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A tripsina é uma protease capaz de gerar respostas nociceptivas e
inflamatdrias por ativar o receptor PAR-2, um membro dos receptores ativados
por proteases (PARs). O objetivo do presente estudo foi analisar os
mecanismos e mediadores envolvidos nas respostas nociceptivas e
inflamatdrias induzidas pela tripsina na pata de camundongos. A injegao
intraplantar de tripsina produziu aumento tempo- e dose-dependente do volume
da pata dos camundongos e nocicepgcao espontanea marcante. Os
antagonistas seletivos dos receptores B, para cininas, CGRP, TRPV1, os
inibidores das enzimas COX1/2, COX-2, o inibidor de sintese protéica
dexametasona ou a delecdo do receptor p55 do TNFa, reduziram
significativamente a resposta edematogénica induzida pela tripsina. Esta
resposta foi parcialmente inibida pelos antagonistas dos receptores B1 para
cininas, H1 de histamina e de neurocininas, pelo inibidor da enzima COX-1, ou
pelo depletor, composto 48/80, ou pelo estabilizador de mastdcitos,
cromoglicato de sdédio. Interessantemente, o edema de pata foi parcialmente
reduzido em animais com delecdo génica para o receptor PAR-2. Ja a
nocicepgao induzida pela tripsina foi significativamente reduzida pelos
antagonistas seletivos dos receptores B, para cininas, do TRPV1, dos
receptores para os neurocininas ou CGRP, também pela degranulagdo e
estabilizagcdo de mastécitos, além da delegcdo génica do receptor p55 do TNFa.
A nocicepgcao espontanea foi praticamente abolida em animais com delecao
génica para o receptor PAR-2. A tripsina produziu aumento na atividade da
enzima mieloperoxidase, o qual foi ausente em animais com delegao génica
para o PAR-2. A tripsina também induziu aumento tempo-dependente dos
niveis das citocinas TNFa e IL-1B na pata dos camundongos. O presente
estudo mostra que a injegéo intraplantar de tripsina na pata de camundongos
produz respostas nociceptivas e inflamatérias marcantes que sao mediadas
pela geragdo de um conjunto de mediadores inflamatorios e, em grande parte,
mas nao exclusivamente, pela ativacao do receptor PAR-2.
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RESUMO

Além de funcionarem como enzimas de degradacao, certas proteases
atuam como moléculas de sinalizagdo que regulam algumas atividades
celulares por clivarem e ativarem membros da familia de receptores acoplados
a proteina G, os receptores ativados por proteases (PARs). A tripsina € uma
protease capaz de gerar respostas nociceptivas e inflamatorias por ativar
principalmente o receptor PAR-2. O objetivo do presente estudo foi analisar os
mecanismos € mediadores envolvidos nas respostas nociceptivas e
inflamatdrias induzidas pela tripsina na pata de camundongos. A injecao
intraplantar de tripsina produziu aumento tempo- e dose-dependente do volume
da pata dos camundongos associado com nocicepg¢ao espontanea. A resposta
edematogénica foi inibida pelo antagonista seletivo do receptor B, para as
cininas FR173657 (48 £ 5 %), pelo inibidor ndo seletivo das enzimas COX1/2
indometacina (33 £ 3 %), pelo bloqueador da enzima COX-2 celecoxib (30 + 5
%), pelo inibidor de sintese protéica dexametasona (30 + 6 %), pelo
antagonista do receptor de CGRP CGRPs.37 (39 = 6 %), pelo antagonista do
TRPV1 SB366791 (49 + 4 %) ou pela delecéo do receptor p55 do TNFa (42 £ 6
%). Ademais, o antagonista do receptor B4 para cininas SSR240612, o inibidor
da enzima COX-1 SC560, o depletor de mastdcitos composto 48-80, o
estabilizador de mastécitos cromoglicato de sddio, o antagonista do receptor Hj
de histamina pirilamina ou os antagonistas seletivos para os receptores NK;
FK888, NK. SR48968, NK; SR142801, foram todos capazes de reduzir o
edema induzido pela tripsina. Ao contrario, o inibidor ndo seletivo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) L-NOARG ou a delegcao génica enzima NOS

induzida nao foram capazes de reduzir o edema de pata causado pela tripsina.
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Interessantemente, o edema de pata foi significativamente reduzido em animais
com delecao génica para o receptor PAR-2, apenas na primeira hora, mas nao
nos pontos tardios apds a injegao de tripsina. Ja a nocicepg¢ao induzida pela
tripsina foi significativamente reduzida pelo FR173657 (57 + 8 %), composto
48/80 (56 £ 6 %), cromoglicato de sodio (47 £ 7 %), SB366791 (48 + 8 %),
FK888 (41 + 8 %), SR48968 (60 + 3 %), SR142801 (46 + 9 %), CGRPs.37 (35 +
5 %), em animais com deleg¢ao génica para o receptor p55 do TNFa (38 £ 6 %)
ou em animais com delecdo génica para o receptor PAR-2 (85 £+ 3 %).
Entretanto, as respostas nociceptivas induzidas pela tripsina ndo foram
alteradas pelo tratamento com o SSR240612, indometacina, dexametasona,
pirilamina ou L-NOARG. Além disso, a tripsina produziu aumento na atividade
da enzima mieloperoxidase, o qual foi ausente em animais com dele¢ao génica
para o PAR-2. A tripsina também induziu aumento tempo-dependente dos
niveis das citocinas TNFa e IL-1B na pata dos camundongos. O presente
estudo mostra que a injegéo intraplantar de tripsina na pata de camundongos
produz respostas nociceptivas e inflamatérias marcantes que sdo mediadas
pela geracdo de um conjunto de mediadores inflamatérios e, em grande parte,

mas n&o exclusivamente, pela ativagao do receptor PAR-2.
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ABSTRACT

Besides degrading proteins, certain proteases act as signaling molecules
that regulate cells by cleaving and activating members of a new family of G-
protein coupled receptors, collectively know as proteinase-activated receptors
(PARs). Trypsin is a protease able to cause nociceptive and inflammatory
responses by activating protease-activated receptor-2 (PAR-2). The present
study attempted to analyze some of the mechanisms involved in the
inflammatory and nociceptive responses caused by trypsin in the mouse hind
paw. Intraplantar trypsin injection produced dose- and time-related increases in
mouse paw edema associated with spontaneous nociception. The
edematogenic response was inhibited by the kinin B, receptor antagonist
FR173657 (48 £+ 5 %), the COX1/2 inhibitor indomethacin (33 £ 3 %), the COX-
2 blocker celecoxib (30 £ 5 %), the protein synthesis inhibitor dexamethasone
(30 £ 6 %), the CGRP antagonist CGRPs.37 (39 £ 6 %), the TRPV1 antagonist
SB366791 (49 £ 4 %) or by the deletion of the gene encoding the TNFa p55
receptor (42 £ 6 %). In addition, the kinin B1 receptor antagonist SSR240612,
the COX-1 inhibitor SC560, the mast-cell depletor compound 48/80, the mast-
cell stabilizer cromolyn, the histamine H4 receptor antagonist pyrilamine or the
selective NK4 FK888, NK, SR48968, NK3s SR142801 receptor antagonists all
partially reduced trypsin-induced edema. In contrast, non-selective nitric oxide
synthase (NOS) inhibitor L-NOARG or deletion of the gene encoding inducible
NOS did not significantly affect the edema caused by trypsin. Trypsin-induced
edema was significantly reduced in PAR,-deficient mice compared to wild-type,

at the early (first hour) but not later time-points after trypsin injection. On the
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other hand, trypsin-induced nociception was diminished by FR173657 (57 + 8
%), compound 48/80 (56 £ 6 %), cromolyn (47 + 7 %), SB366791 (48 + 8 %),
FK888 (41 £ 8 %), SR48968 (60 £+ 3 %), SR142801 (46 £ 9 %) or CGRPsg.37 (35
1+ 5 %) and also in TNFa p55 receptor- deficient (38 £ 6 %) as well as in PAR,-
receptor deficient mice (85 + 3 %). However, trypsin-induced nociceptive
changes were not significantly altered by SSR240612, indomethacin,
dexamethasone, pyrilamine or L-NOARG. Moreover, trypsin produced a marked
increase of myeloperoxidase activity, an event which was absent in PAR;-
deficient mice, and produced a time-dependent release of IL-18 and TNFa in
the mouse paw. Therefore, these results demonstrate that intraplantar injection
of trypsin into the mouse paw produces marked inflammatory and nociceptive
responses that are mediated by a complex range of mediators and are largely,

but not exclusively, related to the activation of PAR,-receptors.



1. INTRODUGAO

Os genes responsaveis por codificar as enzimas proteoliticas
compreendem aproximadamente 2 % do genoma humano (Southan, 2001). As
enzimas proteoliticas, também conhecidas como proteases, sdo responsaveis
pela quebra das ligagcbes peptidicas em proteinas, e exercem importantes
papéis em processos fisioldgicos. Durante décadas, foram consideradas
simplesmente enzimas de degradagdao, com fungdes essenciais no trato
gastrointestinal e em sitios inflamatérios, sendo responsaveis pela hidréolise de
restos celulares. Entretanto, atualmente, sabe-se que as proteases participam
de inumeros processos bioldgicos que envolvem desde a cascata da
coagulagao até o controle do ciclo celular (Cirino e Vergnolle, 2006). Estas
enzimas estdo envolvidas em processos biolégicos essenciais, como a
coagulagao sanguinea, morte celular e diferenciacédo de tecidos, além de
mecanismos invasivos de tumores e no ciclo de infec¢ao de um grande numero
de virus e microorganismos patogénicos.

As proteases constituem uma grande familia, dividida em
endopeptidases e exopeptidases, de acordo com a posicdo da ligagao
peptidica a ser clivada na cadeia polipeptidica. As exopeptidases atuam
somente nos finais das cadeias polipeptidicas nas regides N- ou C-terminal.
Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam um unico residuo de
aminoacido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um
tripeptideo (tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na regido
carboxi terminal livre liberam um uUnico aminoacido (carboxipeptidase) ou um
dipeptideo (peptidil-dipeptidase). As endopeptidases atuam preferencialmente

nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N- e C-terminal.



Atualmente as endopeptidases sao divididas em 4 grupos: (1) as serino-
proteases, as quais possuem residuos de serina em seu sitio catalitico e
compreendem principalmente enzimas digestivas como a quimotripsina e a
tripsina, (2) as cisteino-proteases, possuem um residuo de cisteina em seu
sitio ativo, e como exemplo possuem a papaina e a bromelaina, (3) as aspartil-
proteases, as quais requerem um residuo de aspartato para que ocorra a
reacao catalitica, neste grupo estdo presentes algumas enzimas digestivas
como a pepsina e quimosina, e por fim (4) as metalo-proteases, que requerem
um ion metdlico (Zn**, Ca®* ou Mn?") para que a catalise ocorra, e estdo
envolvidas em um grande numero de processos fisiolégicos no organismo
(Rawlings e Barret, 1993; Nagase, 1994; Krem et al., 2000; Barret e Rawlings,
2001).

As proteases podem ativar diferentes tipos celulares por meio de varios
mecanismos. Podem transformar um pré-receptor ou um pré-agonista em um
receptor ou agonista ativo pela clivagem destas moléculas, respectivamente
ou, atuarem como agonistas através da ligagdo no sitio ndo catalitico de um
receptor (Vergnolle, 2005). De maneira interessante, estudos realizados nos
ultimos anos demonstraram que muitas proteases atuam como moléculas
sinalizadoras, por interagirem com um grupo de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), chamados de receptores ativados por proteases (PAR —
proteinase-activated receptors) (Kawabata e Kuroda, 2000; Macfarlane et al.,
2001; Schmidlin e Bunnett, 2001; Ossovskaya e Bunnet, 2004). A identificacédo
destes receptores ativados especificamente por proteases mostrou que as
mesmas nao sao apenas enzimas de degradagdo, mas também importantes

moléculas de sinalizagao.



Quatro membros desta familia de receptores foram clonados até o
momento (PAR-1 ao PAR-4), a partir do genoma de roedores e humanos (Vu et
al., 1991; Bohm et al., 1996; Ishihara et al., 1997; Xu et al., 1998). Os PARs
podem ser ativados por uma seérie de proteases. A trombina € uma das
moléculas conhecidas por ativar os receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4,
apresentando, contudo, alta afinidade pelo receptor PAR-1 (Dery et al., 1998;
Coughlin, 1999; Hollenberg e Compton, 2002). Ja os fatores da cascata de
coagulagao Vlla e Xa ativam os receptores PAR-1 e PAR-2, enquanto que a
triptase liberada pelos mastécitos ativa somente o receptor PAR-2. A catepsina
G de neutrdfilos € um ativador do receptor PAR-4 (Dery et al., 1998; Coughlin,
1999; Hollenberg e Compton, 2002) e, finalmente, a tripsina (de origem
pancreatica ou extra-pancreatica) € capaz de ativar, preferencialmente, o
receptor PAR-2 e, em menor grau, os receptores PAR-1 e PAR-4 (Corvera et
al., 1997; Macfarlane et al., 2001; Schmidlin e Bunnett, 2001; Cotrell et al.,
2003, 2004). Com excecgao do PAR-3, existem peptideos sintéticos (PAR-APs)
compostos por 5 ou 6 aminoacidos que mimetizam os efeitos dos ligantes
endégenos do receptor (Hollenberg e Compton, 2002). Os diferentes PAR-APS
constituem importantes ferramentas farmacoldgicas que podem ser utilizadas
para a caracterizacdo dos receptores, sem o0 uso de proteases, permitindo
assim a caracterizacdo das fungdes bioldgicas desencadeadas por cada
receptor PAR especifico. Entretanto, estes peptideos devem ser utilizados com
cautela, pois alguns nao sao especificos (por exemplo, o peptideo ativador do
PAR-1 também ativa o PAR-2), embora existam analogos mais seletivos

(TFLLR é seletivo para o PAR-1) (Schmidlin e Bunnett, 2001).



Os receptores PARs representam uma classe particular de receptores.
Eles sao ativados por um unico processo que envolve o reconhecimento do
receptor pelo agonista, seguido da clivagem hidrolitica de um sitio especifico
localizado na alga N-terminal do receptor e, finalmente, a exposicdo de um
novo sitio N-terminal que atua como o ligante (geralmente composto por seis
ou mais aminoacidos) (Figura 1) (Dery et al., 1998; Macfarlane et al., 2001;
Schmidlin e Bunnett, 2001, Vergnolle, 2005). Uma vez exposto, o ligante
endégeno interage com a alga extracelular do segundo dominio
transmembrana do receptor, iniciando a ativacao de cascatas de sinalizagao
intracelular. A ativagcao dos receptores PARs pelas proteases € um processo
irreversivel e a ativagao das vias de sinalizagao iniciada pelas mesmas é
finalizada rapidamente por um mecanismo eficiente de internalizacédo e
dessensibilizagdo do receptor (Cottrell et al., 2003; Trejo, 2003; Ossovskaya e
Bunnett, 2004; Kawabata e Kawao, 2005). Apds ativagao pelas proteases, os
receptores PARs sao fosforilados por quinases ligadas aos GPCR (GRKs) e
pela proteina quinase C (PKC). Dentro de minutos, as B-arrestinas se deslocam
do citoplasma até a membrana celular para se ligarem aos receptores
fosforilados, mediando o desacoplamento e a dessensililizagdo dos mesmos,
através do bloqueio da associacdo com as proteinas G. Estas acoplam os
receptores as clatrinas, as quais sdo responsaveis pela endocitose dos
mesmos. Uma vez internalizados, os receptores sdo degradados pela a¢ao dos
lisossomos (Dery et al., 1999). Desta forma, as respostas induzidas pelas
proteases requerem a sintese de novos receptores ou a mobilizacdo de

receptores pré-formados e estocados no complexo de Golgi para a membrana



celular (Schmidlin e Bunnett, 2001; Cottrell et al., 2003; Ossovskaya e Bunnett,

2004). A importancia destes mecanismos depende muito do tipo celular.
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Figura 1. Mecanismo de ativagao dos receptores PARs (A) (adaptado de Reed e Kita,
2004). Proteases responsaveis por ativar os PARs e peptideos sintéticos (em
vermelho) que também podem ativar os receptores (B) (adaptado de Vergnolle, 2005).

