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RESUMO

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra patdégenos estimulada
pelo reconhecimento de estruturas moleculares caracteristicas de
microorganismos tais como o lipopolissacarideo (LPS). Os receptores ativados
por protease (PARSs) fazem parte de uma familia de receptores metabotropicos
ativados por serino proteases através da clivagem proteolitica em sua porcéo
N-terminal, denominados PAR1-4. Dentre esses, PAR2 é expresso tanto em
leucécitos quanto em células residentes dos pulmdes e, sua ativagédo tem sido
relacionada com o desenvolvimento da inflamagdo e recrutamento celular,
porém, ainda ndo esta bem esclarecido o envolvimento da ativagdo de PAR2
por seus agonistas enddégenos na resposta inflamatéria induzida pelo LPS. O
objetivo desse trabalho foi entdo avaliar o papel de PAR2 e das proteases
enddgenas no recrutamento de neutrofilos para o pulmdo de camundongos
C57BL/6 em resposta a instilacdo intranasal (i.n.) de LPS. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo comité de ética animal (CEUA/UFMG,
150/2017). Os resultados mostram que a administracéo i.n. de LPS ou triptase
induziram o aumento do numero de neutréfilos recuperados no lavado
broncoalveolar (BAL) apés um periodo de 4h, e que o pré-tratamento com
injecdo intraperitoneal (i.p.) do antagonista de PAR2 (ENMD-1068) ou com
instilacdo i.n. do inibidor de proteases (aprotinina) 1h antes do estimulo com
LPS reduziram a presenca dessas células no BAL. Em contrapartida, o pré-
tratamento com ENMD-1068 também aumentou o numero de neutréfilos no
sangue periférico dos animais. O antagonista de PAR2 diminuiu os niveis da
quimiocina CXCL1 mensurada no sobrenadante do BAL obtido no intervalo de
4h apo6s o tratamento i.n. com LPS. Além disso, a analise histopatol6gica em
pulmdes de camundongos corados com hematoxilina-eosina demonstrou que o
ENMD-1068 reduziu a inflamac¢do pulmonar induzida pelo LPS. Ademais, a
expressao de PAR2 estava aumentada nos pulmdes de camundongos 4h apos
a administracdo i.n. de LPS em comparacéo ao grupo controle. A deplecéo de
mastoécitos provocada pelo pré-tratamento com o composto 48/80 reduziu o
namero de neutréfilos no BAL dos animais tratados pela via i.n. com LPS. A
amplitude dos sinais de calcio e o nimero de células responsivas ao LPS foram
reduzidos em células RAW 264.7 pré-incubadas com ENMD-1068 durante 40
min. antes do estimulo com LPS ou que foram tratadas com LPS na presenca
do coquetel de inibidores de proteases. Em conclusdo, nossos resultados
sugerem um papel de PAR2 e da triptase de mastdcitos no recrutamento de
neutréfilos para os pulmdes de camundongos induzido por LPS.

PALAVRAS-CHAVE: PAR2, proteases, triptase, recrutamento de neutrofilos,
inflamagé&o pulmonar.



ABSTRACT

Innate immunity is the first line of defense against pathogens triggered by the
recognition of molecular structures present in the microorganisms like LPS.
Proteinase-activated receptors (PARs) are part of a family of metabotropic
receptors activated by serine proteases through proteolytic cleavage in their N-
terminal portion named PAR 1-4. Among these, PAR2 is expressed in
leukocytes and resident lung cells and its activation has been related to the
development of inflammation and cell recruitment, however, the involvement of
PAR2 activation by its endogenous agonists in inflammatory response induced
by LPS is not well understood. The aim of this work was to evaluate the role of
PAR2 and endogenous proteases in neutrophils recruitment to the lung of
C57BL/6 mice in response to intranasal (i.n.) instillation of LPS. The
experimental protocols were approved by the animal ethics committee
(CEUA/UFMG, 150/2017). The results show that intranasal administration of
LPS or mast cell (MC) tryptase induced an increase in the number of
neutrophils recovered in bronchoalveolar lavage (BAL) 4h later, and pre-
treatment with intraperitoneal injection of PAR2 antagonist (ENMD-1068) or with
intranasal instillation of protease inhibitor (aprotinin) 1h prior to stimulus with
LPS reduced the presence of these cells in BAL. In contrast, pre-treatment with
ENMD-1068 increased the number of neutrophils in peripheral blood of animals.
PAR2 antagonist also decreased the production of CXCL1l chemokine
measured in supernatants of BAL obtained 4h after LPS instillation. Moreover,
histopathological analysis in mouse lungs stained with hematoxylin and eosin
showed that ENMD-1068 treatment reduced pulmonary inflammation induced
by LPS. In addition, PAR2 expression was increased in lungs of mice 4h after
LPS stimulation when compared to PBS-instilled mice. Mast cell depletion by
pretreatment with compound 48/80 reduced the number of neutrophils
recovered in BAL of animals treated by intranasal instillation with LPS. The
amplitude of calcium signals and the number of responsive cells to LPS were
reduced in RAW 264.7 cells preincubated with ENMD-1068 during 40 min.
before stimulus with LPS or treated with LPS in the presence of protease
inhibitors cocktail. In conclusion, our results suggest a role for PAR2 and MC
tryptase on neutrophil recruitment into the lung of mice induced by LPS.

KEYWORDS: PAR2, proteases, tryptase, neutrophil recruitment, pulmonary
inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Resposta imune inata

O sistema imunoldgico é caracterizado pela competéncia em reconhecer
determinadas estruturas moleculares ou antigenos estranhos ao hospedeiro
(ndo proprios) e desenvolver uma resposta efetora para destruir ou inativar o
estimulo agressor (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). A imunidade conferida
pelo sistema imunoldgico pode ser dividida em imunidade inata e imunidade
adaptativa. As principais caracteristicas que definem a resposta imune
adaptativa sdo a especificidade para diferentes antigenos e a capacidade de
memaoria que permite ao hospedeiro montar uma resposta imune mais rapida e
eficiente apos a exposicdo subsequente ao agente patogénico (WARRINGTON
et al., 2011). Por outro lado, a resposta imune inata proporciona a primeira
linha de defesa do hospedeiro contra microorganismos, sendo ativada
imediatamente apds o estimulo agressor. Essa resposta é representada por
barreiras fisicas e quimicas (epitélio, agentes antimicrobianos produzidos nas
superficies epiteliais e muco), células especializadas (neutréfilos, macréfagos e
células dendriticas), além de proteinas sanguineas (membros do sistema
complemento e outros mediadores da inflamacéo), que sdo componentes ja
existentes no hospedeiro independentemente de contato prévio com o
patbgeno e que respondem essencialmente da mesma maneira a infeccdes
repetidas (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; YATIM; LAKKIS, 2015).

Os mecanismos desencadeados pela resposta imune inata incluem a
fagocitose, a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios e a ativacao de
proteinas do sistema complemento (CRUVINEL et al., 2010). Esses eventos
podem ocorrer apés o reconhecimento de estruturas altamente conservadas
encontradas em microorganismos denominadas PAMPs (padrdes moleculares
associados a patégenos, do inglés pathogen-associated molecular patterns),
tais como, lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanos, residuos de manose e
acidos teicoicos (JANEWAY, 1989; MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). Dentre os
ativadores da imunidade inata, o LPS é um estimulo altamente potente. Essa

endotoxina é derivada da membrana celular externa de bactérias Gram-

negativas, sendo liberada quando o microorganismo se multiplica ou quando é
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fagocitado e degradado pelas células de defesa (TUIN et al., 2006;
FREUDENBERG et al.,, 2008). O uso de LPS em diferentes modelos
experimentais tem permitido grandes avangos na compreensao dos
mecanismos de defesa da imunidade inata frente as invasbes por
microorganismos.

Os PAMPs podem interagir com diferentes receptores de reconhecimento
de padrdes, dentre eles, os receptores semelhantes ao Toll (do inglés toll-like
receptors - TLRs) sdo os mais bem caracterizados (KAWASAKI; KAWAI, 2014).
Os TLRs pertencem a uma familia de proteinas transmembréanicas do tipo I,
compostos por uma porcdo extracelular rica em repeticbes de leucina que é
responsavel pelo reconhecimento dos PAMPs e uma por¢do citoplasmatica
semelhante a dos receptores de interleucina (IL)-1 (AKIRA; TAKEDA, 2004;
KAWAI; AKIRA, 2011). A familia TLR compreende dez representantes em
humanos (TLR1-TLR10) e doze em camundongos (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13)
(KAWAI; AKIRA, 2009). Esses receptores podem estar localizados tanto na
superficie celular quanto em compartimentos intracelulares reconhecendo
diferentes estruturas de microorganismos tais como LPS, zimozan, RNA de fita
dupla e flagelina (O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).

