratados com veiculo de captopril durante a

ventilagdo mecanica (Figuras 10A e 10B).
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FIGURA 10: Curva dose-resposta para o extravasamento plasmético induzido pelo
tratamento intravenoso (i.v.) com captopril na traqueia (A) e brénquio (B) de ratos
artificialmente ventilados. Ratos foram tratados com captopril (1, 2,5 ou 5 mg/kg, i.v.)
ou seu veiculo (Vei, i.v.) durante a ventilacdo artificial. Cada coluna representa a

média £ e.p.m. de 10 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo tratado com
veiculo (Vei).

Traqueia Bronquio
150 B) 80+
) 29 60- *
S 100 * §32
s i
3 g8 407
=2] =5 2
- 504 3 =
2 a2 204 ==
- - —
0d == | | | I 0- | |
Vei CAP Vei CAP Vei CAP Vei CAP
I I — | e —| e — |
Espontanea Artificial Espontanea Artificial
FIGURA 9: Efeito do tratamento intravenoso (i.v.) com captopril no extravasamento
plasmatico do corante azul de Evans na traqueia (A) e brénquio (B) de ratos
respirando espontaneamente (g) ou artificialmente (,). Ratos foram tratados com
captopril (CAP, 2,5 mg/kg, i.v.) ou seu veiculo (Vei, i.v.) durante a respiracédo
espontanea ou ventilacdo artificial. Cada coluna representa a média + e.p.m. de 8
animais por grupo. *P<0,05 comparado com o grupo tratado com captopril (CAP)
durante a respiracdo espontanea.
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4.2 EFEITO DA CAPSAICINA E BRADICININA NO EXTRAVASAMENTO
PLASMATICO NA TRAQUEIA E BRONQUIO DE RATOS ARTIFICIALMENTE
VENTILADOS

Capsaicina (1 — 5 nmol/100 pl) instilada intratraquealmente 15 minutos antes da
perfusdo transcardiaca aumentou significativamente o extravasamento plasmatico na
traqueia (Figura 11A) e bronquio (Figura 11B) de ratos artificialmente ventilados
quando comparado com o grupo tratado com seu veiculo i.t..

Semelhantemente, a administragdo de bradicinina (1 — 30 nmol/100 pl; i.t.) 15
minutos antes da perfusdo transcardiaca também causou extravasamento plasmatico
na traqueia (Figura 11C) e brdonquio (Figura 11D) de ratos mecanicamente ventilados.

As doses de 10 e 30 nmol/100 pl de bradicinina produziram um aumento
significativo no extravasamento de plasma quando comparado com ratos tratados com

0 seu veiculo i.t..
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FIGURA 11: Curvas dose-resposta para o extravasamento plasmatico causado pelo

Vei 1

tratamento intratraqueal (i.t.) com capsaicina ou bradicinina na traqueia (A,C) e
bronquio (B,D) de ratos sob ventilagdo mecéanica. Ratos artificialmente ventilados
foram tratados com capsaicina (1 — 5 nmol/100 pl, i.t.), bradicinina (1 — 30 nmol/100 ul,
i.t.), ou seus respectivos veiculos (Vei, i.t.). Cada coluna representa a média + e.p.m.

de 10 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo tratado com veiculo (Vei).

4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRATRAQUEAL DOS ANTAGONISTAS DO
RECEPTOR TRPV1 E B, NO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO INDUZIDO PELA
CAPSAICINA E BRADICININA NA TRAQUEIA E BRONQUIO DE RATOS
ARTIFICIALMENTE VENTILADOS

O aumento no extravasamento plasmatico induzido pela capsaicina (1
nmol/100 pl, i.t.) na traqueia (104,8 + 8,6 ug/g) e brénquio (97,4 + 5,6 pg/g) de ratos
anestesiados e mecanicamente ventilados foi significativamente reduzido pelo preé-
tratamento, 15 minutos antes, com CPZ (100 nmol/100 pl, i.t.) na traqueia (54,7 + 6,5

*
*

| -

J 1 1l
10 30
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Mg/g; Figura 12A) e brénquio (61,5 £+ 9,6 ug/g; Figura 12B) de ratos quando comparado
com o grupo de animais pré-tratados com o veiculo do antagonista CPZ.

Adicionalmente, o extravasamento plasmético induzido pela instilacdo de
bradicinina (10 nmol/100 ul, i.t.) na traqueia (80,9 + 16 pg/g) e brénquio (52,7 = 7,6
Hg/g) de ratos retornou aos valores basais de extravasamento ap0s o pré-tratamento,
15 minutos antes, com HOE (10 nmol/100 pl, i.t.) na traqueia (16,4 + 4,1 pg/g; Figura
13A) e bronquio (17 + 0,8 pg/g; Figura 13B) de ratos mecanicamente ventilados
guando comparados com animais pré-tratados com o veiculo do antagonista HOE.

Interessantemente, o extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pela
bradicinina na traqueia (50,3 + 5,9 pg/g) e brénquio (81,3 £ 11,4 pg/g) dos animais foi
também significativamente reduzido pelo pré-tratamento com CPZ (100 nmol/100 pl,
i.t.) na traqueia (28,3 * 4,2 ug/g; Figura 13C) e brénquio (48,1 + 5,8 ug/g; Figura 13D)
quando comparado com o grupo de animais pré-tratados com o veiculo deste
antagonista.