Depois de ativados, os receptores PARs podem ligar-se a inumeras
proteinas G e, por conseguinte ativar cascatas de sinalizagdo que resultam em
mudangas funcionais marcantes. O receptor PAR-1 se liga as proteinas Gi/13,
Gq e G, ativando inumeras enzimas de sinalizagdo, tais como fosfolipase Cf
(PLCB), PLCy, proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK; p38;
quinase da porg¢ao terminal da c-jun (JNK) e p44/42), fosfatidilinositol-3-quinase
(P1sK) e membros da familia quinase Src (receptores néao tirosina quinase). O
receptor PAR-2 pode, também, se ligar as proteinas Gi2/13, Gq e G levando a
ativacao das vias da PLC e MAPK (Kanke et al., 2000; Sabri et al., 2000). Estas
vias de sinalizagdo podem interferir com inumeras atividades -celulares,
incluindo proliferagao, transcrigao génica, mudangas morfolégicas, motilidade e

sobrevivéncia celular, dentre outras (Coughlin, 2000; Macfarlane et al., 2001).



Na ultima década, varias evidéncias tém demonstrado que os receptores
PARs possuem um perfil de ativagdo distinto, dependendo do sistema
bioldgico. Os receptores PAR-1 e PAR-2 s&o os mais estudados e os principais
avancos nesta area foram alcancados através da avaliagdo da acao dos
agonistas preferenciais destes receptores (trombina e tripsina ou triptase,
respectivamente), ou pelo uso de agonistas sintéticos (PAR-APs)
correspondentes aos sitios de ligagdo do receptor. O desenvolvimento de
animais com delegao génica para estes receptores tem favorecido ainda mais a
compreensao da agao dos PARs (Cottrell et al., 2003; Moffatt et al., 2004;
Hollenberg, 2005).

O receptor PAR-1 foi o primeiro a ser identificado e clonado, sendo
inicialmente chamado de TRAP (receptor ativado pela protease trombina), uma
vez que seu ativador principal € a trombina. Esta se liga a dois sitios

localizados nacggquéncia N-terminal do receptor PAR-1 e cliva o receptor entre



Macfarlane et al., 2001). Em baixa concentragdo, a trombina promove
agregacao plaquetaria, principalmente através da ativagdo do PAR-1, o qual
possui grande afinidade pela mesma, devido a presenga de uma seqiéncia de
aminoacidos na porgao C-terminal semelhante aquela do dominio de ligagao a
hirundina (um inibidor direto da trombina) (Nakanishi-Matsui et al., 2000). A
delecado do gene responsavel por codificar a trombina (Sun et al., 1998) ou o
receptor PAR-1 (Hollenberg e Compton, 2002) em camundongos resulta em
danos severos no desenvolvimento embrionario e neonatal, sugerindo que a
trombina e seu receptor desempenhem importantes fungdes, além do inegavel
papel na cascata da coagulagcdo. Nos tecidos vasculares, como em aorta de
ratos (Hollenberg et al., 1997), a ativacdo do PAR-1 causa vasodilatagcao
dependente do endotélio, mediada pelo 6xido nitrico. O PAR-1 também possui
efeitos pro-inflamatdrios resultantes da liberagdo de substancia P (SP) a partir
de fibras aferentes primarias (Cocks e Moffatt, 2000; de Garavilla et al., 2001) e
da liberagcdo de citocinas proé-inflamatorias em células epiteliais pulmonares
(Asokananthan et al., 2002). No intestino, a ativacdo do receptor PAR-1 por
seus agonistas resulta em inflamacgao caracterizada por edema e infiltragdo de
granulécitos, além de exacerbar e prolongar os sintomas da inflamagéo em
modelos de colite (Vergnolle et al.,, 2004). Ademais, muitos estudos
demonstram que a trombina e o receptor PAR-1 produzem efeitos diretos sobre
outros tipos celulares, incluindo as células endoteliais, células imunes,
fibroblastos, midcitos cardiacos, astrdcitos, neurbnios, dentre outros (Bar-
Shavit et al., 1983; Bizios et al., 1986; Daniel et al.,, 1986, Fang et al., 2003;

Riewald e Ruf, 2005).



A clonagem do receptor PAR-1 possibilitou a identificacdo e a clonagem
subsequiente dos outros membros da familia dos PARs (Dery et al., 1998;
Couglin, 2000; Macfarlane et al., 2001; Hollenberg e Compton, 2002). O PAR-3
foi clonado a partir de primers baseados nas sequéncias conservadas dos
receptores PAR-1 e PAR-2. Possui um sitio de ligacdo para a trombina, mas
embora seja clivado pela mesma, o PAR-3 n&o produz influxo de célcio, o que
€ consistente com a observacdo de que peptideos sintéticos, que imitam a
sequéncia de ativagao do receptor PAR-3, sao inativos (Ishihara et al., 1997).
Sendo assim, ao invés de constituir um receptor funcional, o PAR-3 atua como
um co-receptor para permitir a ligacdo da trombina ao receptor PAR-4, o qual
possui baixa afinidade pela mesma (Nakanishi-Matsui et al., 2000). O receptor
PAR-3 é encontrado no coracéo, rins, pancreas, timo, vias aéreas, intestino,
linfonodos, olhos e cérebro (Dery et al., 1998; Hollenberg et al., 2002). O
receptor PAR-4 foi o ultimo a ser clonado e é ativado pelas proteases trombina
(em alta concentragao), tripsina e catepsina G de neutréfilos. A clivagem ocorre
entre os aminoacidos Arg47 e Gly48 para expor o dominio GYPGQV. O
receptor PAR-4 é encontrado em varios tecidos como o intestino, pancreas,
testiculos, préstata, utero, tiredide, figado, olhos e cérebro (Dery et al., 1998;
Hollenberg et al., 2002).

O receptor PAR-2 pode ser ativado pela tripsina, triptase e fatores Vlla e
Xa da coagulagdo. A tripsina é uma das serino-proteases melhor
caracterizadas e a principal ativadora do receptor PAR-2. E produzida
inicialmente como zimogénio (tripsinogénio) nas células acinares do pancreas,
sendo posteriormente secretada dentro do duodeno e convertida em sua forma

ativa por enteroquinases, atuando como uma enzima essencial no processo



digestivo (Dunn, 1989). Até o presente momento, quatro genes responsaveis
por codificar a tripsina foram caracterizados em tecidos humanos: tripsinogénio
[, Il, Il e IV. Os tripsinogénios I, Il e Il estdo presentes como zimogénios no
suco pancreatico humano (Scheele et al., 1981), enquanto o tripsinogénio IV,
também chamado mesotripsina, foi encontrado no cérebro humano e em
células endoteliais e epiteliais (Wiegand et al., 1993; Minn et al., 1998; Cottrell
et al., 2004). Alguns estudos demonstraram que a tripsina é produzida por
células de varios tipos de cancer em humanos (estdbmago, ovario, pulméo,
entre outros), podendo contribuir para a invasao tumoral e metastase, por
degradar as proteinas da matriz extracelular e por ativar as formas latentes de
metaloproteinases de matriz (MMPs) (Koshikawa et al., 1992, 1997; Matéj et
al., 2006). Embora a funcdo da tripsina seja tradicionalmente relacionada a
digestado, descobertas recentes sugerem que a tripsina é a principal ativadora
fisiolégica do receptor PAR-2 no intestino e no pancreas (Ossovskaya e
Bunnett, 2004). Neste caso, em concentragdes fisioldgicas, a tripsina pode
ativar o receptor PAR-2 na membrana apical dos enterdcitos para induzir a
geragao de prostaglandinas E; e F1q com fungéo protetora (Kong et al., 1997;
Nguyen et al., 1999). A ftripsina pode ser encontrada em diversos tipos
celulares, tais como células endoteliais vasculares humanas (Koshikawa et al.,
1997), células epiteliais da epiderme, esdfago, estbmago, intestino delgado e
grosso, pulméao, rins, figado e ducto biliar (Koshikawa et al., 1998). Sendo
assim, pode-se dizer que as diferentes formas de tripsina possuem ampla
distribuicdo e fungdo em tecidos normais, além do trato gastrointestinal.

Os efeitos das proteases na inflamacdo e na dor sdo mediados, pelo

menos em parte, através da ativagao do receptor PAR-2. As proteases clivam
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este receptor nos aminoacidos Arg36 e Ser37 para expor o novo dominio N-
terminal - SLIGKV em humanos e o dominio SLIGRL em camundongos e ratos.
O receptor PAR-2 é encontrado no trato gastrointestinal, pancreas, rins, figado,
vias aéreas, prostata, ovario e olhos, além das células epiteliais, musculos
lisos, fibroblastos, células endoteliais, células T, neutréfilos, células tumorais e
neurénios (Dery et al.,, 1998; Hollenberg et al., 2002). Muitos estudos tém
demonstrado os efeitos pro-inflamatoérios dos agonistas do receptor PAR-2. A
ativacdo do PAR-2 causa vasodilatacdo dependente do éxido nitrico, induz o
extravasamento de proteinas plasmaticas, infiltragcao de neutrdéfilos e estimula a
secrecao de citocinas pré-inflamatérias em ratos (Vergnolle, 1999; Lindner et
al., 2000; Cenac et al, 2002). Vergnolle e colaboradores (1999a)
demonstraram que a injeg¢ao intraplantar do agonista peptidico do receptor
PAR-2 produz edema e recrutamento de células inflamatdrias na pata de rato.
Esta mesma resposta inflamatéria foi observada no Iumen intestinal,
caracterizada por edema do endotélio intestinal, recrutamento de granuldcitos,
aumento da permeabilidade celular, bem como a liberagao de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como interleucina 18 (IL-1B) e fator de necrose tumoral o
(TNFa) (Cenac et al., 2002). Por outro lado, tanto o tratamento agudo quanto o
tratamento crénico com o agonista do receptor PAR-2 produzem efeitos
protetores sobre o desenvolvimento de colite induzida por TNBS, além de
reduzirem os niveis de citocinas pro-inflamatérias e a letalidade dos animais
(Fiorucci et al., 2001), sugerindo um papel controverso do PAR-2 no intestino.
Nas vias aéreas, a ativacdo do receptor PAR-2 parece ser protetora devido a
liberagdo de prostandides broncodilatadores do epitélio pulmonar (Cocks e

Moffatt, 2000). Entretanto, trabalhos recentes sugerem que este receptor
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também esta envolvido na inflamacao e hiperresponsividade das vias aéreas,
as quais sao caracteristicas de varias doencgas pulmonares crénicas (Cocks e
Moffatt, 2001; Schmidlin et al., 2002; Ebeling et al., 2005; Gu e Li, 2006).

A observacao de que em neurdnios sensoriais, o receptor PAR-2 esta
expresso em neurdnios sensoriais peptidérgicos sugere que a ativagao deste
receptor em neurdnios sensoriais deve estar envolvida com os mecanismos da
inflamacado neurogénica (Steinhoff et al., 2000; Vergnolle et al., 2001;
Hoogerwerf et al., 2001). De fato, Steinhoff e colaboradores (2000)
demonstraram que o edema de pata induzido pelo agonista PAR-2 é
dependente da ativagcao de neurdnios sensoriais e da liberagdo concomitante
do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e da substancia P
(SP). Esta resposta edematogénica pode ser bloqueada por antagonistas dos
receptores tanto para SP quanto para CGRP ou pelo pré-tratamento com a
capsaicina (que causa deplegao de fibras C). Tais efeitos estdo ausentes em
animais com delegdo génica para o receptor PAR-2, para a SP ou para o
receptor NK4. Foi observado ainda que a administragao intraplantar de tripsina
ou do agonista peptidico do receptor PAR-2, em doses sub-inflamatérias, induz
a expressdo de c-fos nos neurdnios espinhais de ratos e camundongos,
resultando em hiperalgesia térmica e mecanica de longa duragao (Vergnolle et
al., 2001). Estes efeitos estdo ausentes em animais com delegdo do gene que
codifica o receptor PAR-2 ou a pré-pro-taquicinina-A (precursores da SP e da
neurocinina A) e, sdo abolidos apés a administragcdo central, mas nao
periférica, de antagonistas do receptor NK; (Vergnolle et al., 2001). Além disso,
ha relatos de que a ativacdo do receptor PAR-2 pode sensibilizar os neurdnios

do ganglio da raiz dorsal in vitro, contribuindo para a patogénese da



12

pancreatite, sendo o pancreas um 6rgao no qual a inflamacgao resulta na
ativacdo de proteases endogenas tais como a tripsina (Hoogerwerf et al.,
2001).

A inflamagdo € um processo fisiolégico que ocorre nos tecidos em
resposta a lesdes traumaticas, pds-isquémicas, toxicas ou auto-imunes, além
de processos infecciosos (Nathan, 2002; Philip et al., 2004; Schmid-Schonbein,
2006). O processo inflamatdrio tem como objetivo proteger o organismo contra
infeccdes, eliminar patégenos e reparar os tecidos, apds eventuais danos
(Weiss, 2002). Trés eventos principais caracterizam a inflamacgao:
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de
leucécitos para o sitio inflamatério (Holzer, 1998). Os eventos vasculares séo
caracterizados pelo aumento no fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular,
responsavel pelo edema local. Este evento permite o influxo de proteinas,
fatores soluveis e células inflamatérias do compartimento intravascular para o
intersticio devido a acao de alguns mediadores inflamatérios como: histamina,
bradicinina (BK), leucotrienos, componentes do sistema complemento, SP e
fator de ativacdo plaquetaria (PAF). A vasodilatagdo e o aumento na
permeabilidade vascular sao acompanhados pela marginagdo, adesao e
migragao de leucdcitos para o sitio da lesdo. Este influxo celular é regulado por
moléculas soluveis e difusiveis, produzidas principalmente por células
inflamatdrias, plaquetas, células endoteliais e mastécitos (Sharma e Buchanan,
1994; Levy, 1996; Schmid-Schénbein, 2006).

Os neutrdéfilos sdo os primeiros leucécitos (e os mais abundantes) a
atingirem o sitio da lesao (Witko-Sarsat et al.,, 2000). Em seguida sé&o

recrutados os mondcitos, que se diferenciam em macréfagos ao passarem dos
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vasos para o tecido e, uma vez ativados sao as principais fontes de fatores de
crescimento e citocinas. Estas moléculas, quando agem sobre as células
epiteliais, endoteliais e mesenquimais adjacentes ao dano celular, fazem com
que mais mediadores inflamatérios e leucdcitos sejam recrutados para o sitio
da lesdo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). Os mastdcitos sdo importantes na
inflamacéo aguda devido a liberacdo de mediadores inflamatérios estocados e
recém-sintetizados, tais como histamina, BK, derivados do acido araquiddnico,
citocinas e proteases, como a triptase (Parikh et al., 2003; Sherwood e Toliver-
Kinsky, 2004). A migragao de diferentes tipos celulares para o sitio da leséo
facilita a atividade microbicida, os mecanismos de defesa imunoldgica e o
reparo da lesdo e, estd frequentemente acompanhada de dor e
hipersensibilidade (Watkins e Maier, 2002).

O recrutamento de leucécitos e de outros tipos celulares € orquestrado
pela agao de citocinas e outros mediadores, incluindo eicosandides,
componentes do sistema complemento, radicais livres e fatores de transcricao,
como o fator nuclear-kB (NF- kB) (Okada, 2002; Nathan, 2002). As quimiocinas
(pequenas proteinas quimioatraentes secretadas por diferentes tipos celulares)
apresentam um interesse particular (Ransohoff, 2002), possuindo papel crucial
no recrutamento de leucdcitos frente a um dano tecidual, guiando os leucécitos
provenientes da corrente sanguinea até o sitio inflamatdrio (Siebert et al.,
2000). A cascata da coagulagdo também esta envolvida em respostas pro-
inflamatdrias através da sintese e liberacdo da protease trombina e fatores Xa
e Vlla. Estes possuem agdes pro-inflamatérias ao se ligarem aos receptores
PARs e induzirem a liberagcdo de citocinas e outros mediadores pro-

inflamatdrios, como o TNFa e a IL-1p (Pawlinski et al., 2003). Estas citocinas
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pré-inflamatoérias sdo produzidas rapidamente e contribuem para a liberagao de
mais mediadores e outras citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6 e IL-8 (Oh et
al., 2001; Watkins e Maier, 2002; Sommer, 2004). Elas também possuem
efeitos pro-algésicos ao ativar (com consequente geragdo do potencial de
acao) ou sensibilizar os neurbnios nociceptivos, sem produzir, contudo, um
potencial de acido diretamente, mas reduzindo o limiar necessario para que ele
ocorra (Watkins e Maier, 2002; Sommer, 2004).