O TLR4 ¢é ativado pelo LPS induzindo a liberacdo de produtos pro-
inflamatdrios importantes para a resposta imune inata contra microorganismos
(POLTORAK et al., 1998; KUZMICH et al., 2017). Esse reconhecimento é
mediado por uma série de interacbes com a proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LBP), CD14 (do inglés cluster of differentiation 14) e ainda
com a proteina mieléide diferenciadora 2 (MD-2) (MARTIN, 2000; LU; YEH,;
OHASHI, 2008). O LBP é uma proteina solavel que se liga ao LPS,
favorecendo a associacdo deste ao CD14. Em seguida, o CD14 facilita a
transferéncia do LPS para o complexo formado entre o TLR4 e a proteina MD-2
(WRIGHT et al., 1989; WRIGHT et al., 1990; PARK et al., 2009). A estimulacéo
de TLR4 desencadeia vias de sinalizagéo que ativam fatores de transcricéo tais
como a proteina ativadora-1 (AP-1), o fator regulador de interferon 3 (IRF3) e 0
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), promovendo a producgédo de
diversos mediadores inflamatorios (KAWASAKI; KAWAI, 2014).



19

O reconhecimento do LPS e microorganismos por células do sistema imune
inato tais como os macréfagos, neutréfilos e mastocitos é essencial para o
desenvolvimento de uma resposta protetora eficaz (FREUDENBERG et al.,
2001; BEUTLER et al.,, 2003; MATSUGUCHI, 2012). Os macréfagos séao
células residentes do tecido e sua ativacdo pelo LPS é capaz de provocar a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-1B, IL-6 e a IL-8 (AGARWAL et al., 1995; TANG et al., 2017). Os
mastocitos estdo situados em locais proximos a vasos sanguineos e também
imediatamente abaixo de superficies epiteliais expostas ao meio ambiente
externo como trato gastrintestinal e vias aéreas (GALLI et al., 2005;
ABRAHAM; JOHN, 2010). Essas células podem responder rapidamente a
invasdo por bactérias devido a presenca de mediadores pré-formados em
granulos citoplasmaticos tais como histamina, proteases e TNF-a (ABRAHAM;
JOHN, 2010; MATSUGUCHI, 2012). Além disso, também podem ser liberados
mediadores inflamatérios produzidos apds a ativagdo dos mastdcitos como o
leucotrieno (LT) Bas, e as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a (MALAVIYA; ABRAHAM,
2000; SUPAJATURA et al., 2002).

Os neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes presentes no sangue
periférico e compreendem uma das primeiras linhas de defesa do organismo
contra  microorganismos invasores (DE  OLIVEIRA; ROSOWSKI;
HUTTENLOCHER, 2016). Essas células sdo formadas no interior da medula
0ssea, onde o fator estimulante de coldnias de granulécitos (G-CSF) atua como
fator predominante regulando seu ciclo de vida, aumentando a proliferacéo,
diferenciacdo e sua mobilizacdo (METCALF, 1987; BORREGAARD, 2010). Em
auséncia de inflamacdo, os neutréfilos encontram-se restritos aos vasos
sanguineos, sendo rapidamente recrutados para o tecido extravascular
influenciados por varios fatores quimiotaticos tais como a IL-8, LTB4 e por
proteinas do complemento (C5a) em resposta ao agente agressor
(KOBAYASHI, 2008; SAMUELSSON, 1983; EHRENGRUBER; GEISER;
DERANLEAU, 1994). Durante a inflamacédo, o LPS pode exercer efeito
diretamente sobre os neutréfilos modulando sua sobrevivéncia e a expresséo
de moléculas de adesdo bem como induzindo a liberacdo de IL-8 (HACHIYA et
al., 1995; SABROE et al., 2003; DICK et al., 2009; PRINCE et al., 2011).
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A fim de eliminar os microorganismos invasores, os neutrofilos produzem
diferentes substancias toxicas, incluindo proteases tais como a elastase,
proteinase-3 e catepsina G além de espécies reativas de oxigénio
(KOBAYASHI; DELEO, 2009; AMULIC et al., 2012). Esses produtos liberados
contra o agente patogénico também podem gerar efeitos potencialmente
deletérios no hospedeiro. Dessa forma, a persisténcia do neutréfilo no sitio
inflamatorio e sua ativacdo exacerbada podem induzir o dano tecidual, sendo
determinante para a progressdao da doenca de natureza inflamatéria
(KORKMAZ et al., 2010).

1.2 Participacéo de proteases e dos receptores ativados por proteases no

desenvolvimento da inflamacéo

As proteases, também conhecidas como peptidases, proteinases ou
enzimas proteoliticas, referem-se a enzimas cuja funcédo é hidrolisar ligacfes
peptidicas de proteinas, desempenhando atividades essenciais em todos 0s
organismos vivos, compreendendo cerca de 2% do genoma humano
(BARRETT; MCDONALD, 1986; RANI; RANA; DATT, 2012). De acordo com a
natureza quimica do sitio catalitico, as proteases podem ser agrupadas em
aspartico, metalo, cisteino, serino ou treonino proteases (PUENTE et al., 2003;
RANI; RANA; DATT, 2012). O mecanismo de acdo das serino-proteases
depende de uma triade de residuos de aspartato (Asp), histidina (His) e serina
(Ser) em seu sitio catalitico, favorecendo a reatividade na hidrélise de ligacdes
peptidicas (BLOW,; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969). Mais de um terco de todas
as enzimas proteoliticas conhecidas sao serino-proteases, tais como, tripsina,
elastase, trombina, proteases plasmaticas de coagulacdo, catepsina G e
triptase (BOND; BUTLER, 1987; EL AMIRI; SOUALMIA, 2017).

As proteases participam de varios processos fisiolégicos tais como
proliferacdo celular, coagulacdo sanguinea, apoptose, resposta imune e
inflamacdo  (OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004, RAMACHANDRAN;
HOLLENBERG, 2008; LOPEZ-OTIN; BOND, 2008; BOND, 2019). Diversas
serino proteases sao produzidas por diferentes tipos celulares desempenhando
papel relevante no ambiente inflamatério através da ativacdo dos PARs

(Receptores ativados por protease, do inglés Proteinase Activated Receptors)
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(RAMACHANDRAN; HOLLENBERG, 2008; ZHAO; METCALF; BUNNETT,
2014). Dentre o conjunto de respostas inflamatérias mediadas por esses
receptores, pode-se citar o recrutamento de eosinéfilos para a cavidade pleural
de camundongos induzido pela triptase de mastocitos (MATOS et al., 2013), a
ativacdo de eosindfilos em resposta a tripsina (MIIKE; MCWILLIAM; KITA,
2001), a producdo de IL-8 por células epiteliais brénquicas humanas
estimuladas por elastase neutrofilica (LEE et al., 2018), bem como o
recrutamento de neutrdéfilos para a cavidade pleural de camundongos induzido
pela tripsina (GOMIDES et al., 2012).

Os PARs foram recentemente identificados como um novo subconjunto
dos receptores acoplados a proteina G, com sete dominios transmembranares
e ativados por protedlise pelas serino proteases. Essas enzimas clivam o
dominio amino-terminal extracelular desses receptores expondo um novo
fragmento que funciona como um agonista aprisionado, o qual se liga a regifes
conservadas na segunda alca extracelular do receptor clivado. Dessa forma, €
iniciado o processo de ativacéo celular e desencadeados véarios caminhos de
transducéo de sinal (VU et al., 1991; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). Deve
ser ressaltado que a ativacdo desses receptores € irreversivel, uma vez clivado
por serino proteases, sao internalizados e degradados em lisossomos
(ROTHMEIER; RUF, 2012). O mecanismo de ativacdo dos PARs esta

demonstrado na figura 1.
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A Clivagem proteolitica B Interagdo do ligante gerado

W W

C Dominios de importéancia funcional dos PARs

Dominio amino-terminal extracelular: clivagem pelas proteases

PAR; PESKATNATLDPR [SFLLRN| PN [DKYEPF| WEDEEKNES [] Ligante gerado
PAR, GTIQGTNRSSKGR [SLIGKV|DGTSHVTGKGVTVETCF B Dol semaliaits
PAR3 DTNNLAKPTLPIK [TFRGAP|PNS FSALEEGWT Rhgsh

PAR; GDDSTPSILPAPR |GYPGQV|CANDSDTLELPDSSRAL a hirudina

Segundo dominio extracelular: locais de interagdo com ligante gerado

PAR] QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PAR; QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR3 QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR4 QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

Dominio carboxi-terminal: dessensibilizagéo e endocitose

PAR] SSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLLT425
PAR; SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY397
PAR3 SKTRNHSTAYLTK374

PAR4 SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ385

Figura 1. Dominios estruturais e funcionais dos PARs. A e B: mecanismo de clivagem do
dominio amino terminal do receptor e posterior intera¢do do ligante gerado com dominios de
ligagdo extracelular. C: dominios de importancia funcional de cada receptor na por¢do amino-
terminal, no segundo dominio extracelular e na por¢éo carboxi-terminal. As regides marcadas
em rosa referem-se as sequéncias de aminoacidos caracteristicas dos ligantes formados ap6s
a clivagem proteolitica de cada PAR. Em destaque na cor azul, dominios de ligagédo presentes
em PAR1 e PARS3 que facilitam a ligacao e protedlise pela trombina. Adaptado de Ossovskaya
e Bunnett (2004).