Traqueia Bronquio
Capsaicina
(1 nmol/100 ul, i.t.) Capsaicina
150- 1 B) 150+ (1 nmol/100 pl, i.t.)
1
— # —
3 23 #
‘5 1004 c 'G5 100+
o} > Q
r: W *
o S35
o =
. a g i i
2 % =
. | . of 1
Vei Vei, CPZ Vei Veiy, CPZ

FIGURA 12: Efeito do pré-tratamento intratraqueal (i.t.) com o antagonista seletivo do
receptor TRPV1 capsazepina no extravasamento plasmatico induzido pela instilagéo
intratraqueal de capsaicina na traqueia (A) e brénquio (B) de ratos artificialmente
ventilados. Ratos sob ventilagdo mecénica foram pré-tratados com capsazepina (CPZ,
100 nmol/100 pl, i.t) ou seu veiculo (Vei;, i.t.) 15 minutos antes da instilagdo de
capsaicina (CPS, 1 nmol/100 pl, i.t.). Cada coluna representa a média * e.p.m. de 10
animais por grupo. *P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com veiculo do
antagonista (Vei,). "P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com o veiculo 15
minutos antes da instilagdo do veiculo de capsaicina (Vei).
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FIGURA 13: Efeito do pré-tratamento intratraqueal (i.t.) com antagonista seletivo do

receptor B, Hoe 140 ou com o antagonista seletivo do receptor TRPV1 capsazepina

no extravasamento plasmatico induzido pela instilacao intratraqueal de bradicinina na

traqueia (A,C) e brénquio (B,D) de ratos artificialmente ventilados. Ratos artificialmente
ventilados foram pré-tratados com Hoe 140 (HOE, 10 nmol/100 pl, i.t.), capsazepina

(CPZ,100 nmol/100 ul, i.t.) ou seus respectivos veiculos (Veiy, i.t.) 15 minutos antes do
tratamento com bradicinina (BK, 10 nmol/100 pl, i.t.). Cada coluna representa a média

+ e.p.m. de 10 animais por grupo. *P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com

veiculo (Vei,). “P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com veiculo 15 minutos
antes da instilacdo do veiculo de bradicinina (Vei).
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4.4 EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRATRAQUEAL DOS ANTAGONISTAS
DO RECEPTOR TRPV1 E B, NO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO INDUZIDO
PELO CAPTOPRIL NA TRAQUEIA E BRONQUIO DE RATOS ARTIFICIALMENTE
VENTILADOS

A administracdo de captopril (2,5 mg/kg, i.v.) produziu um aumento do
extravasamento plasmatico na traqueia (57,8 + 9,8 ug/g) e brénquio (47,8 = 6,6 ug/g)
de ratos mecanicamente ventilados. O extravasamento induzido por captopril retornou
a valores basais apds o pré-tratamento com HOE (10 nmol/100 ul, i.t.) na traqueia
(23,9 £ 4,5 pg/g; Figura 14A) e foi significativamente reduzido no brénquio (28 + 3,2
ug/g; Figura 14B), quando comparado com animais que foram pré-tratados com o
veiculo deste antagonista.

Adicionalmente, o extravasamento plasmatico induzido pelo captopril (2,5
mg/kg, i.t) na traqueia (77,2 + 14,6 ug/g) e bronquio (53,4 = 6 ug/g) de animais
mecanicamente ventilados foi eficazmente reduzido pelo pré-tratamento i.t.,, 15
minutos antes, com CPZ (100 nmol/100 ul, i.t.) na traqueia (34,4 + 3,7 ug/g; Figura
14C) e bronquio (28 *+ 3 ug/g; Figura 14D) quando comparado com o grupo de animais

pré-tratados com o veiculo deste antagonista.
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FIGURA 14: Efeito do pré-tratamento intratraqueal (i.t.) com o antagonista do receptor
B, Hoe 140 ou com o antagonista do receptor TRPV1 capsazepina no extravasamento
plasmatico induzido pelo tratamento agudo com captopril na traqueia (A,C) e brénquio
(B,D) de ratos artificialmente ventilados. Ratos sob ventilagdo mecénica foram pré-
tratados com Hoe 140 (HOE, 10 nmol/100 yl, i.t.), capsazepina (CPZ, 100 nmol/100 pl,
i.t.) ou seus respectivos veiculos (Vei;, i.t.) 15 minutos antes do tratamento com
captopril (CAP, 2,5 mg/kg, i.v.) Cada coluna representa a média + e.p.m. de 10
animais por grupo, *P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com o veiculo do
antagonista (Vei;). "P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com veiculo do
antagonista 15 minutos antes da inje¢@o do veiculo do captopril (Vei).
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4.5 EFEITOS DA COADMINISTRACAO INTRATRAQUEAL DOS ANTAGONISTAS
DO RECEPTOR DE BRADICININA B, E TRPV1 EM BAIXAS DOSES NO
EXTRAVASAMENTO PLASMATICO INDUZIDO PELO IECA NAS VIAS AEREAS

O extravasamento plasmatico induzido pelo captopril na traqueia (96,7 + 9,4
pg/g) e brénquio (54,7 + 6 pug/g) de ratos mecanicamente ventilados foi
significativamente reduzido na traqueia (33,3 £ 5,8 pg/g; Figura 15A) e brénquio (25,8
+ 3,5 pg/g; Figura 15B) pelo pré-tratamento com a coadministracdo i.t. de CPZ (3
nmol/50 pl, i.t.) e HOE (1 nmol/50 pl, i.t.) (doses que per se foram incapazes de
promover uma resposta inibitéria) quando comparado com o grupo pré-tratado com

seus respectivos veiculos.
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FIGURA 15: Efeito do pré-tratamento intratraqueal (i.t.) com a coadministracdo de
baixas doses dos antagonistas Hoe 140 e capsazepina no extravasamento plasmatico
induzido pelo tratamento agudo com captopril na traqueia (A) e brénquio (B) de ratos
artificialmente ventilados. Animais sob ventilacdo mecénica foram pré-tratados com
baixas doses de Hoe 140 (HOE, 1 nmol/100 pl) e capsazepina (CPZ, 3 nmol/100 pl)
isoladamente, em associacdo (HOE+CPZ, 1 nmol/50 pl mais 3 nmol/50 pl, i.t.
respectivamente) ou com seus respectivos veiculos (Veiy, i.t.) 15 minutos antes do
tratamento com captopril (CAP, 2,5 mg/kg, i.v.). Cada coluna representa a média +
e.p.m. de 10 animais por grupo. *P<0,05 comparado com o grupo pré-tratado com o
veiculo dos antagonistas (Vei;). "P<0.05 comparado com o grupo pré-tratado com

veiculo dos antagonistas 15 minutos antes da inje¢éo do veiculo do captopril (Vei).
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4.6 EFEITOS DA DEGENERACAO DE NEURONIOS SENSORIAIS QUE
EXPRESSAM TRPV1 NO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO INDUZIDO PELA
CAPSAICINA E CAPTOPRIL NA TRAQUEIA E BRONQUIO DE RATOS
ARTIFICIALMENTE VENTILADOS