A inflamacao é uma causa comum e complexa de dor clinica resultante
de lesdo ou degeneracédo tecidual. Quando um dano tecidual ocorre, a dor é
frequentemente mais persistente e esta associada a inflamagao e hiperalgesia
na regido inflamada ou em areas adjacentes. Acredita-se que estas alteragdes
sejam provenientes da combinagdo do aumento da sensibilidade dos
nociceptores aferentes primarios no sitio da lesdo, com o aumento da
excitabilidade dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (Handy e
Moore, 1998). Muitos agentes biolégicos produzidos pela inflamagdo, como
fatores neurotroficos, prostandides, BK e varias citocinas podem ativar e
sensibilizar os nociceptores periféricos direta ou indiretamente (Dray, 1995,
Couture et al., 2001; Coutaux et al., 2005). Este complexo sistema de ativagéo
e sensibilizacdo dos nociceptores periféricos, por mediadores inflamatorios,
produz mudangas significantes no sistema nervoso sensorial simpatico,
afetando os nervos periféricos, a medula espinhal e as estruturas
supraespinhais, fazendo com que sinais oriundos de estimulos in6cuos
normais, como um leve toque, sejam percebidos como estimulos

desagradaveis (Woolf et al., 1991; Perkins e Dray, 1996).
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prostaglandinas (PGs), SP e histamina. Muitas fibras C podem responder a
estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, e, por esta razdo, sao chamadas
de polimodais (Almeida et al., 2004). Os nociceptores polimodais, ao serem
ativados, liberam como neurotransmissores o glutamato, a SP e o CGRP,
dentre outros (Caviedes e Herranz, 2002), os quais sao responsaveis por
sensibilizar os neurénios secundarios do corno dorsal da medula espinhal.

Como mencionado anteriormente, o processo inflamatério envolve a
liberacdo de inumeras substancias, muitas destas sido neuroativas. Estas
substancias estimulam os nociceptores quimiosensiveis, contribuindo ainda
mais para o desenvolvimento da dor inflamatéria. A liberacdo de trifosfato de
inositol (ATP), ions de potassio e de hidrogénio apds lesao tecidual, juntamente
com a BK, sdo as unicas substancias endoégenas com efeitos excitatorios
diretos. As outras substancias, como derivados do acido araquidénico,
histamina e proteases, atuam principalmente sensibilizando os nociceptores
(Coutaux et al., 2005). No entanto, a amplificacdo das respostas nociceptivas
esta relacionada ndo somente as substancias liberadas no sitio inflamatério,
mas também envolve a ativacdo de fibras adjacentes por mediadores
inflamatdrios. Quando este fendmeno ocorre pela via axénio-reflexa, é
conhecido como “inflamagao neurogénica” (Coutaux et al., 2005).

A inflamagao neurogénica é definida como “o conjunto de sintomas da
inflamacado que resultam da liberagdo de mediadores dos terminais dos
neurdnios sensoriais primarios”. A via envolvida neste mecanismo € composta
principalmente pelos neurdnios sensoriais de pequeno didmetro sensiveis a
capsaicina (fibras C) (Holzer, 1988). Embora existam inUmeras substancias

liberadas por estes neurdnios, muitos estudos sugerem que os neuropeptideos
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como a SP e o CGRP sao os principais indutores da inflamacao neurogénica
(Holzer, 1988). Estas substancias produzem os sintomas da inflamagcao
neurogénica por interagirem com células endoteliais, mastécitos, células
imunes e arteriolas (Maggi, 1995). A SP aumenta a permeabilidade vascular,
com consequente extravasamento de proteinas dos vasos sanguineos para o
tecido, causa o recrutamento de leucécitos e degranulagdo de mastdocitos com
consequente produgao de citocinas e outros mediadores (Lembeck et al., 1992;
Baluk et al., 1995; Pintér et al., 2002; Yaraee et al., 2003). O CGRP é um
potente vasodilatador que atua sobre os vasos sanguineos de maior didmetro e
na microsvasculatura (Brain et al., 1985). A sua liberagdo ocorre
concomitantemente com a da SP e provavelmente exerce os mesmos efeitos.
Muitos estudos demonstram que o receptor PAR-2 esta envolvido na
nocicepgao (Vergnolle et al., 2001) e na inflamagao neurogénica (Steinhoff et
al., 2000). Alguns desses efeitos estdo relacionados a co-expressdo do
receptor PAR-2 juntamente com a SP e o CGRP em neurbnios sensoriais do
tipo C (Steinhoff et al., 2000), indicando que a ativagdo deste receptor causa a
liberagdo de neuropeptideos, resultando na inflamagao neurogénica (Steinhoff
et al., 2000) e subsequente nocicepcao e hiperalgesia (Hoogerwerf et al., 2001;
Kawabata et al., 2001; Vergnolle et al., 2001). No entanto, as vias de ativagao
deste receptor ndo estdo bem compreendidas. Como discorrido anteriormente,
os PARs s&o uma nova classe de receptores, e as acdes mediadas pela
ativacao destes receptores sao relativamente pouco conhecidas. Dentro do
cenario inflamatdrio sdo produzidos e liberados inimeros mediadores e, dentre
eles, muitas proteases. No entanto, poucas proteases foram identificadas como

agonistas dos receptores PARs. A tripsina é o principal ativador do receptor
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PAR-2. No entanto, pouco se sabe a respeito das fungdes e da regulagao da
tripsina extrapancreatica e suas agdes sobre este receptor. Em decorréncia,
outros possiveis agonistas do receptor PAR-2 homdlogos da tripsina tém sido
sugeridos. Como por exemplo, pode-se destacar a MSP (protease especifica
do mieloencéfalo), ha pouco tempo clonada a partir do cérebro de ratos, que
apresenta alta homologia com a tripsina e possui sequéncia de clivagem
semelhante ao peptideo ativador do PAR-2 (Scarisbrick et al., 1997). Além
disso, foi descoberta uma serino-protease semelhante a tripsina, sensivel ao
seu inibidor e capaz de ativar o receptor PAR-2 em células de glioblastoma
(Sawada et al., 2000). Por conseguinte, outras serino-proteases (triptase e
fatores da coagulagado) podem ser liberadas durante o processo inflamatdrio e,
desta forma, parecem contribuir para a ativacao do receptor PAR-2. Neste
contexto, o melhor conhecimento das proteases responsaveis por ativar os
PARs e da cascata celular iniciada pela interacédo entre proteases e PARs pode
representar um campo interessante de pesquisa, permitindo a elucidacao de
inimeros mecanismos envolvidos na inflamacido e em processos dolorosos
(Schmidlin e Bunnett, 2001; Ossovskaya e Bunnet, 2004).

Com base no exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar as
alteragdes inflamatérias (edema, migracédo celular e sintese de citocinas) e
nocicetivas induzidas pela tripsina, quando injetada na pata de camundongos,

bem como investigar os possiveis mecanismos envolvidos nestas respostas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Analisar, através de estudos farmacolégicos e bioquimicos, alguns dos
mecanismos envolvidos nas respostas nociceptivas e inflamatérias induzidas

pela tripsina na pata de camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

e Padronizar o modelo de edema de pata induzido pela injecao
intraplantar de tripsina em camundongos.

e Padronizar o modelo de nocicepgdo espontanea induzida pela injegcao
intraplantar de tripsina em camundongos.

e Caracterizar, através do uso de diferentes grupos de inibidores e
antagonistas, os possiveis mecanismos envolvidos no edema de pata e
na nocicepgao espontanea induzidos pela injecao intraplantar de tripsina
na pata de camundongos.

e Determinar o efeito da inje¢do intraplantar de tripsina em camundongos
sobre a atividade da MPO.

e Analisar o efeito da injecéo intraplantar de tripsina sobre a produgao de

citocinas pro-inflamatorias em camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss,
machos, pesando entre 20 e 30 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Em alguns experimentos
foram utilizados camundongos com delegao génica para o receptor p55 do
TNFa (TNFa p557) ou para a enzima dxido nitrico sintase induzida (iNOS™),
obtidos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte) e
criados no Departamento de Farmacologia da UFSC. Os animais normais da
linhagem C57/BL6 foram utilizados como controle e sdo provenientes da
UFMG. Em outro grupo de experimentos foram utilizados animais com delecao
génica para o receptor PAR-2 (PAR-2") e seus respectivos controles
(camundongos da linhagem C57/BL6), oriundos da RW Johnson, criados e
mantidos na Universidade de Calgary (Canada).

Os camundongos foram mantidos em camaras ventiladas (ALESCO),
com temperatura (22 £ 2 °C) e umidade (60 - 80 %) controladas, em um ciclo
claro/escuro de 12 h, com agua e ragao fornecidos ad libitum. Os animais
foram aclimatizados no minimo 1 h antes do inicio dos experimentos e
utilizados apenas uma unica vez.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes
atuais para o cuidado de animais de laboratério e com as diretrizes éticas para
a investigacado de dor em animais conscientes (Zimmermann, 1983). O Comité
de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina aprovou os protocolos
experimentais descritos neste trabalho (numero do protocolo: 262/CEUA e

23080.035334/2003-16/UFSC). O numero de animais e a intensidade dos
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estimulos nocivos utilizados foi o minimo necessario para demonstrar os efeitos
consistentes do tratamento com as drogas.

A maior parte dos experimentos foi realizada no Laboratério do
Professor Jodo Batista Calixto, Coordenadoria Especial de Farmacologia,
Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Os experimentos empregando animais
com delegao génica para os receptores PAR-2 foram realizados pela Dra.
Nathalie Vergnolle no Departamento de Farmacologia e Terapéutica,

Universidade de Calgary, Calgary, Alberta, Canada.

3.2. Edema de pata induzido pela tripsina

Os experimentos foram conduzidos de acordo com os procedimentos
descritos para ratos (Campos et al., 1996) e adaptados para camundongos (da
Cunha et al., 2004). Para a indugdo do edema, os animais foram levemente
anestesiados com isoflurano e receberam, na pata traseira direita, uma injecéo
intraplantar (i.pl.) de 20 ul de solugao salina (NaCl 0,9 %) contendo tripsina (3 -
300 ug/pata). A pata contralateral (pata esquerda) recebeu o mesmo volume de
salina e foi utiizada como controle. O edema foi medido utilizando o
pletismémetro (Ugo Basile) em diferentes intervalos de tempo (10 - 50 mine 1 -
6 h), apdés a injecéo de tripsina. O edema foi expresso em pl, através da

diferenca entre as patas direita e esquerda.

3.3. Nocicepcgao induzida pela tripsina
Apos o periodo de adaptagdo, cada camundongo recebeu 20 ul de

solucgdo salina (NaCl 0,9 %) contendo tripsina (30 - 600 pg/pata) por via i.pl. na
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pata direita, traseira. Os animais controle receberam o mesmo volume de
salina (20 pl/pata, i.pl.). Os camundongos foram observados individualmente,
imediatamente apos a injegao de tripsina, por um periodo de 10 min. O tempo
em que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi

cronometrado e considerado como indicativo de nocicepcao espontanea.

3.4. Andlise dos possiveis mecanismos envolvidos nas respostas
nociceptivas e inflamatérias induzidas pela tripsina

Para avaliar o possivel envolvimento das cininas nas respostas
induzidas pela tripsina, alguns grupos de camundongos foram pré-tratados com
0os antagonistas seletivos nao-peptidicos para o receptor By, SSR240612 (1
mg/kg) (Gougat et al., 2004) ou B,, FR173657 (30 mg/kg), por via
intraperitoneal (i.p.) (Ueno et al., 1999). Para avaliar a participacdo do 6xido
nitrico, outro grupo de animais recebeu Nw-nitro-L-arginina (L-NOARG, 20
mg/kg, i.p.) (Okva et al., 2004), ou forma utilzados animais com delec&o génica
para a enzima o6xido nitrico sintase induzida (iINOS). O possivel envolvimento
das enzimas ciclooxigenase-1 (COX-1) ou -2 (COX-2) foi avaliado através do
tratamento com o inibidor n&o seletivo indometacina (2 mg/kg, i.p.) (Campos et
al., 1998), com o inibidor seletivo da COX-1, SC560 (5 mg/kg, i.p.) (Takeeda et
al., 2003) ou com o inibidor seletivo da COX-2, celecoxib (30 mg/kg, i.p.)
(Siqueira-Junior et al., 2003). Para verificar se o0s receptores vanildides
poderiam estar envolvidos nas respostas induzidas pela tripsina, os animais
foram pré-tratados com o antagonista seletivo do receptor TRPV1, o SB366791
(500 pg/kg, i.p.) (Varga et al., 2005). O envolvimento da histamina foi avaliado

pelo pré-tratamento dos animais com o inibidor seletivo do receptor H4, a
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pirilamina (10 mg/kg, i.p.) (Girard et al., 2004). Todas as drogas citadas
anteriormente foram administradas 30 min antes da injecao de tripsina. A fim
de verificar o envolvimento de sintese protéica, outro grupo de animais foi
tratado com o glicocorticéide dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) (Campos et
al., 1998). Para analisar a relevancia dos neuropeptideos no edema e na
nocicepcao induzidos pela tripsina, os animais foram tratados com os
antagonistas seletivos dos receptores NK; - FK888 (1 mg/kg) (Inoue et al.,
1996), NK; - SR48968 (1 mg/kg) (Veronesi et al., 1995), NK3 - SR140821 (3
mg/kg), (Inoue et al., 1996) e CGRP - CGRPgs.37 (300 pg/kg) (Holland et al.,
2005), todos administrados por via intravenosa (i.v.), 15 min antes da aplicagéo
de tripsina. Para induzir a deplegdo de mastdécitos, outro grupo de animais foi
tratado com o composto 48/80, injetado por via i.pl. por 4 dias (1, 3, 10 e 10
pg/sitio, respectivamente), sempre na mesma pata (Piovezan et al., 2004). Em
um outro grupo experimental, os animais foram tratados com cromoglicato de
sbédio, um estabilizador de mastocitos (8 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, durante 6
dias (Samoszuk e Corwin, 2003). Para investigar a participacéo de citocina pro-
inflamatoria TNFa, animais com delecdo génica para o receptor p55 do TNFa
foram utilizados. Os grupos controles receberam solugéo salina (NaCl 0,9 %)
nos mesmos intervalos de tempo e pelas mesmas vias de administracdo. Os
parametros inflamatérios e nociceptivos foram avaliados como descrito

anteriormente.

3.5. Ensaios Bioquimicos

3.5.1. Ensaio de mieloperoxidase (MPO)
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O acumulo de neutréfilos foi quantificado indiretamente através da
medida da atividade da mieloperoxidase (MPO) tecidual, segundo método
descrito por Campos et al. (2002), com algumas modificagdes. Os animais
receberam na pata direita 20 ul de tripsina (30 ug/pata). Apds varios intervalos
de tempo (1 - 12 h), os animais foram sacrificados e tiveram o tecido
subcutaneo das patas injetadas removido, congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -70 °C. Patas tratadas com solucao salina foram utilizadas como
controle. Os tecidos foram homogeneizados a 5 % (peso/volume) em tampao
EDTA/NaCl (pH 4.7) e centrifugados a 10.000 rpm, por 15 min a 4 °C. O
precipitado resultante foi ressuspenso em tampao 1 gelado (pH 7,4; NaCl 0,1
M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M). Adicionou-se entao, NaCl 0,2 % gelado e
apos 30 segundos, NaCl 1,6 % contendo glicose 5 % (gelado). A solugéo foi
centrifugada a 10.000 rpm, por 15 minutos a 4 °C. O precipitado formado foi
ressuspenso em tampado 2 gelado (pH 5,4; NaPO, 0,5 M e hexadecil-
trimetilaménio - HTAB 0,5 %) e as amostras obtidas foram congeladas e
descongeladas 3 vezes em nitrogénio liquido. Apds o ultimo descongelamento,
as amostras foram centrifugadas novamente a 10.000 rpm, por 15 min, a4 °C e
25 pl do sobrenadante foram utilizados para o ensaio de MPO. A reacéao
enzimatica foi realizada na presenca de tetrametilbenzidina (TMB; 1,6 mM),
NaPO,4 (80 mM) e perdxido de hidrogénio (H2O2; 0,3 mM). A absorbancia foi
medida em 650 nm e os resultados foram expressos em densidade Optica por

mg de tecido ou em unidades por miligrama de tecido.