De acordo com a ordem de suas descobertas, os PARs foram
denominados em PAR1 a PAR4 (ZHAO; METCALF; BUNNETT, 2014).
Distintamente dos outros PARs, PAR2 é resistente a trombina, mas pode ser
ativado por varias proteases incluindo: tripsina, elastase neutrofilica, fatores de
coagulacdo Xa e Vlla, triptase de mastécitos além de proteases derivadas de
microorganismos (CAMERER; HUANG; COUGHLIN, 2000; VERGNOLLE,
2005; FAGUNDES et al., 2011; RAMACHANDRAN et al., 2011; BAGHER et al.,
2018). Uma das caracteristicas moleculares que distinguem os PARs é a
sequéncia do ligando resultante da acao proteolitica. Com excec¢édo de PARS3,
peptideos sintéticos curtos que imitam esses fragmentos amino-terminais
recém revelados podem ativar seletivamente os PARs sem a necessidade de
protedlise (RAMACHANDRAN; HOLLENBERG, 2008; ADAMS, 2011), como

por exemplo, a sequéncia de aminoacidos referente a clivagem de PAR2 em
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humanos e camundongos (SLIGKV-NH:z e SLIGRL-NH2, respectivamente)
(HOLLENBERG et al.,, 2014; JIANG et al., 2017). Uma vez ativado, PAR2
desencadeia sinalizagéo intracelular mediada por Gagi1, Gai e Gaiziiz bem
como por mecanismos independentes de proteina G através de sua interacao
com beta-arrestinas (ROTHMEIER; RUF, 2012).

Os PARs estdo presentes em diversas células e tecidos, incluindo as
vias aéreas, pele, trato gastrointestinal, rins, cérebro, sistema nervoso,
vasculatura e células imunes (STEINHOFF et al., 2005; ADAMS et al., 2011).
Dessa forma, desempenham papéis fisiologicos e patoldgicos importantes, tais
como ativacdo plaquetaria, regulacdo da motilidade e secrecdo intestinal,
analgesia, angiogénese, reparacdo tecidual, resposta inflamatoria,
hiperresponsividade das vias aéreas e progressao do cancer (VU et al., 1991;
COUGHLIN; CAMERER, 2003; VERGNOLLE, 2005; ANNAHAZI et al., 2012;
WOJTUKIEWICZ et al., 2015; ASADUZZAMAN et al., 2015; ISERMANN, 2017;
SHI et al, 2018). Dessa forma, os PARs s&o considerados alvos
farmacolégicos atrativos e o desenvolvimento de antagonistas seletivos tem
sido de interesse para o uso terapéutico (RAMACHANDRAN; HOLLENBERG,
2008).

Entre os PARs, PAR2 tem sido o mais extensivamente estudado no
contexto da inflamacé&o. Isso se deve ao fato de varias condi¢des inflamatorias
estarem associadas, pelo menos em parte, a ativacdo desse receptor, incluindo
a inflamacdo neurogénica, do sistema gastrointestinal, das articulacdes, da
pele e do sistema respiratorio (SEELIGER et al., 2003; HYUN et al., 2008;
ROTHMEIER; RUF, 2012; MCCULLOCH et al., 2018; SHI et al., 2018). Nesse
cenario, dentre outras a¢les, tem sido demonstrada a participacdo de PAR2 na
migracdo de leucécitos da microcirculacdo adjacente para o tecido inflamado,
promovendo o desenvolvimento da inflamacdo. A ativacdo de PAR2 foi
relacionada com a progressédo da colite com base em observagdes de que a
atividade da mieloperoxidase, espessura do intestino bem como rolamento e
adesdo de leucocitos foram significativamente menores em camundongos
deficientes em PAR2 (HYUN et al., 2008). Em modelo de dermatite de contato,
foi demonstrado que PAR2 induz o extravasamento de plasma, a regulacao
positiva de moléculas de adesado celular e também o rolamento e adeséo

leucocitaria (SEELIGER et al., 2003). Além disso, em modelo de inflamagéo
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alérgica das vias aéreas o bloqueio de PAR2 foi capaz de prevenir a
hiperresponsividade das vias aéreas, reduzir o recrutamento de leucécitos bem
como citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias em pulmdes de camundongos
(ASADUZZAMAN et al., 2015).

Nos pulmdes, PAR2 é expresso em grande variedade de células que
migram para as vias aéreas ou residentes, tais como epitélio, pneumaocitos tipo
Il, endotélio, masculo liso, fibroblastos, macréfagos, mastdcitos, neutrofilos,
bem como em eosindfilos (D’ANDREA et al., 1998; LAN; STEWART; HENRY,
2002; BOLTON et al., 2003). Dessa forma, sua ativacdo esta envolvida no
desenvolvimento de doencas pulmonares (REED; KITA, 2004; ROTHMEIER;
RUF, 2012). De fato, amostras de bidpsia demonstraram que PAR2 é mais
expresso no epitélio brénquico e masculo liso das vias aéreas de pacientes
com asma guando comparado com individuos saudaveis (KNIGHT et al., 2001;
AUBIER et al.,, 2016). Além disso, varios trabalhos evidenciaram que a
expressdo de PAR2 em diferentes tipos celulares favorece o recrutamento
celular para as vias aéreas. Em modelo de inflamacdo pulmonar alérgica
induzida por acaro de poeira domeéstica, camundongos knockout para PAR2
tiveram reduzido recrutamento de leucoOcitos para os pulmdes quando
comparado com os camundongos selvagens (DE BOER et al., 2013). Estudo
realizado em cultura de fibroblastos das vias aéreas sugeriu que PAR2 atua na
estimulacdo da producdo de IL-8 e do G-CSF bem como no aumento da
expressdo da molécula-1 de adesdo de célula vascular (VCAM-1)
(RAMACHANDRAN; MORICE; COMPTON, 2006). O pré-tratamento de células
epiteliais alveolares com tripsina ou agonista peptidico de PAR2 aumentou a
adesdo de neutrofilos de maneira dependente da dose e do tempo (YAGI et al.,
2006).

Vérias células presentes nas vias aéreas como macrofagos, mastocitos,
neutréfilos e células epiteliais sdo importantes fontes de proteases ativadoras
de PAR2 (CHURG et al., 2003; BENARAFA; PRIEBE; REMOLD-O'DONNELL,
2007; WELDON et al., 2014; WANG et al., 2016). A triptase € uma abundante
protease endbégena ativadora de PAR2 estocada em granulos secretérios de
mastdcitos (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2012), capaz de induzir o
acumulo de células inflamatorias em tecido extravascular (HUANG et al., 1998).

Sua presenca nas vias aéreas e ativacdo de PAR2 tem sido alvo de vérias



25

pesquisas relacionadas a inflamacéo e alergia. Em modelo de asma, a inibicdo
da triptase diminuiu a infiltracdo de eosindfilos, liberacdo de muco e o edema
nas vias aéreas de camundongos (OH et al., 2002). Também foi demonstrado
que a ativacdo de PAR2 pela triptase parece estar envolvida na
hiperresponsividade das vias aéreas (BARRIOS et al., 1998; BARRIOS;
JAROSINSKI; WRIGHT, 2003). Além disso, em pacientes asmaticos, o
remodelamento tecidual foi associado a expressdo aumentada de PAR2 e
triptase nos pulmdes (AUBIER et al., 2016). No entanto, mais estudos sao
necessarios para entender o papel da triptase na ativacdo de PAR2 nas vias
aéreas.

A ativacdo de PAR2 esta amplamente envolvida na resposta imune inata
em ambientes ricos em proteases enddgenas (triptase, tripsina, fatores de
coagulacdo Xa e Vlla) e expostos a proteases liberadas por microorganismos
como, por exemplo, no trato gastrointestinal e nas vias aéreas (SHPACOVITCH
et al., 2008; RALLABHANDI et al., 2008; AUBIER et al., 2016). Dessa forma,
PAR2 tem sido associado a resposta inflamatéria contra infeccfes. Em
camundongos, a ativacdo de PAR2 contribuiu para a resposta do hospedeiro
contra a periodontite causada por Porphyromonas gingivalis, promovendo a
liberacdo de IL-1B e o recrutamento de células inflamatérias (HOLZHAUSEN et
al., 2006). Além disso, foi demonstrado que proteases derivadas da P.
gingivalis induziram a expresséo do peptideo antimicrobiano B-defensina 2 em
células epiteliais de gengivais humanas (CHUNG et al., 2004). A presenca de
PAR2 também parece ser importante para o desenvolvimento da colite
infecciosa induzida por Citrobacter rodentium (HANSEN et al., 2005), e
camundongos que ndo expressavam PAR2 tiveram sua capacidade de
eliminacdo bacteriana reduzida na infeccdo provocada por administracéo
intratraqueal de Pseudomonas aeruginosa (MORAES et al., 2008).