Os resultados demonstraram que o extravasamento plasmético induzido pela
capsaicina (1 nmol/100 pl, i.t.) foi abolido na traqueia (0,28 + 0,2 pg/g; Figura 16A) e
retornou aos valores basais no brénquio (12,6 + 6,4 ug/g; Figura 16B) em animais
adultos sob ventilagdo mecanica e que foram submetidos ao tratamento com
capsaicina (50 mg/kg, s.c.) no periodo neonatal, quando comparado com o grupo de
animais pré-tratados com o veiculo de capsaicina no periodo neonatal (120,7 + 16
Kg/g na traqueia e 63,6 £ 4,6 ug/g no brénquio).

Além disso, o0 aumento do extravasamento plasmatico induzido pelo captopril
(2,5 mg/kg, i.v.) retornou aos valores basais na traqueia (20,7 £ 5,3 ug/g; Figura 16C)
e brénquio (18,7 + 3 pg/g; Figura 16D) de ratos mecanicamente ventilados que foram
pré-tratados no periodo neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) quando comparado
com ratos pré-tratados com o veiculo de capsaicina no periodo neonatal (99,4 + 22

Kg/g na traqueia e 45,7 £ 11 ug/g no brénquio).
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FIGURA 16: Efeito da degeneracdo de neurbnios sensoriais que expressam o receptor

TRPV1 no extravasamento plasmatico induzido pela instilacdo intratraqueal de

capsaicina ou pelo tratamento agudo com captopril na traqueia (A,C) e brénquio (B,D)

de ratos artificialmente ventilados. Ratos pré-tratados com uma injecédo subcuténea de

capsaicina em alta dose (CPS deg, 50 mg/kg, s.c.) ou seu veiculo (Veiy, s.c.) durante o

periodo neonatal, apés oito semanas, foram submetidos a ventilacdo artificial e
tratados com capsaicina (CPS, 1 nmol/100 pl, i.t.) ou captopril (CAP, 2,5 mg/kg, i.v.).

Cada coluna representa a média + e.p.m. de 8 animais por grupo. *P<0,05 comparado

ao grupo pré-tratado com veiculo durante o periodo neonatal (Vei;). *P<0.05

comparado ao grupo pré-tratado com veiculo durante o periodo neonatal, oito

semanas antes da inje¢céo do veiculo de captopril (Vei).
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5. DISCUSSAO

Diretrizes recentes (2013-2014) para o gerenciamento da hipertensdo revelam
que os IECAs ainda sdo recomendados como farmacos de primeira escolha no
tratamento da hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, disfunc@o sistélica do
ventriculo esquerdo, pés-infarto do miocérdio, e para retardar a progressdo do
diabetes tipo 1 e 2 e a nefropatia ndo diabética (ACHARYA et al., 2003; REGOLI &
GOBEIL, 2015).

Os efeitos terapéuticos dos IECAs dependem em grande parte do bloqueio do
SRAA. No entanto, o aumento dos niveis plasmaticos de cininas também pode
contribuir com efeitos cardiovasculares adicionais. Autores relataram que 0s niveis
plasméticos de bradicinina aumentam durante o tratamento com IECAs devido a
diminuicdo do seu metabolismo por inibicdo da ECA (BERNSTEIN et al., 2013). De
fato, Cugno et al. (2005) demonstraram que o tratamento cronico com IECAs em
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva aumentou os niveis plasméaticos de
bradicinina.

Assim, a bradicinina, por sua vez, pode exercer varias a¢ées de prote¢do no
endotélio, como vasodilatagdo, a prevencdo da formacdo de trombos e,
possivelmente, de placas ateroscleréticas (REGOLI & GOBEIL, 2015). Esses efeitos
adicionais melhoram o prognostico dos pacientes e diferenciam os IECAs dos demais
anti-hipertensivos disponiveis no mercado, como por exemplo, dos bloqueadores do
receptor de angiotensina (ARBs), embora fossem, por muitos anos, considerados
intercambiaveis por inibirem 0 SRAA (SATO & FUKUDA, 2015).

Portanto, IECAs destacam-se por serem 0s Unicos anti-hipertensivos capazes
de reduzir propriamente o desbalanco entre 0 SRAA e o sistema calicreina-cininas,
restaurando a homeostasia cardiovascular 6tima e reduzindo significativamente a
morbidade e o risco das varias causas de mortalidade nos individuos afetados pela
hipertensédo e outras doencas cardiacas (REGOLI & GOBEIL, 2015).

Por outro lado, este aumento nos niveis de bradicinina também parece estar
envolvido no mecanismo dos efeitos adversos, como tosse seca nao produtiva e
angioedema, reportados por pacientes que fazem o uso IECAs, e que estdo
frequentemente relacionados com uma baixa adesédo a terapia. Embora o mecanismo
protetor e benéfico da bradicinina no sistema cardiovascular esteja bem documentado,
0 mecanismo exato pelo qual bradicinina promove esses efeitos adversos, apos o
tratamento com IECAs, ndo est4d completamente elucidado (FOX et al., 1996;
TAKAHAMA et al., 1996; EMANUELI et al., 1998).
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Evidéncias apontam que bradicinina, por ser um notdrio agente pro-
inflamatdrio, pode através de suas acdes resultantes de interacdes complexas entre o
seu receptor B, e mecanismos moleculares adicionais, acentuar reacdes defensivas
nas vias aéreas (MAURER et al., 2011; REGOLI, PLANTE & GOBEIL, 2012).