3.5.2. Determinagao dos niveis de citocinas na pata de camundongos
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Os niveis de IL-1B e de TNFa teciduais foram avaliados utilizando o
método previamente descrito por Fernandes et al. (2005). Os animais
receberam na pata direita 20 ul de tripsina (30 ug/sitio), sendo sacrificados
apos varios intervalos de tempo (0,25 - 12 h). O tecido subcutaneo das patas
injetadas foi removido e as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a -70 °C. Os tecidos foram homogeneizados em
salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4; NaCl 137mM, KCI 2,7mM,
Na;HPO,4 8,1 mM, KH,PO4 1,5mM, filtrado a 0,2 mm) contendo: NaCl 0,4 M,
PMSF 0,1 M, EDTA 10 Mm, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA e 2 ug/ml de
aprotinina A. Os homogenatos foram centrifugados a 3000 g, por 10 min a 4 °C,
sendo o sobrenadante obtido utilizado para o ensaio. Os niveis de IL-1(3 e de
TNFa foram medidos através de Kit de ELISA, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (R&D Systems®). Os resultados foram expressos

em pg/mg de tecido.

3.6. Drogas e reagentes

As seguintes drogas foram utilizadas: SSR240612, SR48968 e
SR142801 foram gentilmente fornecidas pela Sanofi Recherche (Moontpellier,
France). FR173657 e FK888 foram gentilmente doados pela Fujisawa
Pharmaceutical Co. (Osaka, Japan). Tripsina, indometacina, pirilamina,
dexametasona, Nw-nitro-L-arginina (L-NOARG), SC560, composto 48/80,
cromoglicato de sddio, celecoxib, fragmento 8-37 do peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRPg.37), SB366791, albumina sérica bovina (BSA),
aprotinina A, cloreto de benzametdnio, acido etileno diamino tetraacético

(EDTA), peréxido de hidrogénio, brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB),
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fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), tetrametilbenzidina (TMB) e Tween-20 (todos
obtidos da Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, U.S.A.). H,O,, NaCl,

Na;HPO,4, NaPQy, e glicose (todos da Merck, Haar, Germany).

3.7. Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como a média * erro padrao da média
(E.P.M.), exceto os valores de DEs, (doses que produziram 50 % da resposta
maxima), que sao apresentados como a média geométrica acompanhada de
seus respectivos limites de confiangca (95 %). As porcentagens de inibigdo
estdo apresentadas como a média = erro padrao das inibicdes obtidas para
cada experimento individual. O efeito antiedematogénico foi expresso com
base na area sob a curva tempo-resposta (10 min — 6 h). A analise estatistica
dos dados foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. Em alguns casos, foi utilizado o teste t de
Student ndo-pareado ou ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett.
Valores de P menores que 0,05 (*P < 0,05) foram considerados como
indicativos de significancia. Os graficos foram confeccionados utilizando o

programa GraphPad Prism® 4.02.



27

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao da resposta edematogénica induzida pela tripsina em
camundongos

A injecéao intraplantar de tripsina (3 - 300 ug/pata) na pata direita traseira
de camundongos resultou em aumento marcante no volume da pata dos
animais. A resposta maxima foi observada no intervalo de 10 a 40 min, apos a
administragdo da tripsina, diminuindo gradualmente, mas permanecendo
significativa por até 6 h (Figura 2A), com DEsg de 23 (12 - 43) pg/pata. Assim, a
dose adotada para os experimentos subsequentes foi de 30 pg/pata. A Figura
2B demonstra o efeito edematogénico expresso com base na area sob a curva
temporal (0 - 6 h) apds a injegdo de tripsina (3 - 300 ug/pata) na pata de

camundongos.
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Figura 2. Padronizacido do modelo de edema de pata induzido pela tripsina em
camundongos. (A) Efeito temporal e dose-resposta da injecao intraplantar de diferentes doses
de tripsina (3 - 300 pg/pata) no edema de pata em camundongos. (B) Efeito edematogénico
expresso com base na area sob a curva temporal (AUC 0 - 6 h) apds a injecéo de tripsina (3 -

300 pg/pata). Cada ponto representa a média de 4—6 animais e as linhas verticais os e.p.m.

4.2. Mecanismos envolvidos no edema de pata induzido pela tripsina em

camundongos
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4.2.1. Envolvimento do sistema de cininas no edema de pata induzido pela
tripsina em camundongos

O aumento da resposta edematogénica induzida pela tripsina (30
pg/pata) foi parcialmente inibido pelo pré-tratamento com o antagonista seletivo
dos receptores By, 0 SSR240612 (1 mg/kg, i.p., 30 min), com porcentagem de
inibicdo (AUC 0 — 6 h) de 29 £ 5 % (Figura 3A). Por outro lado, o edema de
pata induzido pela tripsina foi consistentemente inibido pelo pré-tratamento com
0 antagonista seletivo dos receptores By, o FR173657 (30 mg/kg, i.p., 30 min),

com porcentagem de inibicdo igual a 48 + 5 % (Figura 3B).
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Figura 3. Efeito do tratamento sistémico com os antagonistas seletivos para os receptores
para cininas sobre o edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os animais
foram tratados com os antagonistas seletivos e nao-peptidicos para os receptores B;
(SSR240612, 1 mg/kg, i.p.) (A) e B, (FR173657, 30 mg/kg, i.p.) (B) para cininas 30 min antes da
inducdo do edema de pata pela tripsina (30 pg/pata). Cada ponto representa a média de 4-6
animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em

comparagao ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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4.2.2. Envolvimento dos mastocitos e dos produtos da degranulagado no
edema de pata induzido pela tripsina em camundongos

O papel dos mastécitos foi avaliado pelo uso do degranulador de
mastoécitos, o composto 48/80 ou do estabilizador de mastécitos, o
cromoglicato de sodio, no edema de pata induzido pela tripsina. Os dados da
Figura 4A demonstram que o tratamento crénico com o composto 48/80 (1 - 10
pa/kg, i.pl.) produziu inibigdo parcial, porém significativa, do edema de pata
causado pela tripsina, com inibicdo de 27 £ 9 %. De maneira similar, a
administragdo diaria do cromoglicato de sédio (8 mg/kg, i.p.) reduziu
significativamente a resposta edematogénica induzida pela tripsina, com

inibicao igual a 30 + 10 % (Figura 4B).



32

>

120+
—e— Controle

—O—+ Composto 48/80 (1 - 10 pg/pata)

Aumento no volume da pata (ul)
3
[

0 10 20 30 40 501 2 3 4 5 &
Tempo (min) Tempo (h)

w

120+
—e— Controle

—O— + Cromoglicato de sédio (8 mg/kg, i.p.)

*

Aumento no volume da pata (pl)

0 ) ; ) ) ) ) ) ) ) ) ) ]

0 1I0 2IO 3.0 40 50% 2 3 4 5 6
Tempo (min) Tempo (h)

Figura 4. Efeito do tratamento com o degranulador ou com o estabilizador de mastécitos
sobre o edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. O degranulador de
mastocitos, composto 48/80, foi administrado i.pl. durante 4 dias nas doses de 1, 3, 10 e 10
pg/pata (A), e o estabilizador de mastdcitos, cromoglicato de sédio foi administrado i.p. durante
6 dias na dose de 8 mg/kg (B), antes da indugao do edema de pata pela tripsina (30 pg/pata).
Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos
representam os niveis de significancia em comparagdo ao grupo controle. *P < 0,05; ***P <
0,001.
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Para verificar o envolvimento da histamina, um mediador inflamatério
liberado pela degranulagdo dos mastocitos, no edema de pata induzido pela
tripsina, os camundongos foram tratados com o antagonista seletivo para o
receptor Hy de histamina, a pirilamina (10 mg/kg, i.p., 30 min). O resultado da
Figura 5 mostra que o tratamento com a pirilamina foi capaz de diminuir
significativamente o edema de pata induzido pela tripsina (30 pg/pata), com

inibicdo de 31 £ 6 %.
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Figura 5. Efeito do antagonista dos receptores H, de histamina sobre o edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos. Os animais receberam o inibidor do receptor H
para histamina, a pirilamina (10 mg/kg, i.p.) €, apés 30 minutos, receberam a injegéo i.pl. de
tripsina (30 pg/pata). Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as barras verticais o0s
e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significAncia em comparagao ao grupo controle.
*P < 0.01: **P < 0.001.
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4.2.3. Participagdao das enzimas ciclooxigenase (COX) e sintese proteica
no edema de pata induzido pela tripsina em camundongos

O resultado da Figura 6 demonstra que o tratamento sistémico dos
animais com o inibidor ndo-seletivo das enzimas COX-1 e COX-2, a
indometacina (2 mg/kg, i.p., 30 min), inibiu de maneira significativa (33 £ 3 %) o

edema de pata induzido pela tripsina.
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Figura 6. Efeito do tratamento com o inibidor ndo seletivo da enzima COX sobre o edema
de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os animais foram tratados com o
antagonista ndo seletivo para as enzimas COX-1 e COX-2, indometacina (2 mg/kg, i.p.) e, apos
30 min, receberam a injegao i.pl. de tripsina (30 ug/pata). Cada ponto representa a média de 4-6
animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em

comparagao ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01.

Com o intuito de verificar qual a isoforma da enzima ciclooxigenase
estaria envolvida no edema de pata induzido pela tripsina, os animais foram

pré-tratados com o SC560 (5 mg/kg, i.p., 30 min), um inibidor seletivo da
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enzima COX-1 (Figura 7A) ou com o celecoxib (30 mg/kg, i.p., 30 min), um
inibidor seletivo da enzima COX-2 (Figura 7B). Ambas as drogas foram
capazes de reduzir significativamente o edema de pata induzido pela tripsina
em camundongos, com porcentagens de inibicdo de 20 + 5 % e 30 = 5 %,

respectivamente.
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Figura 7. Efeito do tratamento com inibidores seletivos das enzimas COX-1 e COX-2
sobre o edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os animais foram tratados
com o antagonista seletivo para a enzima COX-1, SC560 (5 mg/kg, i.p.) (A) ou com o
antagonista seletivo para a enzima COX-2, celecoxib (30 mg/kg, i.p.) (B) e 30 min apds
receberam a injecao de tripsina (30 pg/pata) em camundongos. Cada ponto representa a média
de 4-6 animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de

significancia em comparagéo ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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O resultado da Figura 8 demonstra que o tratamento sistémico com o
glicocorticéide dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) também diminuiu
significativamente o edema de pata induzido pela tripsina, com inibicdo de 30 +

6 %.
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Figura 8. Efeito do tratamento com o inibidor de sintese protéica sobre o edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos. Os animais receberam o glicocorticéide
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) e apds 4 h o edema foi induzido pela tripsina (30 pg/pata) em
camundongos. Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as barras verticais os e.p.m.
Os asteriscos representam os niveis de significAncia em comparagdo ao grupo controle. **P <
0,01; ***P < 0,001.

4.2.4. Participagdao das neurocininas e do CGRP no edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos

Para verificar a participagao das neurocininas e do CGRP no edema de
pata induzido pela tripsina, os animais foram pré-tratados com antagonistas
para os receptores NK;, NK;, NK3 ou com o CGRP4. O tratamento com os
antagonistas dos receptores NK; (FK888, 1 mg/kg, i.v., Figura 9), NK;

(SR48968, 3 mg/kg, i.v., Figura 10A) ou NK3; (SR142801, 1 mg/kg, i.v., Figura
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10B), 15 min antes da injecdo de tripsina, causou reducdo significativa do
edema de pata, com inibi¢des iguais a 24 £+ 5 %, 15+ 2 % e 31 £ 5 %,
respectivamente. Da mesma forma, o pré-tratamento com o antagonista do
receptor para o CGRP (CGRPg.37, 300 ug/kg, i.v., 15 min) reduziu de maneira
significativa a resposta edematogénica induzida pela tripsina, com inibicao igual

a 39 £ 6 % (Figura 11).
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Figura 9. Efeito do tratamento com o antagonista seletivo para o receptor NK,; sobre o
edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os animais foram tratados com o
FK888 (1 mg/kg, i.v.) e apds 15 min receberam a injegéo de tripsina (30 pg/pata). Cada ponto
representa a média de 4-6 animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os

niveis de significancia em comparagéo ao grupo controle. **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Figura 11. Efeito do tratamento com o antagonista seletivo para o receptor CGRP sobre o
edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os camundongos foram tratados
com o antagonista seletivo para o receptor CGRP, CGRPg3; (300 pg/kg, i.v.) e 15 min apds
receberam a injecdo i.pl. de tripsina (30 pg/pata). Cada ponto representa a média de 4-6 animais
e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significAncia em

comparacgao ao grupo controle *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

4.2.5. Participagao do receptor TRPV1 no edema de pata induzido pela
tripsina em camundongos

Com o objetivo de avaliar o envolvimento das fibras sensiveis a
capsaicina os animais foram pré-tratados com o inibidor do receptor TRPV1.
Como pode ser observado na Figura 12, o tratamento com o antagonista
seletivo para o receptor TRPV1 (SB366791, 500 ug/kg, i.p., 30 min) inibiu de
maneira marcante a resposta edematogénica induzida pela tripsina, com

inibicdo de 49 + 4 %.



41

120+
—e— Controle

—O— + SB 366791 (500 ug/kg, i.p.)

Aumento no volume da pata (ul)
2]
e

) ) ) ) LI )
0 10 20 30 40 501 2 3 4 5 6
Tempo(min) Tempo (h)

Figura 12. Efeito do tratamento com o inibidor do receptor TRPV1 sobre o edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos. Os animais foram tratados com o inibidor seletivo
do receptor TRPV1, SB366791 (500 pg/kg, i.p.) e receberam a injecao de tripsina (30 ug/pata)
30 min apés. Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as barras verticais os e.p.m. Os
asteriscos representam os niveis de significancia em comparagéo ao grupo controle *P < 0,05;
**P < 0,01; ***P < 0,001.

4.2.6. Possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) no edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos

O possivel envolvimento do 6xido nitrico foi avaliado através do
tratamento com o inibidor ndo seletivo da enzima NOS, o L-NOARG (20 mg/kg,
i.p., 30 min), ou com o uso de animais com delegdo génica para a isoforma
induzida da enzima NOS (iNOS). As Figuras 13A e B demonstram que o
edema de pata induzido pela tripsina ndo sofreu alteragao significativa, apos o
pré-tratamento com a L-NOARG ou nos animais com delegdo génica para a

enzima iNOS.
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Figura 13. Efeito do tratamento com o inibidor ndo seletivo da NOS e da delegido génica
para a iINOS sobre o edema de pata induzido pela tripsina em camundongos. Os animais
foram tratados com o antagonista ndo seletivo da enzima éxido nitrico sintase, L-NOARG (20
mg/kg, i.p., 30 min) (A) e receberam a inje¢ao de tripsina (30 pg/pata) 30 min apdés. Em outro
grupo experimental (B), o edema de pata induzido pela tripsina (30 pg/pata) foi avaliado em
animais com delegdo génica para a INOS. Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as

barras verticais os e.p.m.
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4.2.7. Envolvimento da citocina pré-inflamatéria TNFa no edema de pata
induzido pela tripsina em camundongos
Para verificar o possivel envolvimento da citocina pro-inflamatéria TNFa,
no edema de pata induzido pela tripsina, foram utilizados animais com delecao
génica para o receptor p55 do TNFa. O edema de pata foi significativamente
reduzido nestes animais, com percentagem de inibicdo de 42 + 6 % (Figura
14).
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Figura 14. Edema de pata induzido pela tripsina em camundongos com delegao génica
para o receptor p55 do TNFa. Edema de pata em animais controle C57/BL6 (TNFa p55+’+) ou
TNFa p55'/', apos a injecéo de tripsina (30 pg/pata). Cada coluna representa a média de 4-6
animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em

comparagao ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01 e ***P < 0,001.