Existem algumas evidéncias na literatura sugerindo que PAR2 e TLR4
cooperam para o aumento da resposta inflamatoria. Desta forma, a ativacéo
simultanea de PAR2 e TLR4 com agonista peptidico sintético ativador de PAR2
e LPS intensificou a ativagéo do fator de transcricdo NF-kB e a producéo de IL-
6 em células endoteliais (CHI et al., 2001). Também foi demonstrado que PAR2
e TLR4 cooperam funcionalmente para a ativacdo de NF-kB e interagem

fisicamente apds estimulo com agonista peptidico de PAR2 em células
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HEK293 transfectadas com ambos receptores (RALLABHANDI et al., 2008).
Esses resultados foram confirmados em outro estudo onde o tratamento de
células epiteliais do pulm&o e do cdélon com LPS na presenca do agonista
peptidico de PAR2 aumentou a expressdo de RNAm para IL-8 (NHU et al.,
2010). Além disso, o edema de pata induzido pelo agonista peptidico de PAR2
foi significativamente diminuido em camundongos que nao expressavam TLR4
(NHU et al., 2010). Recentemente, foi demonstrada a colaboragéo entre PAR2
e TLR4 para a homeostase vascular (BUCCI et al., 2013). Diante da ampla
expressdo de PAR2 reportada nas vias aéreas e das evidéncias de sua
interacdo com o receptor TLR4, sdo geradas expectativas de que a ativacao de
PAR2 por proteases endbégenas possa exercer papel importante durante a

inflamag&o pulmonar induzida por microorganismos.
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2 JUSTIFICATIVA

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra patdgenos e
envolve a participacdo de diferentes tipos celulares capazes de reconhecer
estruturas presentes em microorganismos, tais como o LPS, e contribuir para o
desenvolvimento da resposta inflamatoria. Nesse processo, o recrutamento de
neutrofilos para o tecido extravascular € um importante mecanismo para a
eliminacdo do agente agressor, porém, a persisténcia dessas células no sitio
inflamatorio e ativacdo excessiva podem gerar dano tecidual e desencadear os
sinais clinicos de diversas patologias. Alguns trabalhos da literatura tém
demonstrado o efeito pro-inflamatério de agonistas e proteases ativadoras de
PAR2 induzindo a ativacdo e o recrutamento de leucdcitos a partir da
microcirculacdo adjacente ao tecido inflamado. Também tem sido sugerida a
cooperacao entre PAR2 e TLR4 para a amplificacdo da resposta inflamatoria.
No entanto, o envolvimento de PAR2 e das proteases enddgenas na resposta
inflamatoria das vias aéreas induzida pelo LPS ainda ndo esta bem
esclarecido. Neste trabalho, avaliamos a contribuicdo de PAR2 e de proteases
enddégenas na modulacdo do recrutamento de neutrofilos induzido pela

instilag&o intranasal de LPS em camundongos C57BL/6.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel de PAR2 e de proteases enddgenas no recrutamento de
neutrofilos induzido pela instilacdo intranasal de LPS em camundongos
C57BL/6.

3.1 Objetivos especificos

1. Avaliar a importancia de serino proteases enddgenas sobre o numero de
neutréfilos presentes no lavado broncoalveolar de camundongos

tratados por instilagdo intranasal com LPS;

2. Avaliar o impacto do pré-tratamento com o antagonista de PAR2 o
ENMD-1068 sobre o numero de neutréfilos presentes em lavado
broncoalveolar e sangue periférico bem como na inflamacao pulmonar

induzida pela instilacdo intranasal de LPS em camundongos;

3. Avaliar a importancia de PAR2 para a producédo da quimiocina CXCL1
durante a inflamacao pulmonar induzida pelo LPS em camundongos, e

na sinalizacéo de célcio em células RAW 264.7 estimuladas com LPS;

4. Avaliar a capacidade do LPS em induzir a expressdo de PAR2 em

pulméo de camundongos;

5. Avaliar a capacidade da protease endogena triptase em promover
aumento no numero de neutréfilos recuperados no lavado
broncoalveolar de camundongos, e a importancia dos mastocitos neste

processo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, com 8 a 10 semanas
de idade, pesando entre 18 a 23 g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (CEBIO) e mantidos
em ciclo claro-escuro de 12 horas com livre acesso a racdo e agua. Todos 0s
procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFMG (CEUA/UFMG, certificado n°® 150/2017).

4.2 Cultivo de macrofagos

Células da linhagem de macré6fagos murinos (RAW 264.7) foram cultivadas
em garrafas de cultura contendo meio de eagle modificado por dulbecco
(DMEM, Gibco-Invitrogen, EUA), suplementado com 10% soro fetal bovino e
1% de penicilina/estreptomicina (Gibco-Invitrogen, EUA). As células foram
mantidas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO2. Foram realizadas

passagens sucessivas semanais apos atingirem confluéncia de 80%.

4.3 Drogas e reagentes

O Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 0111:B4, aprotinina,
composto 48/80, anticorpos IgG anti-camundongo e anti-coelho foram obtidos
da Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Triptase de mastécitos de pulm&o humano e
protease inhibitor cocktail set | foram adquiridos da Calbiochem (Merk, Nova
Jersey, EUA). O antagonista de PAR2 ENMD-1068 foi adquirido da Enzo Life
Sciences (California, EUA). O Fluo-4/AM foi obtido da Invitrogen (Califérnia,
EUA). O Anticorpo anti-PAR2 foi fornecido pela Abcam (Cambridge, UK). O
Anticorpo anti-B-actina foi obtido da Santa Cruz Biotechnology (California,
EUA). Todas as drogas foram dissolvidas em solugdo de salina tamponada
(PBS, pH 7,4).
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4.4 Estudo do recrutamento de leucocitos em lavado broncoalveolar

4.4.1 Coleta do lavado broncoalveolar

Para obtencdo do lavado broncoalveolar (BAL), os camundongos
receberam pela via intraperitoneal (i.p.) 20 uL de solugcéo anestésica contendo
guetamina 10% (1 mL) + xilazina 2% (0,75 mL) a cada 10 g de peso animal. O
acesso aos pulmdes foi possivel com auxilio de um cateter (18G) associado a
uma seringa de 1 mL. Posteriormente, um volume total de 2 mL de PBS foi
utilizado para perfusdo e aspiracdo dos pulmdes. O BAL coletado foi
centrifugado em velocidade de 100 G a 4°C (Thermo Fisher Scientific
Centrifuge Series) durante 5 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -80°C
para analise de citocinas. O sedimento celular foi ressuspendido em 100 uL de

BSA (3%) para contagem total e diferencial de leucdcitos.

4.4.2 Contagem total e diferencial de leucécitos

Para contagem total, as células foram diluidas em solucdo de Turk e
analisadas em microscopio 6ptico com o auxilio de uma camara de Neubauer.
Para analise diferencial dos leucécitos, 40-50 yL da amostra foram adicionados
em um Citospin (Fanem), 100 rpm por 40 segundos abastecido com laminas de
vidro. As células foram posteriormente coradas com May Grunwald (Dinamica
Conteporanea Ltda., Brasil) e Giemsa (QEEL- Quimica Especializada Erich
Ltda., Brasil). A andlise diferencial foi realizada em microscopio éptico (100
células totais) utilizando critérios morfoldgicos padrdes para identificar os tipos
celulares, e os numeros absolutos dessas células foram calculados a partir da
contagem total. Os resultados foram expressos na forma de leucécitos x
104/mL.
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4.4.3 Pré-tratamentos dos animais com antagonista de PAR2 ou com
inibidor de proteases e inducdo da inflamagc&o pulmonar por instilacado
intranasal de LPS ou triptase de mastocitos

Para avaliacdo do infiltrado de leucdcitos presentes nos pulmdes dos
camundongos, 0os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal com
solucdo de quetamina (75 mg/kg) + xilazina (10 mg/kg) em salina (0,9% Cloreto
de Saodio, NaCl). Em seguida, foram tratados pela via intranasal (i.n.) com PBS
(20 pL), LPS (1, 10 ou 100 ng/20 uL) ou triptase de mastocitos (30, 100 ou 300
ng/20 pL). Apés quatro horas, o BAL foi obtido para anélise do acumulo de
células inflamatérias (Figura 2).

Em alguns experimentos, foram avaliadas as participacdes de PAR2 e
das proteases enddgenas na migracdo de leucécitos induzida pelo LPS nos
pulmdes dos camundongos. Os animais foram submetidos ao pré-tratamento
com antagonista seletivo de PAR2 ENMD-1068 (0,05; 0,5 ou 1,0 mg/Kg, 100 pL
i.p.) ou inibidor de proteases aprotinina (10, 30 ou 100 ng/20 uL, i.n.). Os
grupos controles receberam PBS. Apds uma hora, foi realizado o estimulo com
LPS (10 ng/20 pL, i.n.) ou PBS (20 pL, i.n.). Seguido o intervalo de quatro
horas, o BAL foi obtido para contagem celular (Figura 2).

*LPSi.n. (1, 10 e 100 ng/20 L)
» Triptase i.n. (30, 100 e 300 ng/20 L)
* PBS i.n.

-1h 0h 1h 2h 3h 4 h

‘ « Lavado broncoalveolar

« ENMD-1068 i.p. (0,05, 0,5 e 1,0 mg/Kg)
« Aprotinina i.n. (10, 30 e 100 ng/20 pL)
«PBSi.n., i.p.