Além disso, em fibras aferentes primérias vagais peptidérgicas das vias aéreas,
receptores B, podem estar coexpressos e aumentar a probabilidade de abertura de
receptores TRPV1 (VELDHUIS et al., 2015), canais de cations ndo seletivos que tem
sido extensivamente investigados na regulagdo das fungBes das vias aéreas em
condi¢Bes normais e patofisioldgicas.

Nesse sentido, utilizando um modelo animal de extravasamento plasmatico, um
importante componente do processo inflamatério e angioedema, investigou-se se o
receptor TRPV1 estaria envolvido no mecanismo pelo qual captopril induz este efeito
na traqueia e brénquio de ratos.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a administragédo
intravenosa de captopril, ap6s 10 minutos, ndo causou extravasamento plasmatico na
traqueia e brdonquio de ratos que respiravam espontaneamente. No entanto,
curiosamente, observou-se que houve um significativo aumento no extravasamento
plasmético na traqueia e brébnquio de ratos mecanicamente ventilados apés a
administracao de captopril.

O protocolo utilizado em nosso modelo para ratos respirando espontaneamente
foi 0 mesmo empregado por Baluk e colaboradores (1999). Porém, nossos resultados
obtidos com ratos respirando espontaneamente diferiram dos obtidos por estes
autores. Baluk et al. (1999) demonstraram que 10 minutos apds a administracao de
captopril ocorreu um significativo aumento do extravasamento do corante azul de
Evans na traqueia de camundongos que respiravam espontaneamente. Esses
resultados aparentemente contraditérios poderiam ser explicados pelo fato de que os
autores utilizaram camundongos C57BL/6 isentos de agentes patogénicos, engquanto
no presente estudo utilizou-se ratos da variedade Wistar. Assim, ndo se pode
descartar a possibilidade de que essa linhagem de camundongos livres de patdgenos
ser mais sensivel a responder a alteracbes como, por exemplo, ao aumento da
permeabilidade vascular induzida por captopril quando comparado com ratos Wistar.

Por outro lado, Emanueli et al. (1998) relataram que o tratamento com
captopril, ap6s 10 minutos, ndo induziu extravasamento plasmatico na traqueia de
camundongos que respiravam espontaneamente. Esses dados estdo em
conformidade com os resultados obtidos no presente estudo. No trabalho de
Emanuelli et al., (1998) os autores observaram que o tempo foi um fator determinante

para promover um aumento do extravasamento plasmatico. De fato, eles observaram
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um aumento no extravasamento plasméatico somente 15 ou 30 minutos apés a
administracédo de captopril, sugerindo que esse efeito do IECA seja dependente do
tempo, provavelmente devido a um ou mais peptideos que se acumulam no plasma
e/ou tecido (EMANUELI et al., 1998). Entretanto, em nossos experimentos o fator
determinante para o tratamento com captopril, apdés 10 minutos, induzir um
significativo aumento do extravasamento plasmatico na traqueia e brénquio de ratos
foi a ventilagdo mecanica.

Assim, a associagdo de captopril com a ventilagdo mecénica foi crucial para
provocar extravasamento plasmatico em nosso modelo, uma vez que, confirmando
nossa hipétese, o extravasamento plasmatico foi observado somente em ratos
ventilados mecanicamente e ap6s o tratamento com captopril, mas ndo apds o
tratamento com seu respectivo veiculo.

Sendo assim, é possivel sugerir que, sob essas condi¢des, a administracéo de
captopril, apés 10 minutos, incapaz de causar extravasamento plasmatico em ratos
que respiravam espontaneamente, estaria inibindo a ECA e aumentando os niveis
plasméticos de bradicinina, capaz de sensibilizar canais em neurdnios sensoriais.

Dados da literatura tem demonstrado que o receptor TRPV1 pode ser
experimentalmente ativado por varios estimulos, incluindo estimulos mecéanico ou
quimico (TAKEMURA et al., 2008). Adicionalmente, esta bem estabelecido que uma
grande variedade de mediadores pré-inflamatérios (prostaglandina E, e bradicinina,
por exemplo) e fatores de crescimento liberados durante processos inflamatorios, por
ativar seus respectivos receptores expressos em fibras nervosas sensoriais, podem
promover a sensibilizacdo do canal TRPV1, principalmente por meio da ativacdo de
proteinas quinases capazes de fosforilar o receptor (PKA, PKC, MAPKs entre outras)
(BHAVE et al., 2003; MICKLE, SHEPHERD, & MOHAPATRA, 2015).

Assim, quando sensibilizado, o limiar de ativagdo do canal TRPV1 diminui e a
probabilidade de sua abertura aumenta, contribuindo para a transducéo da sinalizagcéo
nociva de estimulos normalmente in6cuos, 0 que pode, por exemplo, causar uma
ativagdo constitutiva do canal a temperaturas fisiolégicas, ou potencializar o efeito de
estimulos quimicos, fisicos, térmicos ou mecanicos (SUGIURA et al., 2002; ADCOCK,
2009).

De fato, por meio de estudos in vitro, autores demonstraram que a
sensibilizag&o do receptor reduziu seu limiar de ativagéo ao calor de uma temperatura
de 42°C para 34°C, o que pode fazer com que estimulos térmicos ndo nocivos (como a
temperatura corporal) tornem-se capazes de ativa-lo. E ainda, autores relataram que a
ativacdo do receptor TRPV1 por acdo de protons, capsaicina ou anandamida foi
potencializada em canais previamente fosforilados (PREMKUMAR & AHERN, 2000;
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TOMINAGA, WADA & MASU, 2001; VELLANI et al., 2001; SUGIURA et al., 2002;
TREVISANI et al., 2002).

Por esse motivo, o receptor TRPV1 pode agir como um amplificador molecular
em neurdnios sensoriais e sua sensibilizacdo estar envolvida na ocorréncia de
hiperalgesia na dor cronica e de hiperresponsividade nas vias aéreas (ADCOCK,
2009).