4.2.8. Envolvimento do receptor PAR-2 no edema de pata induzido pela

tripsina em camundongos
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Para confirmar se o edema de pata induzido pela tripsina é dependente
da ativacado do receptor PAR-2, foram utilizados animais com dele¢cao génica
para este receptor. Como pode ser observado na Figura 15, o edema de pata
induzido pela tripsina (30 ug/pata) foi reduzido de forma parcial nos animais

nocaute para o receptor PAR-2, com inibigdo de 26 + 3 %.
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Figura 15. Edema de pata induzido pela tripsina em camundongos com dele¢dao génica

para o receptor PAR-2. Edema de pata em camundongos controle PAR-2"* (C57/BL6) e com

delegcdo génica para o receptor de PAR-2 (PAR—Z"') induzido pela injegao i.pl. de tripsina (30

+/+

pg/pata), e edema em animais controle PAR-2"" (C57/BL6) induzido pela injegdo de tripsina

inativada (30 pg/pata). Cada coluna representa a média de 4-6 animais e as barras verticais os
e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em comparagéo ao grupo controle.
*P < 0,05; ***P < 0,001 e *P < 0,001.

4.3. Caracterizagao da resposta nociceptiva induzida pela tripsina em
camundongos

A Figura 16A demonstra que a tripsina (300 pg/pata) produziu
nocicepgao espontadnea marcante e dependente do tempo, quando injetada na
pata direita de camundongos, sendo esta resposta mais acentuada durante os

10 min iniciais, diminuindo gradualmente até 60 min, apds sua administragao.



45

Desta forma, nos experimentos subsequentes, a resposta nociceptiva foi
analisada durante os primeiros 10 min, apos a injecao de tripsina. Na figura
16B pode se observar que a injecao de tripsina (30 — 600 ug/pata) causa um
aumento da resposta nociceptiva dependente da dose, sendo o valor estimado
da DEsp igual a 204 (158 - 263) ug/pata. Cabe destacar que a nocicepgéao
espontanea induzida pela tripsina na dose de 600 ug/pata produziu uma
resposta edematogénica acentuada, associada com hemorragia. Por este
motivo, os experimentos de nocicepgao espontanea foram realizados com a

dose de 300 ug/pata.
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Figura 16. Padronizagao do modelo de nocicepgédo espontianea induzida pela tripsina
na pata de camundongos. (A) Decurso temporal da nocicepgéo espontanea induzida pela
tripsina (300 ug/pata) na pata de camundongos. (B) Curva dose-resposta para o efeito
nociceptivo da tripsina (30 - 600 pug/pata) medido nos primeiros 10 min apds a
administragdo. Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as barras verticais os
e.p.m. Os asteriscos indicam os niveis de significAncia em comparagéo ao grupo salina (S)
**P < 0,01; ***P < 0,001.
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4.4. Mecanismos envolvidos na nocicep¢ao espontanea induzida pela

tripsina em camundongos

4.4.1. Envolvimento do sistema de cininas na nocicepg¢ao espontanea
induzida pela tripsina

Para avaliar a participacdo do sistema de cininas na nocicep¢ao induzida
pela tripsina em camundongos, os animais foram pré-tratados com o
antagonista seletivo e nao-peptidico para o receptor By das cininas, o
SSR240612 (1 mg/kg, i.p., 30 min) ou com o antagonista seletivo e nao-
peptidico para o receptor B, das cininas, o FR173657 (10 ou 30 mg/kg, i.p., 30
min). Os resultados da Figura 17A demonstram que o tratamento prévio com o
SSR240612 nao foi capaz de produzir alteracdo significativa da nocicepgéo
espontanea induzida pela injecdo de tripsina (300 pg/pata). Por outro lado, o
FR173657 (30 mg/kg) reduziu de maneira significativa a nocicepg¢ao
espontanea induzida pela injegao i.pl. de tripsina, com porcentagem de inibigao

de 57 £ 8 % (Figura 17B).
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Figura 17. Efeito do tratamento sistémico com os antagonistas seletivos para os
receptores para cininas sobre a nocicepgao espontanea induzida pela tripsina na pata
de camundongos. O antagonista seletivo para o receptor B;, SSR240612 (1 mg/kg, i.p.) (A)
ou para o receptor By, FR173657 (10 ou 30 mg/kg, i.p.) (B) foram administrados 30 min antes
da injecéo de tripsina (300 ug/pata). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as
barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam o0s niveis de significAncia em

comparagao ao grupo controle. **P < 0,01.

4.4.2. Envolvimento dos mastécitos e produtos da degranulacao na
nocicepg¢ao espontanea induzida pela tripsina

Com o objetivo de investigar o envolvimento dos mastécitos na
nocicepgao espontanea induzida pela tripsina (300 ug/pata), os animais foram
tratados por via i.pl. com o degranulador de mastocitos, o composto 48/80
(durante 4 dias, nas doses de 1, 3, 10 e 10 ug/sitio, respectivamente), ou com o
estabilizador de mastécitos, o cromoglicato de sédio (8 mg/kg, i.p., 1 vez ao
dia, durante 6 dias). Os dados da Figura 18A e B mostram que o pré-

tratamento com o composto 48/80 ou com o cromoglicato de sédio reduziu
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significativamente a resposta nociceptiva induzida pela injecao i.pl. de tripsina,

com porcentagens de inibicdo de 56 + 6 % e 47 + 7 %, respectivamente.
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Figura 18. Efeito do tratamento com o degranulador ou com o estabilizador de
mastoécitos sobre a nocicepg¢dao espontadnea induzida pela tripsina na pata de
camundongos. O degranulador de mastdcitos, composto 48/80, foi administrado i.pl. durante 4
dias nas doses de 1, 3, 10 e 10 ug/kg (A), e o estabilizador de mastécitos, cromoglicato de
sodio, foi administrado i.p. durante 6 dias na dose de 8 mg/kg (B), antes da indugdo da
nocicepgao esponténea pela tripsina (300 pg/pata). Cada coluna representa a média de 6-8
animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em

comparagao ao grupo controle. **P < 0,01.

O envolvimento de mediadores liberados através da degranulagdo de
mastocitos foi avaliado pelo tratamento dos animais com o antagonista seletivo
para o receptor Hy de histamina, a pirilamina (10 mg/kg, i.p., 30 min). A Figura
19 demonstra que o tratamento com o antagonista seletivo do receptor Hy ndo
foi capaz de interferir significativamente na resposta nociceptiva induzida pela

tripsina (300 pg/pata).
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Figura 19. Efeito do antagonista do receptor H; de histamina sobre a nocicepgao
espontanea induzida pela tripsina na pata de camundongos. Os animais receberam o
inibidor do receptor H, para histamina, a pirilamina (10 mg/kg, i.p.) e apés 30 min receberam a
injecdo i.pl. de tripsina (300 ug/pata). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as
barras verticais os e.p.m.

4.4.3. Participagdo das enzimas ciclooxigenases (COX) e da sintese
protéica na nocicepgao espontanea induzida pela tripsina

Para avaliar o possivel envolvimento das enzimas ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2) na nocicepgao espontanea induzida pela tripsina, os animais
foram pré-tratados com o antiinflamatério ndo-esteroidal indometacina (2
mg/kg, i.p., 30 min). Como pode ser observado na Figura 20A, a indometacina
nao alterou de forma significativa a resposta nociceptiva causada pela tripsina
(300 pg/pata). Da mesma maneira, o tratamento com o glicocorticéide
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) também n&o foi capaz de prevenir a

nocicepgao espontanea induzida pela tripsina (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito do tratamento com inibidores da enzima COX e da sintese protéica
sobre a nocicepg¢ao espontanea induzida pela tripsina na pata de camundongos. Os
animais foram tratados com o inibidor ndo seletivo das enzimas ciclooxigenases 1 e 2,
indometacina (2 mg/kg, i.p.) (A) e com o glicocorticéide dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) (B) 30
min e 4 h antes da injecao de tripsina (300 pg/pata), respectivamente. Cada coluna representa

a média de 6-8 animais e as barras verticais os e.p.m.

4.4.4. Participagdo das neurocininas e do CGRP na nocicep¢ao
espontanea induzida pela tripsina

A fim de verificar o envolvimento das neurocininas e do CGRP na
nocicepgao induzida pela tripsina (300 pg/pata), os animais foram tratados com
os antagonistas seletivos para os receptores NK4, NK2, NK3, ou para o receptor
do CGRP. Como pode ser observado na Figura 21, a nocicepgao espontanea
induzida pela tripsina foi significativamente reduzida pela administracdo dos
antagonistas seletivos para os receptores NK4, o FK888 (1 mg/kg, i.v., Figura
21A), para o receptor NKz, o SR48968 (1 mg/kg, i.v., Figura 21B), e para o
receptor NK3, o SR142801 (3 mg/kg, i.v., Figura 21C), ou ainda para o receptor

do CGRP, o fragmento CGRPg37 (300 ug/kg, i.v., Figura 21D), quando
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administrados 15 min antes da injegdo da tripsina, com porcentagens de
inibicdo de 41 £ 8 %, 60 £ 3 %, 46 £ 9 % e 35 = 5 %, respectivamente.
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Figura 21. Efeito dos antagonistas seletivos para os receptores NK;, NK;, NK; e CGRP
sobre a nocicep¢ao espontanea induzida pela tripsina na pata de camundongos. Os
animais foram tratados com os antagonistas seletivos para (A) o receptor NK;, FK888 (1
mg/kg), (B) receptor NK,, SR48968 (1 mg/kg), (C) receptor NK;, SR142801 (3 mg/kg) e (D)
receptor CGRP, CGRPg_37 (300 ug/kg) pela via endovenosa 15 min antes da inje¢ao de tripsina
(300 pg/pata). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as barras verticais os e.p.m.
Os asteriscos representam os niveis de significancia em comparagéo ao grupo controle. *P <
0,05, **P < 0,01.
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4.4.5. Participacao do receptor TRPV1 na nocicepg¢ao espontanea induzida
pela tripsina

Para investigar a participagcdo do receptor TRPV1 na nocicepgao
espontanea induzida pela tripsina, outro grupo de animais foi pré-tratado com o
antagonista seletivo para o receptor TRPV1, o SB366791 (500 ug/kg, i.p., 30
min). Como pode ser observado na Figura 22, o tratamento com o SB366791
produziu inibicdo significativa da nocicepgao espontanea induzida pela tripsina

(300 pg/pata), com porcentagem de inibigdo igual a 48 + 8 %.
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Figura 22. Efeito do tratamento com o inibidor seletivo do receptor TRPV1 sobre a
nocicepg¢ao espontdnea induzida pela tripsina na pata de camundongos. Os animais
receberam o antagonista seletivo do receptor TRPV1, SB366791 (500 ug/kg, i.p.) 30 min antes da
injecdo de tripsina (300 pg/pata). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as barras
verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significaAncia em comparagéo ao grupo

controle. **P < 0,01.
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4.4.6. Envolvimento do 6xido nitrico (NO) na nocicepcao espontanea
induzida pela tripsina

Como apresentado na Figura 23, o tratamento com o inibidor nao
seletivo da enzima NOS, o L-NOARG (20 mg/kg, i.p., 30 min), ndo foi capaz de

alterar de forma significativa a nocicepcao espontanea induzida pela tripsina

(300 pg/pata).
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Figura 23. Efeito do tratamento com o inibidor ndo seletivo da enzima éxido nitrico
sintase sobre a nocicepg¢ao espontanea induzida pela tripsina na pata de camundongos.
Os animais foram tratados com a L-NOARG (20 mg/kg, i.p.) 30 min antes da injeg&o de tripsina
(300 p
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pela tripsina foi significativamente diminuida nestes animais, com percentagem

de inibicdo de 38 £ 6 % (Figura 24).
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Figura 24. Nocicepgdo espontanea induzida pela tripsina em camundongos com delegao
génica para o receptor p55 do TNFa. Nocicepgao espontdnea em animais controle C57/BL6
(TNFa p55+’+) ou TNFa p55"' apos a injecao de tripsina (300 ug/pata). Cada coluna representa
a média de 6-8 animais e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de

significancia em comparagao ao grupo controle. *P < 0,05.

4.4.8. Envolvimento do receptor PAR-2 na nocicepgdo espontinea
induzida pela tripsina

Para verificar o envolvimento do receptor PAR-2 na nocicepgao
espontanea induzida pela tripsina, foram utilizados camundongos com delecéo
génica para o receptor PAR-2. Como apresentado na Figura 25, a nocicepgéo
espontanea induzida pela injecdo de tripsina (300 pg/pata) foi praticamente

abolida nos animais nocaute, com porcentagem de inibi¢gao igual a 85 + 3 %.
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Figura 25. Nocicepgao espontanea induzida pela tripsina em camundongos com dele¢ao
génica para o receptor PAR-2. Nocicepgado espontanea em animais PAR-2*"* (C57/BL6) apds
a injecdo de tripsina inativada, ou em animais PAR-2""* (C57/BL6) ou PAR-2" apos a injecao
de tripsina (300 ug/pata). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as barras verticais
os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia em comparagéo ao grupo PAR-
2 *p < 0,001. E #P < 0,001 representam os niveis de significancia em comparagéo ao
grupo tripsina inativada.