Figura 2: Esquema representativo do tratamento farmacoldgico para analise dos leucécitos
presentes em lavado broncoalveolar.
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4.4.4 Deplecdo da populacdo de mastocitos pulmonares e avaliagdo do

recrutamento de leucaocitos induzido pela instilacédo intranasal de LPS

Para andlise da participacdo da triptase na migracdo de neutrofilos
induzida por LPS em pulméo de camundongos, foi realizada a deplecdo dos
mastoécitos baseada nas metodologias de Di rosa, Giroud e Willoughby (1971) e
Ramos et al. (2003) com modificagBes. Os animais foram pré-tratados com
injecoes de 100 pL de PBS ou composto 48/80 pela via i.p. durante quatro dias
com intervalos de doze horas (0,6 mg/kg no primeiro dia; 1,0 mg/kg no segundo
dia; 1,2 mg/kg no terceiro dia; 1,2 e 2,4 mg/kg no quarto dia). No quinto dia de
tratamento, doze horas apds a Ultima administracdo, os camundongos
receberam PBS (20 L, i.n.) ou LPS (10 ng/20 L, i.n.). Apés quatro horas, o

BAL foi coletado para analise total e diferencial de leucdcitos (Figura 3).

«LPS i.n. (10 ng/20uL)
+PBSin.

« Lavado broncoalveolar ‘

1°dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 1h 2h 3h 4h

- 48/801i.p. (0,6;1,0;1,2 e 2,4 mglkg)
-PBS i.p.

Figura 3: Esquema representativo para deplecao de mastdcitos em camundongos utilizando o
composto 48/80 e posterior indugéo da inflamac&o pulmonar com LPS.
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4.5 Avaliacdo do pré-tratamento com antagonista de PAR2 sobre o
numero de leucocitos em sangue periférico de camundongos durante a

inflamagé&o pulmonar induzida por LPS

A fim de determinar a participacdo de PAR2 no recrutamento de
leucdcitos para os pulmdes de camundongos durante a inflamacéo induzida por
LPS, os animais foram pré-tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.)
ou PBS (100 pL, i.p.) uma hora antes da administracdo de LPS (10 ng/20 pL,
i.n.) ou PBS (20 pL, i.n.). ApoOs intervalo de quatro horas, os camundongos
foram anestesiados e suas caudas mergulhadas em agua morna para coleta do
sangue periférico utilizando uma agulha de 23G. O sangue foi diluido em
solucdo de Turk para a contagem total de células e a contagem diferencial dos
leucdcitos efetuada em laminas de esfregacos sanguineos coradas conforme

descrito previamente em 4.4.2.

4.6 Avaliacdo do pré-tratamento com antagonista de PAR2 sobre os niveis
de CXCL1 em lavado broncoalveolar de camundongos durante a

inflamacao pulmonar induzida por LPS

Para andlise dos niveis da quimiocina CXCL1 presentes no BAL, os
animais foram tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100
pL i.p.) uma hora antes do estimulo com LPS (10 ng/20 yL, i.n.) ou PBS (20 pL,
i.n.). O sobrenadante foi entdo obtido a partir do BAL, conforme explicado
anteriormente, nos tempos de 1, 2 e 4 horas apo0s a instilacao intranasal com
LPS (Figura 4). As concentragbes de CXCL1 foram medidas pela técnica de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) de acordo com as instrucdes do fabricante de
ELISA DuoSet kit (R & D Systems, EUA). O anticorpo primério (100 pL) foi
incubado (overnight) em placa de microtitulacdo a temperatura de 4°C. Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes com tampéo de lavagem (PBS +
0,05% Tween 20, pH 7,2). Foram adicionados 300 pL do tampé&o de bloqueio
(PBS + 1% BSA, pH 7.2) e, apds uma hora, a lavagem foi repetida. As placas
foram entdo incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com 100 pL das
amostras teste, padréo e branco em duplicata. Apos nova lavagem, foi

adicionado 100 pL do anticorpo de deteccdo por 2 horas a temperatura
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ambiente. Em seguida a lavagem, 100 pL da estreptavidina foi adicionada aos
pocos e mantida por 20 minutos a temperatura ambiente. Logo depois, as
placas foram lavadas mais uma vez e, 100 pL do substrato foram adicionados a
todos os pogos. Apds 20 minutos, a reacao enzimatica foi interrompida com 50
pL de H2SO4 (1M) e a densidade optica de cada pogo avaliada imediatamente
pelo leitor de microplaca (MULTISKAN GO — ThermoScientific, EUA) a 450 nm.

Os resultados foram expressos em picogramas da citocina por mililitro (pg/mL).

*LPS i.n. (10 ng/20 pL)
*PBSin.
* Analise da quimiocina CXCL1
-1h Oh 1h 2h 3h 4h

« ENMD-1068i.p. (0,5 mg/Kg)
+PBSi.p.

Figura 4: Esquema representativo do pré-tratamento dos camundongos com ENMD-1068 e
inducéo da inflamacdo pulmonar com LPS para analise dos niveis de CXCL1 em lavado
broncoalveolar.

4.7 Determinacdo da expressao protéica de PAR2 por Western blot em

pulméo de camundongos durante a inflamac¢é&o induzida por LPS

Para avaliar o efeito da administragcdo de LPS sobre a expressao de
PAR2 em pulmdo de camundongos, os animais foram estimulados com LPS
(10 ng/20 pL, i.n.) ou PBS (20 uL i.n.). Apbés quatro horas, os pulmdes foram
removidos e mantidos a -80°C. Para a extracdo de proteina total, o
homogenato de tecido pulmonar foi preparado utilizando um tampé&o de lise
(NaCL 100mM; Tris-base 50mM; EDTA 2Na.2H20 5mM; NasP207.10H20
50mM; MgCL2 1mM; Nanidet P-40 1%; Triton 0,3%; Deoxychocolate Sodium
0,5%; NaF 20mM) contendo inibidores de proteases. Apds 15 min em gelo, o
homogenado de tecido foi centrifugado por 10 min a 13.000 rpm, 4°C. O
sobrenadante foi coletado e, em seguida, a concentragdo de proteina foi
medida pelo ensaio de Bradford. A amostra de proteina foi desnaturada

durante 5 min a 95°C. Para western blotting, a mesma quantidade de proteina
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(30 pg) foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE a 10% e transferida para
uma membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 pum. As membranas foram
blogueadas com solucdo de BSA 5% durante 2 horas a temperatura ambiente,
seguida de incubacdo com anti-PAR2 (ab124227) e anti-B-actina (SC47778)
overnight a 4°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas durante 2
horas em temperatura ambiente com anticorpos secundarios anti-camundongo
e anti-coelho. Os sinais de quimioluminescéncia foram coletados usando
Clarity™Western ECL Substrate (BIO-RAD, Hercules, California, EUA) e
quantificados através do software Image J (1.6.0_20 v, National Institute of

Health, EUA). B-actina foi utilizada como controle.

4.8 Avaliacdo do pré-tratamento com antagonista de PAR2 sobre a

inflamacao pulmonar induzida pelo LPS

Para as avaliacdes histopatolégicas dos pulmdes, os animais foram pré-
tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100 pL i.p.) uma
hora antes do estimulo com LPS (10 ng/20 L, i.n.) ou PBS (20 uL i.n.). Apos
quatro horas, os pulmdes foram removidos e mantidos em solucdo de formol
10%. Em seguida, o tecido foi desidratado gradualmente em etanol, embebido
em parafina e seccionado em tiras finas de trés micrometros de espessura.
ApOGs os cortes, as amostras foram desparafinizadas e coradas com
hematoxilina e eosina (H & E). As andlises foram realizadas sob um
microscopio de luz por um patologista experiente, sem conhecimento dos
tratamentos previamente descritos. A avaliacdo dos score de inflamacao foi
realizada a partir da analise qualitativa das laminas H&E, com total de 15
pontos, baseado nos trabalhos de Horvat et al. (2007) e Garcia et al. (2010)
que analisam a inflamacdo das vias aéreas, vascular, parenquimatosa e o
infiltrado de neutrdéfilos (0 ausente, 1 leve, 2 moderado, 3 marcado e 4 grave)

conforme demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1: Sistema de pontuacdo histopatolégica avaliada em pulmdes de

camundongos.
Score 1 Score 2 Score 3 Score 4
Inflamacéao . Inflamacao )
.(; Inflamacé&o ¢ Infiltrado de
das vias do L .
P vascular n . neutrofilos
aéreas parénquima
Auséncia de | Auséncia de
0 células células Auséncia de
inflamatérias | inflamatoérias <1% neutrofilos ao redor
ausente . ,
ao redor das | ao redor dos das vias aéreas
vias aéreas vasos
Poucas Poucas
células células e
. L. . iy Poucos neutréfilos
1 inflamatorias | inflamatorias .
1-30% ao redor das vias
leve em algumas | ao redor de .
- aéreas
regides das alguns
vias aéreas vasos
Inflamacao Inflamacéo ,
& & Moderado nimero
moderada moderada .
2 de neutréfilos ao
em algumas | ao redor de 30-60% .
Moderado . redor das vias
regides das alguns .
. , aéreas
vias aéreas vasos
Inflamagéo ~
Inflamacgéao . e
presente na Muitos neutrofilos
3 g ao redor da )
maioria das . >60% ao redor das vias
Marcado i maioria dos .
regibes das aéreas
) , vasos
vias aéreas
Inflamagéo ~
o Inflamacéao .
significativa . Expressivo
. significativa .
4 na maioria infiltrado de
. ao redor da e
Grave das regides o - neutrofilos ao redor
. maioria dos . ,
das vias das vias aéreas
, vasos
aéreas