Uma vez que autores demonstraram que IECAs, como por exemplo, o
captopril, aumentam os niveis plasmaticos de bradicinina (BERNSTEIN et al., 2013) e
gue bradicinina pode sensibilizar o receptor TRPV1, aumentando a probabilidade de
abertura desse canal (HWANG et al., 2000), é possivel sugerir que captopril, em uma
dose que nao causa extravasamento plasmatico nas vias aéreas de ratos respirando
espontaneamente, pode ser capaz de sensibilizar o receptor TRPV1. Assim, o canal
sensibilizado poderia responder a varios estimulos incluindo, possivelmente, o
estimulo mecéanico produzido por meio da ventilagdo artificial.

Nesse sentido, HSU et al. (2009) demonstraram em seu estudo que a infusao
de NADA, um agonista endégeno do receptor TRPV1 e de receptores canabindides do
tipo CB1, induz um efeito potencializador ndo especifico sobre a sensibilidade a
estimulagcdo mecanica induzida por inflagdo dos pulmdes em fibras aferentes vagais
pulmonares sensiveis a capsaicina de ratos mecanicamente ventilados, um efeito
mediado através da ativa¢éo do receptor TRPV1.

De fato, apesar do receptor TRPV1 ser um canal que responde mais a
estimulos térmicos e quimicos algumas evidéncias relataram o papel do receptor
TRPV1 para a mecanossensibilidade, especialmente nas visceras, participando da
deteccdo de estimulos mecanicos nocivos (estiramento) na parede do célon (JONES,
XU & GEBHART, 2005), do controle da resposta do urotélio da bexiga ao estiramento
(DALY et al., 2007) ou, ainda, como mecanoreceptores nos rins de ratos (FENG et al.,
2008).

Adicionalmente, confirmando que a bradicinina pode sensibilizar o receptor
TRPV1 e promover extravasamento plasmatico nas vias aéreas de ratos, mostrou-se
primeiramente que a capsaicina, como esperado, causou extravasamento plasmatico
nas vias aéreas de ratos ventilados artificialmente, um efeito que foi inibido pelo pré-
tratamento com CPZ. Além disso, foi observado que bradicinina também causou
extravasamento plasmético do corante azul de Evans na traqueia e brénquio de
animais mecanicamente ventilados.

Este efeito, como esperado, foi inibido pelo pré-tratamento i.t. com o
antagonista seletivo do receptor B, HOE. Contudo, interessantemente no presente

modelo, o extravasamento plasmético induzido por bradicinina foi também inibido pelo
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pré-tratamento i.t. com CPZ. Sendo assim, esses dados sugerem que no NOSSO
modelo experimental o extravasamento plasméatico induzido por bradicinina pode
ocorrer através da ativacao indireta do receptor TRPV1 via receptor B,.

Estes resultados estdo em perfeita concordancia com estudos prévios que
demonstraram a bradicinina promove efeitos nas vias aéreas de murinos de maneira
dose-dependente diretamente via receptor B, (ARAKAWA et al., 1992; VALENTI et al,
2005), tais como broncoconstricdo (TRAMONTANA et al, 2001), sensibilidade dos
aferentes das vias aéreas (HUANG et al., 1999. ), reflexo de tosse (FOX et al., 1996) e
extravasamento de plasma (SARIA et al., 1983), bem como tosse e broncoconstricdo
quando inalada por pacientes asmaticos (GAMA LANDGRAF et al., 2004; VALENTI et
al., 2005).

A ativacdo do receptor B, constitutivo medeia as principais acgdes
farmacologicas da bradicinina nas vias aéreas, uma vez que altas concentragfes de
bradicinina sdo requeridas para a ativacdo do receptor B;, que tem preferéncia por
seus metabdlitos des-Arg e estdo presentes em baixos niveis (ou ausentes) em
tecidos normais, apesar de serem rapidamente sintetizados nas vias aéreas e outros
tecidos durante processos inflamatérios. Em adi¢éo, bradicinina pode promover seus
efeitos por meio de mecanismos indiretos envolvendo a liberagdo de metabdlitos do
acido araquiddnico (CALIXTO et al., 2000; MOREAU et al., 2005; RHALEB, YANG &
CARRETERO, 2011).

Além disso, muitos estudos demonstraram que a bradicinina pode sensibilizar e
ativar outros receptores, por exemplo, aumentar a probabilidade de abertura do
receptor TRPV1, envolvido em uma variedade de processos sensoriais (PETHO &
REEH, 2012; JULIUS, 2013).

Kollarik e Undem (2004) relataram por meio de experimentos realizados em
camundongos com delecdo do receptor TRPV1, que este canal possui um papel
modulatério sobre a ativagdo de fibras C broncopulmonares vagais induzida por
bradicinina. E ainda, reforcando essa interacdo, achados da literatura demonstraram
que bradicinina possui a habilidade de sensibilizar o receptor TRPV1 em fibras C
aferentes isoladas das vias aéreas de cobaias (FOX et al., 1996; GRACE et al., 2012).

A modulagéo do receptor TRPV1 por bradicinina pode ocorrer via ativagdo do
seu receptor B,, acoplado a diferentes tipos de proteinas G, promovendo a ativagédo da
enzima PLCR, que hidrolisa o fosfolipideo de membrana PIP,, aumentando os niveis
dos segundo mensageiros, IP; e DAG (CHUANG et al.,, 2001) e proporcionando a
ativacdo de isoformas especificas de PKC que fosforilam e estimulam o canal
(PREMKUMAR & AHERN, 2000).
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Adicionalmente, a ativacdo do receptor B, por bradicinina é capaz de estimular
a liberacdo de acido araquiddnico, que por acdo da enzima LOX é convertido em
mediadores lipidicos, por exemplo, 12 e 15-HPETES, capazes de ativar diretamento o
receptor do lado citoplasmatico (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; PETHO & REEH,
2012). Assim, a bradicinina por meio destas vias de transdugao de sinal, envolvendo a
ativacdo da PKC e a mobilizacdo de acido araquidénico, pode finalmente convergir
para um objetivo em comum, por exemplo, o receptor TRPV1.