4.5. Medida da atividade da enzima MPO apés a injegcao de tripsina na pata
de camundongos

Com o objetivo de avaliar a migragao celular na pata de camundongos
tratados com tripsina, foram quantificados os niveis da enzima MPO em
diferentes intervalos de tempo, apos a injegao de tripsina. A Figura 26A mostra
que a tripsina (30 pg/pata) promoveu aumento marcante e tempo-dependente
da migragdo de neutrofilos, conforme indicado pelo aumento de
aproximadamente 4 vezes da atividade da MPO comparado ao grupo injetado
com salina. O aumento maximo da migragao de neutréfilos foi observado 3 h

apos a injecao de tripsina. Nos animais com delegdo génica para o receptor
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PAR-2, o aumento nos niveis de MPO foi praticamente abolido, apresentando
niveis menores que os produzidos pela injecao i.pl da tripsina inativada (Figura

26B).
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Figura 26. Efeito tempo-dependente da injegcdo de tripsina sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) na pata de camundongos suicos e camundongos PAR-2"". Aumento
dos niveis da enzima MPO ap6s a injegcao de tripsina (30 pg/pata) em camundongos suigos (A) e
em camundongos C57/BL6 (PAR-2+’+) e PAR-2" (B). Cada coluna representa a média de 3
experimentos e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de significancia

em comparagédo ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01.
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4.6. Medida dos niveis de IL-13 e TNFa apés a injegao de tripsina na pata
de camundongos

Os resultados da Figura 27 demonstram que a injecao de tripsina (30
Mg/pata) induziu aumento significativo dos niveis de TNFa e IL-1B no tecido
subcuténeo da pata de camundongo (2 e 2,5 vezes quando comparado ao
grupo salina, respectivamente). O aumento da produgdo de TNFa foi
significativo 6 h ap6s o tratamento com a tripsina (Figura 27A), enquanto, os
niveis maximos de IL-18 foram observados 3 h apds a injecdo de tripsina

(Figura 27B).
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Figura 27. Efeito tempo-dependente do tratamento com tripsina sobre os niveis de TNFa

e IL-1p3 na pata de camundongos. Aumento dos niveis de TNFa (A) e IL-1B (B) induzido pela

tripsina (30 pg/pata) na pata de camundongos. Cada coluna representa a média de 3

experimentos e as barras verticais os e.p.m. Os asteriscos representam os niveis de

significancia em comparagao ao grupo controle. *P < 0,05; **P < 0,01.
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5. DISCUSSAO

A clonagem e a posterior caracterizagao funcional dos receptores PARs
contribuiram para o estabelecimento de novas perspectivas acerca do papel
fisioldgico e patofisiolégico das proteases no organismo. As proteases, como a
trombina e a tripsina, podem modular diversos processos inflamatérios, tanto
em humanos quanto em roedores. No entanto, os mecanismos responsaveis
pelo estabelecimento destas respostas ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (Vergnolle et al., 2003; Steinhoff et al., 2003). Dentre as proteases
capazes de ativar os receptores PAR-2, apenas a triptase liberada pelos
mastoécitos parece atuar como agonista endogeno, induzindo inflamagao
neurogeénica, in vivo (Steinhoff et al., 1999; 2003). Ja a tripsina, em sua forma
pancreatica, parece contribuir para a etiologia da pancreatite, dermatite
perianal e peristomal (Buckingham e Berg, 1986; Andersen et al.,, 1994),
enquanto a tripsina extrapancreatica esta associada ao desenvolvimento de
eczema de contato (Bjelland et al., 1989), invasdo tumoral e metastase (Sorsa
et al., 1997). A tripsina ativa o receptor PAR-2 in vitro (Alm et al., 2000),
podendo ser um agonista potencial do receptor PAR-2 in vivo (Steinhoff et al.,
1999; Alm et al., 2000; Cotrell et al., 2004). Além do pancreas, a tripsina foi
identificada em varios tipos de células, como em queratindcitos (Babiarz-Magee
et al.,, 2004), endotélio (Shpacovitch et al., 2002), neurbnios sensoriais
(Koshikawa et al., 1998), dentre outros. Niveis elevados desta protease estao
presentes em patologias como inflamagéo, dano tecidual e desenvolvimento
tumoral (Sorsa et al., 1997; Shpacovitch et al., 2002; Meyer-Hoffert et al., 2004;

Obreja et al., 2006).
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A capacidade das proteases de regular as fungdes celulares, através da
interacdo com os receptores PARs, tem gerado novas evidéncias sobre as
fungdes fisiologicas potenciais destas enzimas. Os PARs pertencem a uma
grande familia de receptores acoplados a proteina G (PAR1 — PAR4) que estao
localizados em diferentes tecidos (Macfarlane et al., 2001; Schimidlin e
Bunnett, 2001). O PAR-1 foi descoberto em um estudo com a finalidade de
identificar o receptor responsavel pelas acdes celulares da trombina, incluindo
a agregacao plaquetaria e a regulagdo das células endoteliais, o que sugeriu
uma importante acao fisiolégica para o receptor PAR-1 na homeostase
sanguinea. Além disso, os PARs parecem estar envolvidos com o sistema de
defesa do organismo em resposta a um dano tecidual ou apds invasao de
patdgenos (Hollenberg, 1996; Vergnolle, 2000). No entanto, grande interesse
tem sido dado ao envolvimento dos PARs na inflamagdo e nocicepgao
(Hollenberg et al., 1997; Vergnolle, 1999; Lindner et al., 2000; de Garavila et
al., 2001; Cenac et al., 2002), devido aos sinais classicos da inflamacgao (dor,
calor, edema e vermelhiddo) que sdo observados apds a ativagao desses
receptores, in vivo.

Os resultados do presente estudo demonstram, pela primeira vez, que a
injecao intraplantar de tripsina resulta em nocicepgdo espontanea marcante e
dose-dependente na pata de camundongos. De maneira interessante, a
nocicepc¢ao espontanea induzida pela tripsina foi substancialmente reduzida em
animais com delegao génica para o receptor PAR-2. Tal fato sugere que a
resposta nociceptiva causada pela tripsina depende em grande parte da
ativacdo do receptor PAR-2. Resultados semelhantes foram obtidos por

Kawabata e colaboradores (2002) ao demonstrar que a inje¢ao de agonistas do



61

receptor PAR-2 na pata de camundongos produz aumento de comportamentos
nociceptivos, como lamber e morder a pata injetada (nocicepgcao espontanea).
Outras evidéncias experimentais também mostraram que proteases (triptase e
tripsina) e agonistas sintéticos do receptor PAR-2 sdo capazes de estimular
neurdnios nociceptivos primarios, produzindo hiperalgesia térmica e mecanica
duradouras (Vergnolle et al.,, 2001). As doses de tripsina capazes de causar
hiperalgesia sdo muito menores do que a dose utilizada para a indugdo da
nocicepgao espontanea. A hiperalgesia é caracterizada por uma sensibilizagao
dos nociceptores por diferentes mediadores inflamatérios liberados no sitio
inflamado, como prétons, BK, ATP, PGs, neuropeptideos, dentre outros. Esta
sensibilizagdo causa uma diminuicdo no limiar de ativacdo destes neurbnios,
fazendo com que se tornem responsivos a estimulos de baixa intensidade
(Coutaux et al., 2005). A dose de tripsina utilizada para induzir a nocicepg¢ao
espontanea deve ativar diretamente os nociceptores devido a degranulagéao de
mastocitos e liberacdo de inumeros mediadores inflamatdrios, resultando em
uma nocicepgao aguda pronunciada. No entanto, doses de tripsina, cerca de
100 vezes menores do que a utilizada para a nocicepcdo espontanea, sao
capazes de apenas sensibilizar os nociceptores devido a liberagdo de alguns
mediadores inflamatérios e, com isso, produzir hiperalgesia duradoura
(Vergnolle et al., 2001).

Os dados do presente estudo também demonstram que a injegao de
tripsina na pata de camundongos produz resposta inflamatéria aguda, tempo e
dose-dependente, avaliada através da medida do edema de pata. A resposta
edematogénica causada pela tripsina teve seu pico entre 10 e 40 min e durou

por cerca de 6 horas. Resultados semelhantes foram obtidos por Vergnolle e
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colaboradores (1999a), mostrando que a injecdo de agonistas do receptor
PAR-2 na pata de ratos resultou na formacdo de um edema marcante, com
efeito maximo em 1 h, que persistiu até 6 h apdés a inje¢gdo. Contudo, os
resultados do presente estudo sugerem que outros mecanismos, além da
ativacdo do receptor PAR-2, estejam envolvidos na resposta edematogénica
induzida pela tripsina, pois este evento foi apenas parcialmente reduzido em
animais com delegdo génica para o receptor PAR-2. Esta seria uma forte
evidéncia de que mecanismos diferentes sao responsaveis pelas respostas
nociceptivas e inflamatérias causadas pela tripsina na pata de camundongos.
Para verificar se 0 edema e a nocicepg¢ao estariam relacionandos com a
atividade proteolitica da tripsina, a enzima foi aquecida (100 °C durante 20 min)
para sofrer desnaturagdo e, consequente, inativagdo. Quando injetada nas
mesmas doses na pata de camundongos, a tripsina inativada ao calor nao foi
capaz de produzir um aumento da resposta nociceptiva. Por outro lado, a
tripsina inativada causou um aumento significativo no volume da pata dos
camundongos, confirmando a participagdo de outros mediadores nesta
resposta. Estes resultados sugerem que a atividade proteolitica da tripsina esta
diretamente envolvida com o desenvolvimento da resposta nociceptiva e, em
parte, envolvida no processo inflamatorio.

Estudos in vivo tém demonstrado algumas fungdes fisioldgicas do
receptor PAR-2, como regulacdo da pressado arterial e do tonus vascular
(Cocks e Moffatt, 2000). Por exemplo, o receptor PAR-2 pode ser super-
expresso na artéria cardtida de ratos em resposta a danos vasculares
(Damiano et al., 1999a), sugerindo um possivel efeito vasodilatador

compensatoério deste receptor em resposta ao dano cardiovascular. Outros
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estudos sugerem ainda um papel protetor dos receptores PARs no epitélio das
vias aéreas, uma vez que tanto o agonista peptidico do receptor PAR-1 quanto
0 agonista peptidico do receptor PAR-2 podem causar relaxamento das vias
aéreas através da inducdo da liberacdo de prostaglandina E, (PGEy),
resultando em broncodilatagao (Cocks et al., 1999). A presenca dos PARs na
superficie de células de uma variedade de tecidos, desde os vasos sanguineos
até o trato gastrointestinal, sugere que estes receptores exercem um possivel
papel fisiolégico e protetor em diferentes 6rgaos.

Apesar das evidéncias convincentes acerca de um papel protetor dos
PARs, muitos estudos tém mostrado efeitos pro-inflamatérios envolvendo a
ativacdo destes receptores (Kawabata et al., 1998; Vergnolle et al., 1999a).
Neste contexto, foi demonstrado que a ativagao do receptor PAR-2 aumenta a
permeabilidade vascular (Kawabata et al., 1998; Vergnolle et al., 1999a),
produz relaxamento do musculo liso (Al-Ani et al., 1995), causa hipotensao
sisttmica (Hwa et al., 1996; Damiano et al., 1999b), broncoconstricdo
(Ricciardolo et al., 2000) e marginacéo e infiltracdo de leucdcitos (Al-Ani et al.,
1995; Vergnolle, 1999). Além do mais, o receptor PAR-2 esta expresso em
grandes quantidades na superficie de células inflamatérias como neutréfilos e
mastoécitos, onde deve exercer um papel crucial na ativagao e degranulagao
destas células (Howells et al.,, 1997; Vergnolle, 2000). Por conseguinte, a
presenca do receptor PAR-2 na superficie das células inflamatdrias pode estar
relacionada a resposta edematogénica duradoura e a intensa infiltracdo de
neutréfilos que ocorre quando agonistas dos receptores PAR-1 e PAR-2 sao
injetados na pata de ratos (Vergnolle, 1999; Vergnolle et al., 1999a, 1999b;

Steinhoff et al., 2000). Estes resultados suportam a hip6tese de que a ativagéo
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do receptor PAR-2 esta associada com respostas inflamatdrias e sugere um
papel dual para os receptores localizados no endotélio, ndo apenas como um
elemento protetor, mas também como potencial fator pré-inflamatério
(Vergnolle et al., 2001).

Durante o desenvolvimento do processo inflamatério ocorre a producéao e
a liberacdo de inumeros mediadores, como a histamina, cininas, leucotrienos,
entre outros, que permitem o influxo de proteinas, fatores soluveis e células
inflamatdérias do compartimento intravascular para o intersticio. As cininas
constituem uma familia de peptideos envolvidos em uma série de processos
fisiologicos e patofisioldgicos (Bascands et al., 2003). Sdo formadas no plasma
e em tecidos periféricos por moléculas precursoras chamadas de cininogénios,
através da acao das enzimas calicreinas, especialmente em resposta a
infeccdo, dano tecidual ou respostas inflamatérias (Regoli e Barabé, 1980;
Bhoola et al., 2001; Couture et al., 2001; Leeb-Lundberg et al., 2005). Os
efeitos das cininas sdo mediados pela ativagcao de dois receptores acoplados a
proteina G, chamados Bi e B,. Os receptores do tipo By sédo ativados
preferencialmente pelos fragmentos ativos des-Arg’-BK e Lys-des-Arg®-BK,
enquanto que os receptores B, apresentam grande afinidade pela BK e pela
Lys-BK (calidina). Diversas evidéncias demonstram que os receptores B,
apresentam um carater constitutivo, sendo expressos em diversos tecidos
(Dendorfer et al., 1999). Ja o receptor B4 para cininas raramente esta expresso
em condi¢cdes normais, sendo induzido apds dano tecidual ou depois de uma
longa exposigao a citocinas pro-inflamatérias ou produtos bacterianos (Calixto
et al., 2001, 2004; Seergers et al., 2004). As cininas estdo associadas com a

producdo secundaria de outros mediadores inflamatérios e nociceptivos,
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incluindo prostandides, taquicininas, citocinas, produtos derivados de
mastocitos e 6xido nitrico (Calixto et al., 2001; Moreau et al., 2005). Devido a
estas agdes, as cininas e seus receptores tém sido implicados em alteragdes
inflamatdrias e nociceptivas, incluindo a asma, a artrite reumatdéide, o choque
endotdxico e os quadros de dor neuropatica (Calixto et al., 2001; Couture et al.,
2001; Ferreira et al., 2005; Pesquero e Bader, 2006). Muitos estudos sugerem
ainda que os receptores B, estdo relacionados com a fase inicial da resposta
nociceptiva e inflamatdria, enquanto os receptores B4 seriam expressos para
perpetuar estes eventos.

Levando em consideragao o envolvimento dos receptores para cininas na
génese e perpetuacdo da dor e da inflamagdo, os resultados do presente
estudo demonstram claramente que o edema de pata induzido pela tripsina
parece ser mediado em grande parte pelo receptor By, ja que o tratamento dos
animais com o antagonista seletivo deste receptor causou redugao significante
do edema em todos os pontos observados. O bloqueio dos receptores B4 para
cininas foi capaz de inibir o edema apenas 2 h apds a inje¢do de tripsina,
confirmando a hip6tese de que os receptores B4 sdo expressos ao longo do
tempo, apds a exposicdo a estimulos nocivos (Campos e Calixto, 1994;
Seegers et al., 2004). Da mesma maneira, o bloqueio dos receptores By, mas
nao do receptor B4, diminuiu consideravelmente a nocicepcdo espontanea
induzida pela tripsina. Estes resultados sugerem que tanto o edema de pata
quanto a nocicepcdo espontanea induzida pela tripsina sdo mediadas em
grande parte pelo receptor B, mas com pouca participagao do receptor Bs.

Dentre as muitas células envolvidas no processo inflamatério, os

mastoécitos possuem grande importadncia em diversas doengas, devido a
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liberagdo de inumeros mediadores inflamatdrios, a partir de seus granulos
intracelulares. Os mastécitos originam-se de precursores hematopoiéticos
pluripotentes da medula 6ssea (Metcalfe et al., 1997) e depois de circularem
pela corrente sanguinea sao recrutados para diferentes tecidos do organismo
onde atingem a maturacdo, através da acdo de diversos fatores de
crescimento. Até poucos anos atras se acreditava que estas células estavam
envolvidas apenas com respostas de hipersensibilidade imediata (Metcalfe et
al., 1997; Galli et al.,, 2005), como condigdes alérgicas. Atualmente, os
mastoécitos tém sido relacionados a um grande numero de doengas, como
artrite reumatoide e esclerose multipla. A degranulagdo dos mastdcitos ocorre
predominantemente durante o processo inflamatério, liberando inumeros
mediadores inflamatdérios, como histamina, citocinas, serotonina e proteases,
além de induzir a geragdo de mediadores derivados do acido araquidénico
(Galli et al., 2005).

Os resultados, aqui apresentados, demonstram que a degranulagéo e a
estabilizacdo dos mastdcitos reduziram, apenas parcialmente, o edema de pata
induzido pela tripsina. De maneira semelhante, o mesmo tratamento foi capaz
de reduzir significativamente a nocicepgdo espontdnea a ftripsina. Estes
resultados confirmam aqueles obtidos por Kawabata et al. (2002) que
demonstraram que o tratamento crénico dos camundongos com o degranulador
de mastécitos foi capaz de reduzir significativamente a nocicepgao espontanea
induzida pelo agonista peptidico do receptor PAR-2. Por outro lado, Vergnolle e
colaboradores (1999a) demonstraram que a resposta edematogénica induzida

pelo agonista peptidico do PAR-2 em ratos ocorre de maneira independente da



67

degranulagcado de mastdcitos, sugerindo que o PAR-2 presente em outros tipos
celulares estaria envolvido na formacgao do edema.