A pontuacado total da analise histopatologica de cada animal foi realizada pela soma dos
valores dos Scores (Score 1 + Score 2 + Score 3 + Score 4).
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4.9 Avaliacao da sinalizacéo de calcio intracelular em células RAW 264.7

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (5 x 10° células por pogo) em
placas para cultura de células (6 poc¢os) contendo laminulas de vidro (22 x 22
mm) 24 horas antes da captura de imagens. As células foram entdo incubadas
durante 40 minutos com ENMD-1068 (5 yM) ou PBS e marcadas com uma
sonda para Ca?' intracelular (5 yM) Fluo-4/AM (Invitrogen, Eugene, OR)
durante 15 minutos a 37°C em DMEM. Uma vez transferidas para uma camara
de perfuséo personalizada presente no microscopio confocal (Nikon C2, Nova
York, EUA), as células foram entdo perfundidas com tampdo HEPES
(SCHLOSSER; BURGSTAHLER; NATHANSON, 1996), tratadas com coquetel
de inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail Set I, 1x diluido) ou PBS
e estimuladas com LPS (1, 3 ou 10 pg/mL). A sinalizacdo de Ca?* foi
monitorada nestas células por excitacdo a 488 nm enquanto se coletava luz
emitida acima de 505 nm. A amplitude normalizada dos sinais de Ca?*
induzidos por LPS foram extraidas com o software Image J e representadas
graficamente como descrito anteriormente (LEITE et al., 2003). Alteracdes na
fluorescéncia foram normalizadas pelos niveis basais e usadas para analisar a
amplitude dos sinais de Ca* e a porcentagem de células que responderam ao
LPS.

4.10 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o GraphPad Prism 5.0 e
expressos como média + erro padrdo da média. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram avaliadas quanto a significAncia usando a andlise de
variancia simples, one-way ANOVA, seguida pelo teste Newman-Keuls ou pelo
teste t de Student. Foram consideradas estatisticamente significativas as
diferencas com p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlises do numero de neutrofilos presentes em lavado

broncoalveolar obtido de camundongos tratados pela via intranasal com
LPS

A andlise inicial deste estudo foi realizada com o objetivo de determinar
a concentracdo de LPS capaz de induzir o acumulo de neutrdfilos, avaliados
em lavado broncoalveolar de camundongos C57BL/6, no modelo e condi¢cdes
experimentais em que foram submetidos.

Os animais foram estimulados por instilagdo intranasal com diferentes
concentracbes de LPS e o lavado broncoalveolar obtido apds intervalo de
quatro horas para a contagem celular. Conforme demonstrado na figura 5, a
administrac@o de LPS 1 ng nédo foi capaz de aumentar o niumero dos neutrdéfilos
recuperados no BAL. Por outro lado, os tratamentos com 10 e 100 ng
induziram o aumento do numero de neutréfilos no BAL, quando comparado
com o grupo tratado com PBS. O estimulo com LPS 10 ng também aumentou o
ndmero de células totais e mononucleares (Tabela 2). Dessa forma, foi
padronizado o uso de LPS 10 ng para os proximos experimentos de inducéo da
inflamacé&o pulmonar.

— 30~ * %
|
< 1
|
£ 204
bl *
D k.
X
3 101
5
5
()]
Z 0 '
PBS 1 10 100
LPS (ng)

Figura 5. Neutréfilos presentes em lavado broncoalveolar obtido de camundongos
tratados pela via intranasal com LPS. Os camundongos foram estimulados pela via
intranasal com LPS (1, 10 ou 100 ng/animal) ou PBS (20 pL/animal). Apés quatro horas, o
lavado broncoalveolar foi obtido para a contagem celular. As barras representam média +
e.p.m. de 5 a 6 animais por grupo. *p< 0,05 e **p< 0,001 quando comparado com o grupo PBS.
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Tabela 2. Leucocitos presentes em lavado broncoalveolar obtido de

camundongos tratados pela via intranasal com LPS.

LPSi.n. (ng)
Células PBS 1 10 100
Totais 12,5+ 1,0 15,6 + 1,6 42,5+ 11,5* 43,5 + 6,4*
Neutrofilos 0,2 + 0,05 1,6 +0,5 12,5 + 4,2* 25,3 + 4,3%
Mononucleares 121+ 1,0 13,9+1,2 29,8+ 7,1* 18,0+ 2,4

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10* células. *p< 0,05 e **p< 0,001
quando comparado com o grupo PBS. n=5 a 6.

5.2 Efeito do inibidor de proteases aprotinina sobre o numero de
neutrofilos presentes em lavado broncoalveolar induzidos pelo

tratamento intranasal com LPS

Considerando que as proteases enddgenas contribuem para o
desenvolvimento da resposta inflamatéria, foi analisada a participacdo dessas
enzimas presentes no microambiente pulmonar para o acumulo de neutroéfilos
em lavado broncoalveolar induzido pela administragdo intranasal de LPS. Para
iSs0, 0s animais receberam tratamento intranasal com aprotinina (10, 30 ou 100
ng), um inibidor de serino proteases, seguido pelo estimulo com LPS (10 ng).
Conforme demonstrado na figura 6, todos os tratamentos com aprotinina
utilizados foram capazes de diminuir o nimero de neutréfilos presentes no
BAL, quando comparado com o0s animais que foram pré-tratados com PBS e
estimulados com LPS. Além disso, a aprotinina também diminuiu o niamero de

células totais e mononucleares (Tabela 3).
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Figura 6. Efeito do inibidor de proteases sobre o nimero de neutréfilos presentes no
lavado broncoalveolar de camundongos durante a inflamac¢&o induzida por LPS. Os
camundongos foram pré-tratados com aprotinina (10, 30 ou 100 ng/animal, i.n.) ou PBS (20
pL/animal, i.n.) 1 hora antes da administragdo de LPS (10 ng/animal, i.n.) ou PBS (20
pL/animal, i.n.). Apds quatro horas, o lavado broncoalveolar foi obtido para a contagem celular.
As barras representam média £ e.p.m. de 5 a 6 animais por grupo. #p< 0,001 quando
comparado com o grupo PBS+PBS; *p< 0,05 e **p< 0,01 quando comparado com 0 grupo
PBS+LPS.

Tabela 3. Efeito do pré-tratamento com aprotinina sobre o numero de
leucdcitos presentes no lavado broncoalveolar de camundongos durante a

inflamacé&o pulmonar induzida por LPS.

LPSi.n. (10 ng)

aprotinina i.n. (ng)

Células PBS+PBS PBS 10 30 100
Totais 4,8+0,6 423+3,2% 326+4,6° 231+24" 215+21"
Neutrofilos 15+0,6 31,3+2,8* 228+43 19,32, 7 16,7+2,1"

Mononucleares 3,2+0,3 109+1,0¢4 6,4+1,2" 3,8+0,5™ 4,8+0,9™

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10* células. #p< 0,001 quando
comparado com o grupo controle PBS+PBS; *p< 0,05, **p< 0,01 e ***p< 0,001 quando
comparado com o grupo tratado com PBS+LPS. n=5 a 6.
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5.3 Efeito do antagonista de PAR2 ENMD-1068 sobre o recrutamento de

neutrofilos para as vias aéreas de camundongos induzido pelo LPS

Uma vez que varias células das vias aéreas liberam proteases
ativadoras de PAR2, tais como a triptase, decidimos avaliar o efeito do
antagonista desse receptor sobre o numero de neutrdéfilos presentes no BAL de
camundongos tratados com LPS. Os animais foram entdo pré-tratados pela via
intraperitoneal com diferentes doses do antagonista seletivo de PAR2 ENMD-
1068 (0,05; 0,5 ou 1,0 mg/Kg) antes da administracdo intranasal de LPS (10
ng). As doses de ENMD-1068 utilizadas foram capazes de diminuir em mais de
80% o numero de neutrofilos recuperados no BAL dos camundongos
estimulados com LPS (Figura 7), e também reduziu o nimero de células totais

e mononucleares (Tabela 4).
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Figura 7. Efeito do antagonista de PAR2 sobre o numero de neutréfilos presentes no
lavado broncoalveolar de camundongos durante a inflamagcdo pulmonar induzida pelo
LPS. Os camundongos foram pré-tratados com diferentes doses de ENMD-1068 (0,05; 0,5 ou
1,0 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100 pL i.p.) 1 hora antes da administracdo de LPS (10
ng/animal, i.n.) ou PBS (20 pL/animal, i.n.). Apds quatro horas, o lavado broncoalveolar foi
obtido para a contagem celular. As barras representam média + e.p.m. de 5 a 6 animais por
grupo. #p< 0,001 quando comparado com o grupo PBS+PBS; *p< 0,001 quando comparado
com o grupo PBS+LPS.
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Tabela 4. Efeito do pré-tratamento com ENMD-1068 sobre o numero de
leucocitos presentes no lavado broncoalveolar de camundongos durante a

inflamagé&o pulmonar induzida por LPS.

LPS i.n. (10 ng)
ENMD-1068 i.p. (mg/KQg)

Células PBS+PBS PBS 0,05 0,5 1,0
Totais 17,7+2,0 622+8,9" 329+39" 243+16" 219+25"
Neutrdfilos 0,6+0,2 21,7+65* 44+06~ 22+03" 3,7+1,1"

Mononucleares 16,9+1,7 405+24* 284+35 218+15" 18,1+15"

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. #*p< 0,001 quando
comparado com o grupo controle PBS+PBS; *p< 0,01 e **p< 0,001 quando comparado com 0
grupo tratado com PBS+LPS. n=5 a 6.