Corroborando nossos resultados, autores também demonstraram que CPZ
inibiu a descarga de potencial de agéo induzida por bradicinina em fibras C traqueais
de cobaias (CARR et al., 2003) e que bradicinina in vivo produz nocicep¢cdo mediante
estimulacdo do receptor TRPV1 em camundongos (FERREIRA, DA SILVA &
CALIXTO, 2004).

Recentemente, Grace e colaboradores (2012) também demonstraram que a
resposta tussigena induzida por bradicinina em um modelo de tosse em cobaias foi
parcialmente inibida pelo pré-tratamento com um antagonista do receptor TRPV1 e
Mistry et al. (2014) também evidenciaram um aumento da expressao de RNAm TRPV1
em uma cultura de neurbnios sensoriais primarios de ratos, bem como uma
significante responsividade apds a exposicdo de bradicinina in vitro. Assim, com base
nas evidéncias reportadas acima e nos presentes resultados, é possivel postular uma
clara interaco entre o receptor TRPV1 e o receptor B..

Frente a essas consideracfes, se hipotetizou que alguns efeitos adversos nas
vias aéreas promovidos durante o tratamento com IECA, poderiam ocorrer por uma
interacdo entre o receptor TRPV1 e a ativacéo de receptores B,, em virtude da inibicdo
da degradacéo da bradicinina alcancada com a inibicdo da ECA.

Interessantemente, os resultados do presente estudo demonstraram que o
extravasamento plasmatico induzido por captopril na traqueia e brénquio de ratos
artificialmente ventilados foi inibido por HOE. Estes achados corroboram com dados
anteriores apresentados por Emanueli et al. (1998), que demonstraram que 0 pré-
tratamento com HOE ou com o antagonista do receptor de taquicininas NK1 SR
140333 inibiu significativamente o aumento do extravasamento plasmético induzido
por captopril em camundongos.

Os autores também demonstraram a auséncia do extravasamento plasmatico
induzido por captopril em camundongos com delecdo genética do receptor B,, e
adicionalmente, que o aumento do extravasamento plasmatico e a vasodilatacdo
produzidos pela administracdo aguda de captopril ocorrem por mecanismos distintos
(EMANUELI et al, 1998). Na verdade, eles mostraram que HOE inibiu o

extravasamento de plasma, mas falhou em reduzir a hipotenséo induzida por captopril,
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sugerindo que o aumento dos niveis de cininas promove um aumento na
permeabilidade vascular, mas ndo desempenha um papel importante na resposta
vasodilatadora para o captopril (EMANUELI et al., 1998).

Na mesma direcdo, um estudo recente demonstrou que pacientes acometidos
por angioedema associado ao tratamento com IECA recuperaram a fungéo normal de
suas vias aéreas por meio da administracdo de uma Unica inje¢cdo subcutdnea do
antagonista do receptor B, HOE (BAS et al., 2010).

Em relac@o ao envolvimento do receptor TRPV1 no extravasamento plasmatico
induzido pelo captopril, observou-se que o pré-tratamento com CPZ e a
coadministracdo de HOE mais CPZ em doses que per se ndo causam efeitos
inibitérios, inibiu significativamente o extravasamento plasmatico induzido pelo
tratamento agudo com captopril em ratos mecanicamente ventilados. Esses resultados
sugerem fortemente um novo mecanismo pelo qual IECAs podem induzir
extravasamento plasmatico nas vias aéreas de ratos e fornecem evidéncias que o
extravasamento plasmatico induzido por captoprii em ratos que respiravam
artificialmente pode ter ocorrido, pelo bloqueio da ECA que por sua vez promoveu o
aumento dos niveis de bradicinina, resultando em sensibilizag&do do receptor TRPV1.

Assim, hipotetizou-se que a sensibilizagdo do receptor TRPV1 apos o
tratamento com captopril poderia causar um estado de hipersensibilidade nas vias
aéreas dos animais e reduzir o limiar de ativacdo do canal para a ventilagdo mecénica,
devido a ativacao do receptor B, por bradicinina. Desse modo, a ativacdo do receptor
contribuiria com a promocéao de respostas reflexas mediadas centralmente, e também
com reflexos axonais locais mediante a liberacdo de neuropeptidios sensoriais de
terminais sensoriais, como SP, CGRP e neurocinina A, que podem ocasionar
inflamag&o neurogénica, um evento caracterizado por extravasamento plasmatico e
vasodilatacdo (GEPPETTI, MATERAZZI & NICOLETTI, 2006; LIN et al., 2014).

Confirmando nossa hipétese e os dados obtidos através do bloqueio
farmacologico com antagonista CPZ, o tratamento com uma alta dose de capsaicina
em ratos neonatos, induzindo neurodegeneracdo de nervos sensoriais que expressam
TRPs como o receptor TRPV1, aboliu completamente o extravasamento plasméatico
induzido pela administracdo de capsaicina e pelo tratamento agudo com captopril em
ratos adultos artificialmente ventilados.

A capsaicina quando administrada em ratos no periodo neonatal em dose
elevada promove a destruicdo irreversivel de fibras aferentes primarias sensoriais
sensiveis a capsaicina (JANCSO, KIRALY & JANCSO-GABOR, 1977). Estudos
relataram que o Ca®* desempenha um papel importante na iniciacdo de pelo menos

trés mecanismos responsaveis por promover essa destruicdo, entre eles, o efeito
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inibitério sobre o transporte axonal do NGF, a acéo de proteases ativadas por Ca*' e a
apoptose induzida por dano mitocondrial e aumento de ROS (KISSIN, 2008;
WATANABE et al., 2011).

Logo, capsaicina em alta dose pode ocasionar a morte de células neuronais e o
blogueio de seu transporte axonal, prevenindo completamente a ativacdo das fibras. E
entdo, varios estudos utilizam a técnica para explorar caracteristicas estruturais e
funcionais de neurdnios sensoriais primarios, sendo possivel avaliar a participacdo das
fioras aferentes sensoriais TRPV1 positivas em seus experimentos (JANCSO, 2009;
FERNANDES, FERNANDES & KEEBLE, 2012).