Como observado no presente estudo, o tratamento sistémico com o
antagonista seletivo para o receptor H; de histamina causou redugéo
significativa do edema de pata, mas nao da nocicepgao espontanea induzida
pela tripsina. A histamina € uma amina basica encontrada na maioria dos
tecidos do corpo, presente em altas concentracbes no pulméo e na pele, sendo
identificada em grandes quantidades em mastdcitos e em basdfilos. Os
resultados obtidos no presente trabalho permitem sugerir que a histamina esta
envolvida na resposta edematogénica, mas nao na nocicepgao esponténea
induzida pela tripsina. Porém, estas respostas parecem envolver a ativagao de
mastoécitos, uma vez que a estabilizagdo ou a degranulagdo dos mastécitos
reduziu pelo menos em parte, a nocicepg¢ao e o edema a tripsina. Desta forma,
€ possivel sugerir que outros mediadores, oriundos da degranulacdo de
mastocitos, além da histamina, poderiam estar envolvidos nas respostas
nociceptivas causadas pela tripsina. Dentre as proteases liberadas pelos
mastoécitos a triptase € a mais abundante (Caughey, 1995). Esta é uma serino-
protease como a tripsina, e é considerada uma ativadora endégena do receptor
PAR-2 (Corvera et al., 1997; Fox et al., 1997; Berger et al., 2001). De acordo
com estudos prévios, quando o receptor PAR-2 ¢é ativado pela triptase ocorre a
hidrolise de fosfoinositideos de membrana seguido de aumento nos niveis
intracelulares de Ca®* (Molino et al., 1997), o que poderia resultar em respostas
nociceptivas. Estudos recentes demonstram que a inje¢ao i.pl. de triptase em
ratos produz hiperalgesia térmica duradoura, semelhante aquela produzida

pela tripsina (Vergnolle et al., 2001). Neste contexto, pode-se sugerir que a
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triptase liberada no sitio inflamatério pela degranulagcdo dos mastdcitos teria
papel relevante nas respostas nociceptivas, inclusive na nocicepgao
espontanea induzida pela tripsina, ja que esta protease é capaz de clivar e
ativar o receptor PAR-2. Contudo, experimentos futuros ainda sdo necessarios
para elucidar o papel da triptase na nocicepgdo espontanea e no edema
induzidos pela tripsina.

Dados subsequentes do presente estudo indicam o envolvimento das
enzimas COX-1 e COX-2 no edema de pata, mas ndo na nocicepcao
espontanea induzida pela tripsina. Muitos estudos tém demonstrado que a
ativacdo dos receptores PARs nos tecidos periféricos causa liberacdo de
mediadores intracelulares associados a ativacdo das enzimas COXs
(Macfarlane et al., 2001; Svensson e Yarsh, 2002; Koetzer et al., 2004), as
quais por sua vez induzem a produgdo de prostandides (prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos) (Neufeld e Majerus, 1983). As prostaglandinas sao
consideradas importantes mediadores inflamatorios e nociceptivos, sintetizados
por uma variedade de células em reposta a estimulos inflamatérios (Bos et al.,
2004; Hata e Breyer, 2004). Atuam como horménios locais em um grande
numero de processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo dor, edema, febre e
varios aspectos da inflamagéao (Ito et al., 2001). Enquanto muitos mediadores
quimicos e neurotransmissores sao estocados em vesiculas, o acido
araquidonico, precursor das PGs, esta localizado na membrana celular. Frente
a um estimulo inflamatério, o acido araquidénico é clivado pela fosfolipase Az
(PLA2) e, uma vez liberado, pode sofrer a agdo de duas isoformas da enzima
ciclooxigenase, chamadas COX-1 e COX-2 (lto et al., 2001). A COX-1 esta

geralmente presente constitutivamente na maioria dos tecidos do organismo,



69

incluindo estdmago, rins e plaquetas, sendo considerada a enzima responsavel
por produzir os prostandides necessarios para a manutencédo da homeostase
do organismo (O’Neill e Ford-Hutchinson, 1993). Ja a COX-2 é induzida em
uma grande variedade de células, principalmente por mediadores inflamatérios,
como citocinas, PGs, hormdnios, entre outros (O’Neill e Ford-Hutchinson, 1993;
Dubois et al.,, 1998). A grande produgcdo de PGs em tecidos inflamados &
acompanhada pelo aumento da expressao do gene da COX-2, o que prolonga
e induz a produgdo de mais PGs (Fermor et al., 2002). Em estudo recente,
Koetzer e colaboradores (2004) demonstraram que a injegao intratecal de
agonistas dos receptores PAR-1 e PAR-2 causa liberagao de PGE; na medula
espinhal de ratos, contribuindo dessa forma para o desenvolvimento da
hiperalgesia térmica. Ao contrario, os resultados do presente estudo
demonstram que a nocicepcdo espontanea induzida pela tripsina ndo parece
depender da ativacdo da enzima COX, pois o tratamento com a indometacina
nao foi capaz de alterar a resposta nociceptiva. Por outro lado, o tratamento
com a indometacina reduziu de maneira significativa a resposta edematogénica
induzida pela tripsina. Esta ultima resposta parece estar relacionada a ativagao
da enzima COX-2, pois uma reduc¢ao similar aquela causada pela indometacina
foi observada apés a administracdo do inibidor seletivo da COX-2, o celecoxib.
De fato, foi demonstrado recentemente que a trombina e a tripsina induzem a
expressao da enzima COX-2 e de seu RNAm em células endoteliais e
pulmonares humanas, sem no entanto interferir com a expressdo da COX-1
(Chambers et al., 2003; Syeda et al., 2006), sendo esta resposta bloqueada
pelo tratamento com a indometacina ou com o inibidor seletivo da COX-2

(Syeda et al., 2006).
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As evidéncias sobre o envolvimento das PGs no edema de pata induzido
pela ftripsina, obtidas pelo pré-tratamento com antiinflamatérios nao
estereoidais (AINES), foram confirmadas pelos resultados obtidos com o
glicocorticéide dexametasona, um antiinflamatorio estereoidal. O tratamento
com a dexametasona foi capaz de inibir significativamente o edema de pata,
mas nao a nocicepc¢ao espontanea induzida pela tripsina. A dexametasona tem
os principais efeitos associados com a capacidade de influenciar a expressao
génica em todos os niveis de regulagdo conhecidos. Devido ao carater
lipofilico, os glicocorticéides se difundem através da membrana plasmatica e se
ligam a receptores celulares especificos (GR) localizados no plasma. Quando
0s receptores se ligam aos agonistas, sofrem alteragées conformacionais que
resultam na exposicdo do sinal de localizagdo nuclear do receptor. Apds a
ativacao, o GR é translocado para o nucleo, onde ocorrem interagdes proteina-
proteina ou a interacao direta com sequéncias especificas do DNA, chamadas
de elementos responsivos a glicocorticoides. Estes processos podem resultar
tanto na estimulacéo, quanto na inibicdo da transcricdo de uma série de genes,
particularmente daqueles envolvidos no processo inflamatério (Witchel e
DeFranco, 2006; Schacke et al., 2006). Desta forma, o efeito da dexametasona
no edema de pata, induzido pela tripsina, pode estar relacionado com a
reducdo da sintese da enzima COX-2 ou de outros mediadores inflamatorios,
como citocinas pro-inflamatdrias. Pode-se sugerir ainda, que a auséncia do
efeito da dexametasona no modelo de nocicepg¢ao espontanea ocorreu devido
a curta duragao desta resposta, pois em um prazo de 10 min n&o haveria

tempo para a sintese de novos receptores ou mediadores.
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A identificacdo de PARs funcionais, em neurdnios aferentes sensoriais,
sugere fortemente que a ativagao dos receptores PAR-1 e PAR-2 nestes
neurdnios pode contribuir para a transmissdo nociceptiva central. A
participacdo do receptor PAR-2 na transmissao de sinais nociceptivos e na
indugao da hiperalgesia foi estudada recentemente (Vergnolle, 2000; Coelho et
al., 2002; Vergnolle, 2005). Outras evidéncias experimentais indicaram que a
injecao intraplantar de doses sub-inflamatdrias dos agonistas do receptor PAR-
2 em ratos e camundongos resultou em uma hiperalgesia térmica e mecanica
de longa duragao (Vergnolle, 2000, 2005). A ativagdo das vias nociceptivas
pelos agonistas do receptor PAR-2 foi confirmada através do aumento da
expressao da proteina c-fos, um marcador da atividade neuronal, nas laminas
superficiais da medula espinhal (Hunt et al., 1987; Vergnolle et al., 1999a). No
entanto, ainda ndo se sabe ao certo quais seriam os mecanismos de ativacao
destas vias pelo receptor PAR-2. Estudos sugerem que este receptor estaria
expresso nos neurbnios aferentes primarios e, que sua ativacado induziria um
potencial de agao, com consequente liberacdo de neurotransmissores dentro
da medula espinhal. Além disso, os agonistas do receptor PAR-2 poderiam
atuar sobre outras células, além dos neurbnios, induzindo a liberacdo de

mediadores inflamatérios (como PGs,
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1997; Holzer, 1998), que ao atuarem sobre diferentes células na periferia,
como mastocitos, células imunes e endoteliais vasculares, produzem os sinais
classicos da inflamagdo, um processo conhecido como “inflamacéao
neurogénica” (Holzer, 1998; de Garavilla et al., 2001; Obreja et al., 2006). Na
inflamacao neurogénica, as neurocininas exercem seus efeitos juntamente com
outros mediadores inflamatérios como o CGRP e o peptideo intestinal
vasoativo (VIP) (Lembeck e Holzer, 1979; Brain et al., 1985; Maggi, 1997;
Holzer, 1998). Steinhoff et al. (2000) demonstraram que o receptor PAR-2 esta
presente em mais de 60 % dos neurdnios do ganglio da raiz dorsal, sendo
localizado em neurdnios aferentes primarios juntamente com a SP e CGRP.
Desta forma, a tripsina, a triptase e agonistas seletivos do receptor PAR-2
poderiam atuar diretamente sobre estes neurdnios estimulando a liberacdo de
CGRP e SP das fibras C e da medula espinhal (Steinhoff et al., 2000; Obreja et
al., 2006; Patwardhan et al., 2006). Foi demonstrado ainda que a tripsina e a
triptase causam aumento significativo dos niveis de calcio intracelular em
cultura de neurdnios do ganglio da raiz dorsal. Este aumento nos niveis de
calcio é dependente da atividade proteolitica da tripsina, pois quando a cultura
foi pré-incubada com um inibidor desta protease, o SBTI, ndo houve alteragao
dos niveis de calcio em resposta a administracdo dos agonistas do receptor
PAR-2 (Steinhoff et al., 2000). Os mesmos autores demonstraram, ainda, que a
pré-incubagao de neurbnios com agonistas seletivos do receptor PAR-2 aboliu
as respostas subsequientes a tripsina, a triptase ou ao agonista peptidico do
PAR-2. Estes dados sugerem que essas proteases provavelmente ativam os
neurénios por clivarem o receptor PAR-2, ao invés de se ligarem a outros

receptores.
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Os resultados do presente estudo sugerem também que a tripsina produz
respostas inflamatdrias e nociceptivas através de mecanismos neurogénicos.
Estes efeitos da tripsina parecem ser mediados, pelo menos em parte, pela
liberagdo de neurocininas (SP, neurocinina A e neurocinina B) e do CGRP a
partir dos terminais periféricos dos neurdnios sensoriais. Estas conclusdes sao
baseadas nos resultados que mostram que tanto o edema de pata quanto a
nocicepcado espontdnea causados pela tripsina foram inibidos pelos
antagonistas seletivos dos receptores das neurocininas (SP, neurocinina A e
neurocinina B) e do CGRP. Tais resultados estdo de acordo com os dados
obtidos por Steinhoff et al. (2000), os quais demonstram que as respostas
edematogénicas induzidas pelos agonistas do receptor PAR-2 s&do bloqueadas
pelo pré-tratamento com antagonistas dos receptores para CGRP, SP e pela
delecéao das fibras sensoriais do tipo C. Muitos agentes inflamatoérios estimulam
os terminais dos neurbnios aferentes primarios causando a liberacdo de CGRP
e SP (Brain e Williams, 1988; Newbold e Brain, 1993; Holzer, 1998). Assim, o
CGRP e a SP atuam sinergisticamente para induzir o edema e a nocicepgao
(Brain e Williams, 1988; Newbold e Brain, 1993; Holzer, 1998). O CGRP se liga
ao receptor CGRP, e causa vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo para
o sitio inflamado, com consequente formagdo de edema (Brain et al., 1985;
Hugles e Brain, 1991). Este neuropeptideo também potencializa a liberagcéao de
SP dos neurbnios aferentes primarios (Oku et al., 1987) e inibe a degradacéao
da SP por endopeptidades neurais (Le Greves et al., 1985), aumentando ainda
mais os seus efeitos bioldgicos (Biella et al., 1991). Ja a substancia P induz

extravasamento plasmatico, além de estimular a adesdo e infiltracdo de
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leucocitos, provavelmente através de ligacado ao receptor NK; nas células
endoteliais (Baluk et al., 1995).

Além da SP e do CGRP, que causam inflamagdo neurogénica por
atuarem sobre células endoteliais, mastdcitos e células imunes (Maggi, 1995),
outras situagbes como a exposicdo a capsaicina, protons, temperaturas
elevadas, bradicinina, triptase, dentre outras, podem ativar os neurbnios
sensoriais e desencadear agbes inflamatdrias e nociceptivas (Richardson e
Vasko, 2002). Um importante modulador envolvido nas respostas inflamatorias
e nociceptivas € o receptor de potencial transitorio do tipo 1 (TRPV1) (Caterina
et al., 1997; Davis et al.,, 2000; Calixto et al., 2005). O TRPV1 é um canal
catibnico nao-seletivo expresso predominantemente em fibras sensoriais do
tipo C e Ad (Caterina et al.,, 1997; Tominaga et al., 1998; Prescott e Julius,
2003). Este receptor é ativado pela capsaicina, temperaturas elevadas (> 43
°C), pH acido (< 6,5), pela anandamida e por alguns mediadores lipidicos
(Bevan e Geppetti, 1994; Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Hwang et
al., 2000; Huang et al., 2002), além de ser susceptivel a sensibilizacdo por
outros mediadores pro-inflamatérios, incluindo PGs, bradicinina, ATP,
neurotrofinas e outros agentes (Ferreira et al., 2004; Tang et al., 2004). O
mecanismo de sensibilizacdo do TRPV1 por diferentes mediadores envolve a
ativacdo da PKC e PKA, as quais, ao fosforilar o receptor, modificam a abertura
do canal (Lopshire e Nicol, 1998; Premkumar e Ahern, 2000; Bhave et al.,
2002; Mohapatra e Nau, 2003).

A ativacdo do TRPV1 induz a liberagdo dos neuropeptideos SP e CGRP
dos neurbnios sensoriais em inumeros tecidos periféricos € na medula

espinhal, contribuindo para a instalagdo da inflamacdo neurogénica e
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surgimento da hiperalgesia (Kessler et al., 1999), sendo estas acgdes
dependentes da entrada de calcio na célula. Como o receptor PAR-2 € um
receptor acoplado a proteina G, sua ativacdo nao é capaz de induzir o aumento
de caélcio intracelular de forma suficientemente rapida para gerar potenciais de
acao nos neurbnios aferentes (Seeliger et al., 2003). Devido a isto, tem sido
sugerido que o receptor PAR-2 pode interagir com outras moléculas, tais como
canais iénicos, para produzir a despolarizagdao dos neurbnios e transmitir o
potencial de agao. Estudos recentes demonstraram que o TRPV1 e o receptor
PAR-2 estdo co-localizados em neurbnios sensoriais primarios e, que 0s
agonistas do receptor PAR-2 ativam estes neurénios por uma via dependente
de PLC e PKC. Sabe-se que a PKC pode fosforilar os canais TRP, tais como o
TRPV1 (Cesare et al., 1999; Amadesi et al., 2004), sensibilizando-os e
diminuindo seu limiar de ativagdo. Desta forma, a ativacdo da PKC pelo
receptor PAR-2 resulta na sensibilizacdo do TRPV1 com consequente
desenvolvimento de hiperalgesia térmica ou mecanica persistentes (Amadesi et
al., 2004; Dai et al., 2004; Ferreira et al., 2005; Amadesi et al., 2006;
Patwardhan et al., 2006). Estas respostas podem ser bloqueadas por
antagonistas seletivos do receptor TRPV1, pela delegcdo génica deste receptor
ou pela inibicdo da ativagao da PKC (Amadesi et al., 2004). Sabe-se ainda, que
o receptor PAR-2 pode-se acoplar a proteina Gq, resultando na ativagdo da
PLCB e formacgao de IP; e DAG (Ossovskaya e Bunnett, 2004), os quais
aumentam os niveis intracelulares de calcio e, consequentemente, ativam a
PKC. Outros estudos demonstram que o receptor PAR-2 aumenta os niveis
intracelulares de AMP ciclico, sugerindo a ativacéo da cascata da PKA (Scott et

al., 2003). Da mesma maneira, Amadesi et al. (2006) demonstraram que a
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ativacao do receptor PAR-2, pela tripsina ou por seu agonista sintético, causa
sensibilizagdo do TRPV1 por um mecanismo dependente de PKC e PKA. Os
resultados do presente trabalho sugerem que o receptor TRPV1 esta
amplamente envolvido nas respostas edematogénica e nociceptiva induzidas
pela tripsina, uma vez que o tratamento dos animais com o antagonista seletivo
do receptor TRPV1, SB363791, foi capaz de inibir de forma expressiva o
edema e a nocicepcao espontdnea induzidas pela ftripsina na pata de
camundongos. Neste caso em particular, a tripsina poderia estar ativando
diretamente (via receptor PAR-2) ou indiretamente as fibras nociceptivas
sensoriais, devido a liberacdo de outros mediadores inflamatdérios, como
cininas, PGs, entre outros ou, ainda, sensibilizando o TRPV1 pela ativacao da
via da PKC e PKA. A ativacdo do receptor TRPV1 pode ocorrer também pela
acidez do sitio inflamatdrio devido a liberagado de prétons, por meio da BK, ou
até mesmo por outras substancias presentes no local da lesdao, como exemplo
a anandamida.