O sangue periférico também foi analisado nas mesmas condi¢des
anteriores. A dose intermediaria de ENMD-1068 (0,5 mg/Kg) foi utilizada com o
objetivo de avaliar se 0 antagonista de PAR2 estaria promovendo a reducao do
recrutamento de neutrofilos dos vasos sanguineos para o tecido extravascular.
Em contraste ao resultado obtido em lavado broncoalveolar, o pré-tratamento
com ENMD-1068 provocou um aumento do namero de neutréfilos no sangue
periférico dos camundongos tratados pela via intranasal com LPS, quando
comparado com o grupo pré-tratado com PBS e estimulado com LPS (Figura
8). Esse efeito também foi observado em células totais e mononucleares
(Tabela 5).
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Figura 8. Efeito do antagonista de PAR2 sobre o numero de neutréfilos presentes em
sangue periférico durante a inflamacdo pulmonar induzida pelo LPS. Os camundongos
foram pré-tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100 pL i.p.) 1 hora antes
da administragcdo de LPS (10 ng/animal, i.n.) ou PBS (20 pL/animal, i.n.). Ap6s quatro horas, o
sangue periférico foi colhido para contagem celular. As barras representam média + e.p.m. de 4

a 5 animais por grupo,*p< 0,05.
Tabela 5. Efeito do pré-tratamento com ENMD-1068 sobre o numero de

leucécitos presentes no sangue periférico de camundongos durante a
inflamacé&o pulmonar induzida por LPS.

LPS i.n. (10 ng)

ENMD-1068 i.p. (mg/KQg)

Células PBS+PBS PBS 0,5
Totais 158 £ 11,6 196 £ 24,4 416 + 86,1
Neutrofilos 215+34 61,2 + 8,6 134,5+ 34,9
Mononucleares 129,9+ 6,1 134 + 19,4 272,4 + 49,8”

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10* células. *p< 0,05 e **p< 0,01
quando comparado com o grupo tratado com PBS+LPS. n=4 a 5.
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5.4 Efeito do antagonista de PAR2 sobre 0s niveis da quimiocina CXCL1
mensurados no lavado broncoalveolar de camundongos durante a

inflamagé&o pulmonar induzida por LPS

Os resultados anteriores demonstraram que o antagonista de PAR2 foi
efetivo em diminuir o nimero de neutrdfilos presentes no BAL de camundongos
tratados com LPS. Dessa forma, foi avaliado se o ENMD-1068 poderia alterar a
liberagdo de CXCL1, uma importante quimiocina envolvida no recrutamento de
neutrofilos, durante a resposta inflamatéria pulmonar induzida pelo LPS. Os
animais foram pré-tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg) antes do estimulo
intranasal com LPS (10 ng), em seguida, o lavado broncoalveolar foi colhido
apos intervalos de 1, 2 ou 4 horas. Conforme demonstrado na figura 9, houve
aumento dos niveis de CXCL1 no BAL nos intervalos avaliados de 2 e 4 horas
apos estimulo com LPS quando comparado com o grupo PBS, além disso, o
pré-tratamento com ENMD-1068 reduziu em 88% a liberagcdo dessa quimiocina
analisada no periodo de 4 horas (PBS 1h, 52 + 7,4; LPS 1h, 47,9 + 7,9; ENMD-
1068 1h, 55 + 6,8; PBS 2h, 114 + 41; LPS 2h, 661 + 237#, ENMD-1068 2h, 375
+ 168; PBS 4h, 56,1 + 14; LPS 4h, 882 + 122%#; ENMD-1068 4h, 106 * 60,8*
pg/mL, #p< 0,01 e #p< 0,001 quando comparado com o grupo PBS+PBS, *p<
0,001 quando comparado com o grupo PBS+LPS).
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Figura 9. Efeito do antagonista de PAR2 sobre os niveis da quimiocina CXCL1 em lavado
broncoalveolar de camundongos durante a inflamagdo pulmonar induzida pelo LPS. Os
camundongos foram pré-tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100 pL
i.p.) 1 hora antes da instilacéo intranasal de LPS (10 ng/animal) ou PBS (20 pL/animal). O BAL
foi obtido nos intervalos de 1, 2 e 4 horas ap6s a administracdo de LPS e os niveis de CXCL1
avaliados em seu sobrenadante. As barras representam média + e.p.m. de 3 a 4 animais por
grupo. #p< 0,01 e #p< 0,001 quando comparados com o grupo PBS+PBS; *p< 0,001 quando
comparado com o grupo PBS+LPS.
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5.5 Efeito do pré-tratamento com antagonista de PAR2 sobre a inflamacao

pulmonar induzida pelo LPS

Foi avaliado o efeito do pré-tratamento com antagonista de PAR2 no
tecido pulmonar de camundongos durante a inflamacéo induzida por LPS.
Conforme demonstrado nas imagens representativas dos pulmdes (Figura 10
A), a administracdo intranasal de LPS aumentou o infiltrado de células
inflamatérias no tecido pulmonar, com predomindncia de neutrofilos e
macrofagos, quando comparado com o grupo tratado somente com PBS. O
pré-tratamento com o antagonista de PAR2 foi capaz de reduzir esse infiltrado
celular induzido pelo LPS (Figura 10 A). Esses resultados foram confirmados
através da analise dos parametros descritos na tabela 1, nos quais o
antagonista de PAR2 provocou reducao de células inflamatorias ao redor das
vias aéreas e dos vasos sanguineos bem como no parénquima dos pulmdes de
camundongos induzidos pelo LPS (PBS, 0,8 + 0,8; LPS, 8,2 + 0,2%; ENMD-
1068, 5,6 + 0,9*%, #p< 0,001 quando comparado com o grupo PBS+PBS e *p<
0,05 quando comparado com o grupo PBS+LPS, Fig. 10 B).
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Figura 10. Efeito do antagonista de PAR2 sobre a inflamacdo pulmonar induzida por LPS.
Os camundongos foram pré-tratados com ENMD-1068 (0,5 mg/Kg, 100 pL i.p.) ou PBS (100 pL
i.p.) 1 hora antes da instilacédo intranasal de LPS (10 ng/animal) ou PBS (20 pL/animal). Os
pulmbes foram coletados quatro horas apds a administracdo de LPS para as analises
histopatolégicas. A) Fotomicrografias dos pulmbes corados com hematoxilina e eosina obtidas
em objetivas de 20x (painéis superiores) e 40x (painéis inferiores), as barras de escala
representam 52 e 50 um. B) scores histopatolégicos. As barras representam média + e.p.m. de
5 animais por grupo. #p< 0,001 quando comparado com o grupo PBS+PBS e *p< 0,05 quando
comparado com o grupo PBS+LPS.
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5.6 Avaliacdo da expressdo de PAR2 em pulmdo de camundongos

estimulados pela via intranasal com LPS

Para confirmar a importancia de PAR2 na inflamagé&o pulmonar induzida
pelo LPS, decidimos avaliar a expressdo desse receptor em pulmdo de
camundongos. Os animais foram tratados pela via intranasal com PBS ou LPS
(10 ng) e, apés quatro horas, os pulmdes foram removidos para andlise da
expressao de PAR2. Conforme observado nas figuras 11 A e B, a expresséo
protéica de PAR2 é aumentada apos o tratamento com LPS (PBS, 0,14 £ 0,04;
LPS, 0,29 + 0,03*, *p< 0,05).
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*
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Figura 11. Expresséo de PAR2 em pulméo de camundongos apoés instilagdo intranasal de
LPS. Os camundongos receberam administracdo intranasal de LPS (10 ng/animal) ou PBS (20
pL/animal). Apdés quatro horas, os pulmbes foram removidos para andlise da expressado
protéica de PAR2 por Western blot. A) Andlise quantitativa da expressdao de PAR2. B) Gel
representativo da expressdo de PAR2 e (-actina. Os resultados foram normalizados pela B-
actina e a andlise estatistica foi realizada através do Student t-test, *p< 0,05.
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5.7 Efeito do antagonista de PAR2 na sinalizacao de calcio intracelular em
células RAW 264.7 estimuladas por LPS

Os macréfagos sao células residentes nos pulmdes de camundongos e
consideradas fundamentais para o desenvolvimento da resposta inflamatoria.
Uma vez que os resultados anteriores demonstraram a participacdo de PAR2
na inflamag&o pulmonar induzida por LPS, analisamos o efeito do antagonista
de PAR2 na ativagdo de macrofagos, avaliada pela sinalizagéo intracelular de
calcio.