Sendo assim, a inibicdo do extravasamento plasméatico por CPZ juntamente
com a inabilidade de ratos tratados com capsaicina no periodo neonatal em responder
ao tratamento agudo com captopril, em nosso modelo experimental, confirmou que
neurbnios sensoriais que expressam TRPV1 estao envolvidos no mecanismo pelo qual
esse |IECA induz sensibilizagdo e ativacdo do receptor TRPV1 nas vias aéreas de
ratos artificialmente ventilados. Um efeito que parece ocorrer indiretamente via
ativagdo do receptor B,, por meio do aumento dos niveis de bradicinina alcancados
com a inibicdo da ECA durante o tratamento agudo com captopril.

Tomados em conjunto, os dados da literatura e os resultados apresentados,
podemos sugerir que o tratamento agudo com captopril, ap6s 10 minutos, pode ativar
ou sensibilizar indiretamente, via ativacdo do receptor B,, o receptor TRPV1, causando
extravasamento plasmatico nas vias aéreas de roedores.

Além disso, em nosso modelo experimental, foi possivel hipotetizar que por
estar sensibilizado, e, portanto, com seu limiar de ativacédo reduzido, o canal TRPV1
poderia se ativar quando o animal foi exposto ao estimulo mecénico, representado no
estudo pela ventilacao artificial das vias aéreas. Dessa forma, podemos sugerir que a
ventilacdo mecanica, um suporte indispensavel em pacientes com faléncia respiratéria,
poderia induzir complicagcbes em pacientes tratados com captopril. Entretanto, outros
estudos sao necessarios para avaliar se outros IECAS ou outros compostos poderiam
também sensibilizar o receptor TRPV1 e produzir complicacdes nas vias aéreas
durante a ventilagdo mecanica.

Alguns estudos como o de Patel e colaboradores (2013) demonstraram que
enalapril induz hiperresponsividade em camundongos asmaticos artificialmente
ventilados, e o0 estudo de Yoshihara et al. (1995) também demonstraram que a
inalacdo de ar frio por um minuto ndo induziu extravasamento plasmatico nas vias
aéreas de ratos artificialmente ventilados mas foi potencializado ap6s o pré-tratamento
com fosforamidon, um inibidor da enzima endopeptidase neutra. No entanto nenhum

dos autores investigou o efeito da ventilacdo mecanica sobre essas respostas. Assim,
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com base nos comentarios reportados acima e em nossos resultados, é possivel
sugerir que captopril precisa ser administrado cautelosamente em pacientes que
necessitem de ventilagdo mecéanica.

Adicionalmente, extrapolando nossos resultados, pode-se especular que outros
efeitos adversos descritos em pacientes em tratamento com IECAs, como a tosse
seca nao produtiva, poderiam também ocorrer por meio da ativacdo indireta do
receptor TRPV1 expresso nos nervos sensoriais das vias aéreas, uma vez que 0O
receptor TRPV1 parece desempenhar um importante papel no processo que inicia e
potencializa a tosse ativada por substéncias exdgenas e endogenas (como
mediadores pro-inflamatérios) (BENEMEI et al., 2015).

Com frequéncia, ativadores do receptor TRPV1 estdo presentes em altas
concentragbes no pulmdo durante doencas das vias aéreas, aumentando a
sensibilidade dos reflexos das vias aéreas (VELDHUIS et al., 2015). Por essa razao,
nos ultimos anos, o envolvimento do receptor TRPV1 também tem sido investigado
extensivamente na patogénese de doencas respiratorias como asma, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e tosse crénica, uma vez que a tosse persistente
€ comumente um primeiro sinal (GRACE et al., 2013).

Interessantemente, Watanabe et al. (2008), utilizando um modelo de
inflamacdo alérgica em cobaias, evidenciaram a ocorréncia de um aumento na
expressao do receptor TRPV1 em nervos aferentes sensoriais que inervam as vias
aéreas.

De modo similar, porém em humanos, Groneberg et al. (2004) evidenciaram
um aumento da expressao do receptor TRPV1 em nervos epiteliais das vias aéreas de
pacientes com tosse cronica, bem como um aumento na sensibilidade a tosse quando
expostos ao desafio com capsaicina, o que também foi evidenciado por Mitchell e
colaboradores (2005) no musculo liso brébnquico, e de maneira acentuada no epitélio
bronquico de individuos asmaticos e na mucosa nasal de pacientes com rinite
vasomotora (NILIUS & SZALLASI, 2014).

Nesse sentido, seria interessante estudar se a exposi¢cao a niveis aumentados
de bradicinina durante o tratamento com IECA poderia alterar o fenétipo dos neurénios
sensoriais e possivelmente de outras células, promovendo um aumento da atividade e
expressao do receptor TRPV1, o que poderia ser determinante, por exemplo, para o
aumento do reflexo a tosse e do extravasamento plasmatico nestes pacientes. Além
disso, TRPV1 pode ser um alvo terapéutico potencial para agdo e o desenvolvimento
de antagonistas do receptor, na tentativa de amenizar esses efeitos adversos que

ocorrem nas vias aéreas apos tratamento com IECAs.



47

Em adicdo, um estudo recente demonstrou que o influxo de calcio através da
abertura do receptor TRPV1 pode mediar a sensibilidade de outro canal TRP, o TRP
anquirina 1 (TRPA1), que pode estar coexpresso em nervos aferentes vagais
sensoriais das vias aéreas que expressam TRPV1, resultando em uma interacdo entre
esses dois canais (HSU & LEE, 2015).

O receptor TRPA1 € conhecido por ser ativado por poluentes ambientais
produzidos pela combustdo de materiais (incluindo a acroleina e o crotonaldeido
(presentes na fumaga do cigarro e principal agente causador da DPOC), isotiocianatos
e compostos tiosulfinato e cinamaldeido, entre outros, conhecidos por causar irritacao
respiratoria e extravasamento plasmatico em humanos e cobaias (ANDRE et al.,
2008).

E ainda, assim como receptor TRPV1, mediadores endégenos liberados
durante processos inflamatérios, como a bradicinina, podem também sensibilizar e
ativar o receptor, aumentando a chance de ambos o0s canais serem ativados
simultaneamente durante a inflamacéo das vias aéreas (BANDELL et al., 2004; LIN et
al., 2015).