Uma das moléculas produzidas em grandes quantidades em sitios
inflamatadrios, juntamente com outros mediadores, é o éxido nitrico (NO). O NO
€ uma importante molécula sinalizadora inter- e intracelular, envolvida na
regulacdo de varias fungdes celulares em situagdes fisioldgicas e patoldgicas.
Nos tecidos, o NO ¢é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por uma
familia de enzimas denominadas NO sintases (NOS). Existem trés isoformas
distintas de NOS: as isoformas constitutivas endotelial (eNOS) e neuronal
(nNOS) e a NOS induzida (iNOS) (Nathan e Xie, 1994; Alderton et al., 2001).
As isoformas constitutivas da NOS sao responsaveis pela producdo de

pequenas quantidades de NO, relacionadas aos eventos fisioldgicos como
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neurotransmissdo, regulacdo do tdénus vascular, inibicdo da agregacao
plaquetaria e da adesao celular, além do efeito antioxidante (Guzik et al.,
2003). Por outro lado, a iINOS tem a expressdao modulada por mediadores
inflamatdrios e citocinas produzidas por estimulos inflamatérios. Uma vez
expressa, a iNOS libera NO de maneira continua e em grandes quantidades
(Guzik et al., 2003; Gow et al., 2004).

Kawabata e colaboradores (2002) demonstraram que a nocicepgao
espontanea induzida pelo agonista sintético do receptor PAR-2 em
camundongos nao esta relacionada com a produgdo de NO. Da mesma
maneira, Vergnolle et al. (1999a) demonstraram que o tratamento dos animais
com o inibidor ndo seletivo da NOS (L-NAME) nao foi capaz de diminuir o
edema de pata induzido pelo agonista peptidico do receptor PAR-2.
Confirmando os dados da literatura, os resultados do presente estudo indicam
que o pré-tratamento dos animais com o inibidor n&o-seletivo da NOS, L-
NOARG, nao foi capaz de interferir nas respostas nociceptivas ou inflamatérias
induzidas pela tripsina. Estendendo estes resultados, a resposta
edematogénica induzida pela tripsina ndo foi modificada em animais com
delecdo génica para a iINOS. A partir destes dados, € possivel sugerir que o
NO nao parece estar envolvido nas respostas induzidas pela tripsina ou pela
ativacao do receptor PAR-2.

O recrutamento de leucécitos do sangue para o compartimento
extravascular € uma caracteristica central do processo inflamatério. A migracéo
de leucdcitos a partir da circulagdo sanguinea € um processo composto por
uma série de etapas, orquestradas pela ativacdo sequencial de moléculas de

adesao e seus ligantes nos leucdcitos e células endoteliais (Tonnesen, 1989;
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Lawrence e Springer, 1991). O rolamento e a adesao dos leucécitos ocorrem
em resposta a agao de diferentes mediadores (histamina, leukotrieno C4, PAF,
citocinas, quimiocinas) liberados por diferentes células, tais como mastécitos e
células endoteliais (Kubes et al., 1991; Zimmerman et al., 1992; Kubes e
Kanwar, 1994). Os neutrdfilos sdo as primeiras células imunes recrutadas da
circulagdo para o tecido inflamado, com o papel de eliminar particulas
estranhas, tais como bactérias (Delves e Roitt, 2000). Howells e colaboradores
(1997) demonstraram que o receptor PAR-2 estad expresso no endotélio
vascular e na membrana de leucdcitos, especialmente em neutrdfilos. Logo,
isto permite sugerir que as respostas inflamatérias induzidas pela ativagao do
receptor PAR-2 ocorrem principalmente em decorréncia das alteracdes
vasculares e da infiltragcdo de granuldcitos (Vergnolle et al., 2001). Da mesma
forma, recentemente Lim et al. (2006) demonstraram que a tripsina pode
aumentar a adesao de linfécitos na superficie luminal da aorta de
camundongos, quando aplicada exogenamente ou administrada por via
endovenosa, 24 h antes. O fato de estes efeitos estarem ausentes em animais
com delegcdo génica para o PAR-2, sugere que a ativagdo deste receptor
possui agdes pro-inflamatérias relacionadas ao recrutamento de leucécitos.
Estes dados foram confirmados por estudos in vivo indicando que a ativagao do
receptor PAR-2 induz um aumento significativo do rolamento, da adesao e do
extravasamento de leucdcitos em ratos (Vergnolle, 1999; Tae et al., 2003),
sendo a ativagao do PAR-2 crucial para o recrutamento de leucécitos durante o
processo inflamatario.

No presente estudo foi observado que o tratamento local com tripsina

produziu migragdo marcante e tempo-dependente de neutrdéfilos para a pata de
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camundongos, como verificado pelo ensaio da MPO. A enzima MPO, presente
principalmente no interior dos granulos azurdéfilos dos neutréfilos, catalisa a
reacao entre peroxido de hidrogénio e cloreto, formando acido hipocloroso, um
importante componente da resposta de defesa contra infecgbes bacterianas.
Desta forma, o aumento da atividade da enzima é um indicativo indireto da
migragdo de neutrdfilos para o local da inflamagado (Bradley et al., 1982;
Winterbourn et al., 2000; Faurschou e Borregaard, 2003). O influxo de
neutrofilos, observado no presente estudo apds a administracdo da tripsina,
alcancgou nivel maximo em 3 h, mantendo-se significativo até 6 h e diminuindo
apos este periodo. Estes resultados sugerem que a tripsina, assim como
demonstrado para os agonistas sintéticos do receptor PAR-2, é capaz de
induzir a migragdo de neutréfilos quando injetada na pata de camundongos.
Além disso, o recrutamento de neutrdfilos foi completamente inibido em
animais com deleg¢ao génica para o PAR-2, indicando que a ativagao do PAR-2
seria responsavel pelo efeito da tripsina sobre a migragéo de neutrdfilos.

Como ja descrito, um dano tecidual leva ao desenvolvimento de respostas
inflamatdrias devido a producdo de inumeros mediadores inflamatorios e
nociceptivos, tais como a BK, SP, PGs e citocinas (Calixto et al., 2000; Safieh-
Garabedian et al., 2002). As citocinas sao pequenas proteinas reguladoras,
produzidas por uma variedade de células, incluindo as do sistema nervoso, em
resposta a uma série de estimulos, constituindo um elo entre o dano celular e o
desenvolvimento dos sinais sistémicos ou locais da inflamacgao (Blackwell e
Christman, 1996; Dinarello, 2000; Hopkins, 2003; Cunha e Ferreira, 2003; Conti
et al.,, 2004). A ativacdo das citocinas ou a produgcdo exagerada esta

relacionada com uma variedade de patologias, tais como sepse, artrite
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reumatoéide, doenca de Crohn, esclerose multipla, além de estar envolvida com
o aparecimento da dor e hiperalgesia (Sommer e Kress, 2004, Cunha et al.,
2005). Dentre as citocinas, o TNFa possui papel fundamental no processo
inflamatorio e nociceptivo, pois € capaz de estimular a sua propria producao e a
liberagdo de inumeras outras citocinas tais como IL-6, IL-8 e IL-18 (Cunha et
al., 1992; Watkins et al., 1995; Junger e Sorkin, 2000). A citocina pro-
inflamatdria IL-18 é produzida e secretada sob condigbes patolégicas por
multiplos tipos celulares, tais como fibroblastos, linfocitos e células endoteliais
(Poole et al., 1999). Suas ac¢des pro-nociceptivas sdo mediadas pela produgao
de uma cascata de sinalizacdo, envolvendo a produgdao de NO, BK e PGs
(Poole et al., 1999).

Muitos estudos demonstram uma relacao entre os receptores PAR-2 e
as citocinas pro-inflamatdrias. A ativacédo do receptor PAR-2 por seus agonistas
causa a liberagao de prostandides e citocinas como IL-183, IL-6, IL-8 e TNFa
(Lourbakos et al., 2001; Cenac et al., 2002; Uehara et al., 2003), as quais por
sua vez sao capazes de aumentar a expressao do receptor PAR-2 (Nystedt et
al., 1996; Xiang et al., 2006). Os dados do presente estudo confirmam e
estendem estas evidéncias, demonstrando que a inje¢ao local de tripsina foi
capaz de aumentar significativamente os niveis de TNFa e IL-1B, na pata de
camundongos. Curiosamente, a produgao de TNFa foi maxima 6 h apés a
injecdo de tripsina, enquanto os resultados do presente trabalho demonstram
que o edema de pata e a nocicepg¢ao espontanea causados pela tripsina foram
significativamente reduzidos em animais com delegcdo génica para o receptor
p55 do TNFa. Pode-se sugerir que o TNFa € liberado inicialmente pela

degranulagao dos mastdcitos ou a partir de outras células, onde o encontra-se
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pré-estocado, e ao decorrer do processo inflamatério € produzido por outros
tipos celulares, por isso seus niveis mantém-se elevados até 6 h apds a injecao
de tripsina. Por outro lado, os niveis maximos de IL-1p3 foram verificados 3 h
apds a injecado de tripsina. Este dado coincide com o pico de migracdo de
neutréfilos na pata dos camundongos, o que pode sugerir que a produgao de
IL-18 estaria diretamente relacionada a migragao de neutrdfilos.

Os PARs foram primeiramente relacionados aos mecanismos de
ativacdo da cascata da coagulagédo e das plaquetas, com importantes fungdes
no reparo de lesdes. No entanto, recentemente, um grande interesse tem sido
dado a este novo grupo de receptores no desenvolvimento e manutengao dos
processos inflamatdrios e nociceptivos (Dery et al., 1998; Vergnolle et al., 2001;
Coughlin et al., 2003). O papel do receptor PAR-2 nas respostas nociceptivas e
inflamatdrias tem chamado maior atengao apds a descoberta de sua expressao
em células inflamatérias e em neurdnios sensoriais (Steinhoff et al., 2000).
Além do mais, o envolvimento do receptor PAR-2 em diferentes patologias,
como artrite reumatoéide, doenga de Crohn, pancreatite, dentre outras, sugere
que este receptor pode ser um importante mediador inflamatério e nociceptivo
e com isso um possivel alvo para a intervencado terapéutica. O presente
trabalho procurou avaliar a sequéncia de eventos que originam as respostas
inflamatdrias e nociceptivas induzidas pela injecéo intraplantar de tripsina em
camundongos. Com base nos resultados apresentados, pode-se sugerir que as
respostas edematogénica e nociceptiva induzidas pela tripsina na pata de
camundongos parecem constituir eventos multimediados, envolvendo a
ativacao de diferentes receptores e de distintas vias de sinalizacao intracelular.

Desta forma, € possivel sugerir que diferentes mediadores agem em conjunto
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para gerar as respostas induzidas pela tripsina. Embora os mecanismos exatos
envolvidos nas respostas nociceptivas e inflamatdrias induzidas pela tripsina
ainda nao sejam totalmente compreendidos, é possivel inferir que antagonistas
seletivos para o receptor PAR-2 poderiam representar uma opgao terapéutica
para o tratamento de diversas alteragdes inflamatérias e nociceptivas. Levando
em consideragao que o receptor PAR-2 esta envolvido tanto em processos
patolégicos quanto fisiolégicos, dependendo do tipo celular em que esta
expresso, ha a necessidade de elucidar os mecanismos envolvidos nestas
acdes para que os antagonistas do receptor PAR-2 causem o minimo possivel
de efeitos colaterais e possam ser utilizados para o tratamento de diferentes

patologias que envolvam algum componente inflamatério.
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6. Mecanismo proposto para o edema de pata (a) e nocicepgao

espontanea (b) induzidos pela tripsina na pata de camundongos
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Figura 28. Mecanismos envolvidos no edema de pata (a) e nocicepg¢ao
espontanea (b) induzidos pela tripsina em camundongos. Como discutido, os
resultados do presente estudo fornecem evidéncias in vivo indicando que o edema de
pata e a nocicepcao espontanea induzidos pela tripsina sdo processos multimediados
€, ao menos em parte, dependentes da ativacdo do receptor PAR-2. (1) A tripsina ao
ativar o receptor PAR-2 poderia estimular a enzima PLC. (2) A formacao de DAG e o
aumento nas concentracdes intracelulares de Ca?* induzido pelo IP; sdo capazes de
ativar a PKC. (3) A PKC ativada pode induzir a fosforilagao de alvos chaves, entre eles
o TRPV1. (4) O TRPV1 e o aumento nos niveis de Ca*" sdo importantes moduladores
da liberagao de neuropeptideos dos terminais sensoriais. (5) Os neuropeptideos, ao se
ligarem aos seus receptores (NK;, NK,, NK3; e CGRPR) e, a tripsina, ao clivar o
receptor PAR-2 sobre a superficie de mastécitos promovem a degranulacdo destas
células, com liberacdo de inumeros mediadores, dentre eles a bradicinina (BK) e
citocinas (TNFa e IL-B). (6) Os neuropeptideos, a tripsina e a BK atuando sobre o
endotélio adjacente induzem a liberacdo de outros mediadores inflamatorios. (7) Estes
contribuem para o recrutamento de neutrdéfilos para o sitio da lesdo, com subsequente
liberagdo de mais mediadores. (8) Ao atuar sobre outros tipos celulares, estes
mediadores podem induzir a expressao de proteinas e receptores envolvidos na
inflamacao, como a enzima COX-2 que ira produzir as prostaglandinas (PGs). (9) Em
conjunto, esta gama de mediadores liberados agindo sobre seus respectivos
receptores expressos na superficie dos vasos sanguineos promove vasodilatagao e
extravasamento vascular, com consequente formacdo do edema. (10) Da mesma
forma, estes mediadores ativam seus respectivos receptores presentes na superficie
das fibras aferentes sensoriais promovendo a sensibilizagdo do neurbnio, com
consequente geracdo de um impulso nervoso. (11) Este impulso nervoso sera
transmitido pelas fibras periféricas até a medula espinhal onde sera levado até o

sistema nervoso central para ser codificado como um estimulo nociceptivo.
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8. ANEXO

Parte dos resultados da presente dissertagao esta submetida a publicagdo em:

PASZCUK, A.F.,, QUINTAO, N.L.M., FERNANDES, E.S., JULIANO, L.,
CHAPMAN, K., ANDRADE-GORDON, P., CAMPOS, M.M., VERGNOLLE,
N., CALIXTO, J.B. Mechanisms underlying the nociceptive and inflammatory
responses induced by trypsin in the mouse paw. Biochem. Pharmacol.,
2007.
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