Como resultado deste efeito sinérgico envolvendo a ativagdo simultanea dos
canais, pode ocorrer uma amplificagdo da descarga da fibra-C broncopulmonar, que
ao disparar respostas reflexas e sensoriais desencadeia uma hipersensibilidade nas
vias aéreas (HSU & LEE, 2015). Todavia, até o momento, ndo foi determinado se o
receptor TRPAL1 também estaria envolvido no mecanismo pelo qual IECAs causam
efeitos adversos nas vias aéreas e se o tratamento cronico com essa classe de
farmacos aumentaria a sua expressao in vivo, o que necessita de investigagao.

Ainda nesse sentido, de maneira interessante, uma degradacado mais lenta de
des-arginina®bradicinina, um metabdlito das cininas proveniente ndo da acdo da ECA,
mas sim da acdo de carboxipeptidases, e que possui uma alta afinidade para os
receptores Bj, tem sido observada no plasma de pacientes hipertensos que sofreram
angioedema induzido por IECA, indicando que a expresséo de receptores B; em tais
doentes pode precipitar essa reacdo (MARCEAU & REGOLI, 2004; LEEB-
LUNDBERG, et al., 2005).

Calixto et al. (2000) reportaram gque 0 mecanismo responsavel pela expressao
do receptor B; pode ser induzido por altas concentragfes de agonistas B; enddgenos.
De fato, ratos e camundongos apresentaram, durante o tratamento cronico com IECA,
um aumento na expresséo de receptores B; (SULPIZIO et al., 2004).

Além disso, a ativagdo de alguns receptores B,, bem como as vias de segundo
mensageiros promovidas com sua ativagdo, podem gerar um aumento na populagcéo

do receptor B;, sugerindo a existéncia de um equilibrio entre esses dois receptores,
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especialmente durante processos inflamatérios (CALIXTO et al., 2000).
Consequentemente, ndo podemos descartar que a expressao de receptores B;, possa
também estar aumentada em pacientes que fazem o uso crénico de IECAS, o que
poderia facilitar a ocorréncia de efeitos adversos, embora também seja algo ainda néo
demonstrado.

Sendo assim, os resultados do presente estudo contribuem para a elucidagéo
de um possivel mecanismo pelo qual IECAs induzem efeitos adversos nas vias aéreas
in vivo, embora o envolvimento de outros receptores ndo possa ser descartado.

No entanto, até o presente momento, podemos sugerir que o tratamento com
captopril, incapaz de causar extravasamento plasmatico nas vias aéreas de ratos que
respiravam espontaneamente, parece induzir a sensibilizacdo do receptor TRPV1,
parcialmente, via ativacdo do receptor B,, coexpressos em fibras sensoriais
peptidérgicas das vias aéreas. Desse modo, a ativagdo de receptores B, causando a
sensibilizagdo e reducéo do limiar de ativacdo do canal TRPV1, poderia ocasionar sua
ativagdo durante a ventilagdo mecénica a qual os animais que respiravam
artificialmente foram expostos.

Na mesma direcéo, é possivel sugerir uma nova abordagem no tratamento com
captopril em pacientes que necessitem de ventilagdo mecanica, indicando que esse
procedimento deve ser realizado com cautela em pacientes durante o tratamento com
IECAs. E finalmente, sugere-se que receptores TRPV1 possam constituir alvos
terapéuticos interessantes para o desenvolvimento de antagonistas seletivos e de
acao local nas vias aéreas como alternativa para amenizar os efeitos adversos

induzidos por IECAs.
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6. CONCLUSAO

A conclusdo do presente estudo estd representada esquematicamente na

figura abaixo:
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FIGURA 17: Representacao esquematica do mecanismo proposto pelo qual captopril

pode promover sensibilizagdo do receptor TRPV1, pelo menos em parte, via ativacao
do receptor B, nas vias aéreas de ratos mecanicamente ventilados. O tratamento com
captopril (2,5 mg/kg), apés 10 minutos, possivelmente por inibir a enzima conversora
de angiotensina (ECA) e, consequentemente, o metabolismo da bradicinina (BK),
promove o aumento dos niveis plasmaticos deste peptideo vasodilatador (passo 1). A
bradicinina por sua vez, ativa seus receptores metabotrépicos B, (RB,) acoplados a
diferentes tipos de proteina G, coexpressos com receptores TRPV1 em fibras
aferentes vagais peptidérgicas, sensibilizando TRPV1 por meio de diferentes vias
(RB,—PLC-PIP,; RB,—PLC-DAG-PKC; RB,—PLA,—AA) e causando hipersensibilidade
nas vias aéreas (passo 2). Apos a sensibilizacdo, canais TRPV1 podem ser ativados
quando expostos a diversos estimulos, como, por exemplo, possivelmente pela
ventilacdo mecanica (passo 3). Assim, uma vez ativados, TRPV1 poderiam participar

de reflexos axonais locais que envolvem a liberagdo de neuropeptideos (TKs, CGRP)
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pela fibra sensorial, causando, por exemplo, extravasamento plasmatico de vénulas
pés-capilares, um dos sinais de inflamag&@o neurogénica (passo 4). Em adicdo, até o
momento, ndo foi determinado se os receptores TRPAL e RB; também estariam
envolvidos neste mecanismo (passo 5). AA, &cido araquidbnico; BK, bradicinina;
CGRP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina; COX, cicloxigenase; DAG,
diacilglicerol; ECA, enzima conversora de angiotensina; IPs, inositol (1,4,5)-trifosfato;
LOX, lipoxigenase; NTS, nucleo do trato solitario; PGs, prostaglandinas; PIP,,
fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato; PLC, fosfolipase C; PLA,, fosfolipase A,; PKC, proteina
quinase C; RB,, receptor de bradicinina subtipo 2; TKs, taquicininas; TRPV1, receptor

de potencial transitorio do tipo vaniléide 1.
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