A andlise inicial foi realizada para determinar a concentracao de LPS (1,
3 ou 10 pg/mL) a ser utilizada na ativacédo das células RAW 264.7. Conforme
demonstrado na figura 12 A, a concentragcdo de 10 pg/mL foi capaz de
aumentar a amplitude do sinal de célcio quando comparado com as outras
concentracfes utilizadas (LPS 1 pg/mL, 40,3 £ 9,5; LPS 3 pg/mL, 53,9 + 8,2;
LPS 10 pg/mL, 114,6 + 5,3*% de aumento na fluorescéncia do fluo-4, *p< 0,001
quando comparado com as células estimuladas com LPS 1 e 3 pg/mL). Porém,
nao houve diferenca na porcentagem de células responsivas ao LPS entre as
concentrac@es avaliadas (LPS 1 pg/mL, 6,8 £ 0,1; LPS 3 pug/mL, 9,7 £7,1; LPS
10 pg/mL, 27,4 + 2,8%, Fig. 12 B). Dessa forma, foi padronizada a
concentracdo de LPS 10 pg/mL para os préximos experimentos.
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Figura 12. Sinalizacdo de Ca?" em células RAW 264.7 estimuladas com LPS. As células
RAW 264.7 foram tratadas com Fluo-4/AM (6 uM) durante 15 min. e estimuladas com
diferentes concentra¢des de LPS (1, 3 ou 10 pg/mL). A) Amplitude do sinal de célcio em
células RAW 264.7, *p< 0,001. B) Porcentagem de células responsivas a estimulagéo por LPS.
n=3 prepara¢bes com média de 100 células em cada andlise.

Para avaliar o efeito do antagonista de PAR2 na sinalizag&o intracelular
de célcio induzida pelo LPS, as células foram incubadas durante 40 min. com
ENMD-1068 (5 uM) ou PBS, em seguida, foi realizado o estimulo com LPS (10
pug/mL) para andlise da fluorescéncia. A pré-incubacao das células RAW 264.7
com antagonista de PAR2 prejudicou a mobilizacdo de calcio induzida pelo
LPS (Figuras 13 A e B). Além disso, 0 ENMD-1068 diminuiu a amplitude dos
sinais de fluorescéncia estimulados pelo LPS quando comparado com as
células pré-incubadas com PBS (PBS+LPS: 90,7 £ 5,2 e ENMD-1068+LPS: 64
* 4,6% de aumento na fluorescéncia do fluo-4, p< 0,001, Fig. 13 C), bem como
reduziu a porcentagem de células responsivas ao LPS (PBS+LPS: 28,4+ 19 e
ENMD-1068+LPS: 6,3 + 2,9%, p< 0,01, Fig. 13 D).
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Figura 13. Efeito do antagonista de PAR2 na sinalizacdo de Ca?* em células RAW 264.7
estimuladas com LPS. A) Fotomicrografias da fluorescéncia emitida por 2 células RAW 264.7
representativas (setas brancas), tratadas com Fluo-4/AM (6 uM) e pré-incubadas por 40 min.
com PBS seguido pela estimulagdo com LPS (10 pug/mL, painel superior) ou com ENMD-1068
(5 puM) seguido pela estimulagcdo com LPS (10 ug/mL, painel inferior), e B) alteracdes da
fluorescéncia em funcao do tempo nas células RAW 264.7 representativas pré-incubadas com
PBS ou ENMD-1068 (5 pM) e estimuladas com LPS (10 pg/mL, indicado pela seta preta). C)
Amplitude do sinal de Ca?* em células RAW 264.7 foi reduzida nas células pré-incubadas com
ENMD-1068 (5 puM). D) Percentual de células respondendo a estimulagcdo com LPS. *p<0,01 e
**p<0,001, n=3 preparacdes com média de 100 células em cada andlise. A analise estatistica
foi realizada através do Student t-test.
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5.8 Efeito do coquetel de inibidores de proteases na sinalizacdo de calcio

intracelular em células RAW 264.7 estimuladas por LPS

Uma vez que o antagonista de PAR2 foi capaz de diminuir a ativagao
dos macrofagos, decidimos avaliar a participacdo das proteases liberadas por
essas ceélulas na sinalizacao intracelular de calcio durante o estimulo com LPS.
As células RAW 264.7 foram tratadas com LPS (10 pg/mL) na presenca de
PBS ou do coquetel de inibidores de proteases (protease inhibitor cocktail set 1)
para analise da fluorescéncia. A presenca do coquetel de inibidores de
proteases prejudicou a mobilizacdo de célcio (Figura 14 A e B), diminuiu a
amplitude dos sinais de fluorescéncia (PBS+LPS: 105,9 + 7,9 e Inibidor+LPS:
53,22 £ 6,8% de aumento na fluorescéncia do fluo-4, p< 0,001, Fig. 14 C), bem
como reduziu a porcentagem de células responsivas (PBS+LPS: 29,6 + 2,3 e
Inibidor+LPS: 8,1 + 3,8%, p< 0,01, Fig. 14 D) induzidos pelo LPS, quando

comparado com as células estimuladas na presenca de PBS.
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Figura 14. Efeito da presenca do coquetel de inibidores de proteases na sinalizacdo de
Ca?* em células RAW 264.7 estimuladas com LPS. A) Fotomicrografias da fluorescéncia
emitida por 2 células RAW 264.7 representativas (setas brancas), tratadas com Fluo-4/AM (6
UM) e estimuladas com LPS (10 pg/mL) na presenca de PBS (painel superior) ou do coquetel
de inibidores de proteases (painel inferior), e B) alteracdes da fluorescéncia em funcéo do
tempo nas células RAW 264.7 representativas estimuladas com LPS (10 pg/mL, indicado pela
seta preta) na presenca de PBS ou do coquetel de inibidores de proteases. C) Amplitude do
sinal de Ca?* em células RAW 264.7 foi reduzida em células estimuladas com LPS na presenca
do coquetel de inibidores de proteases. D) Percentual de células respondendo a estimulagéo
com LPS. *p<0,01 e **p<0,001, n=3 preparacdes com média de 100 células em cada analise. A
andlise estatistica foi realizada através do Student t-test.
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5.9 Efeito do tratamento intranasal com triptase de mastocitos sobre o
numero de neutrofilos presentes em lavado broncoalveolar de

camundongos

A triptase é uma serino-protease liberada dos mastocitos, importante
agente ativador de PAR2 e tem sido associada a inflamacao pulmonar. Uma
vez que foi demonstrada a importancia de PAR2 e das proteases enddgenas
no recrutamento de neutréfilos durante a inflamagéo pulmonar induzida pelo
LPS, investigamos a capacidade da triptase em provocar o0 aumento do nimero
de neutrofilos em lavado broncoalveolar. Foi realizada a instilacdo intranasal
com triptase de mastocitos (30, 100 ou 300 ng) e, apéds intervalo de 4 horas, o
lavado broncoalveolar foi obtido. Como demonstrado na figura 15, os
tratamentos com 100 e 300 ng de triptase induziram o acumulo de neutréfilos
em lavado broncoalveolar, quando comparado com o grupo controle tratado
com PBS. O estimulo com a triptase também aumentou o nimero de células
totais e mononucleares (Tabela 6).
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Figura 15. Analise de neutréfilos presentes em lavado broncoalveolar de camundongos
tratados com triptase. Os animais receberam tratamento com triptase (30, 100 ou 300
ng/animal) ou PBS (20 pL/animal) por instilacdo intranasal. Apés quatro horas, o lavado
broncoalveolar foi obtido para a contagem celular. As barras representam média + e.p.m de 5
animais por grupo, *p< 0,05 e **p< 0,01 quando comparado com o grupo PBS.
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Tabela 6. Leucdcitos presentes em lavado broncoalveolar de camundongos

tratados pela via intranasal com triptase.

Triptase i.n. (ng)

Células PBS 30 100 300

Totais 155+ 2,1 58,2 + 9,7* 68,2 + 15* 69,5 + 14,4*
Neutrofilos 0,22 £ 0,05 37+1,6 8,2+1,8* 11,5 + 3,1**
Mononucleares 152 +2,1 50,1 + 7,3* 58,4 + 12* 57,7 £ 11,6

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p< 0,05 e **p< 0,01
quando comparado com o grupo tratado com PBS. n=5.

5.10 Efeito da deplecdo de mastécitos com composto 48/80 sobre o
niumero de neutrofilos presentes em lavado broncoalveolar de

camundongos estimulados pela via intranasal com LPS

Tendo em vista que a instilacdo intranasal de triptase € capaz de induzir
o0 aumento do numero de neutrofilos presentes em lavado broncoalveolar,
analisamos sua participagéo na inflamagéo pulmonar induzida pelo LPS. Dessa
forma, foi realizada a deplecdo dos mastdcitos pelo pré-tratamento com o
composto 48/80 e posterior estimulo intranasal com LPS. Conforme
demonstrado na figura 16 e tabela 7, os animais que foram pré-tratados com o
composto 48/80 tiveram reducdo do numero de neutréfilos e células totais
presentes no lavado broncoalveolar apdés a administracdo de LPS, quando
comparados com o0s animais que foram pré-tratados com PBS e estimulados
com LPS.
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Figura 16. Efeito da deplecdo de mastdcitos sobre o nimero de neutréfilos presentes em
lavado broncoalveolar de camundongos durante a inflamacdo pulmonar induzida por
LPS. Os animais foram pré-tratados durante quatro dias por administracdo intraperitoneal a
cada doze horas com 100 pL de doses crescentes do composto 48/80 (0,6 mg/kg no primeiro
dia; 1,0 mg/kg no segundo dia; 1,2 mg/kg no terceiro dia; 1,2 e 2,4 mg/kg no quarto dia) ou
PBS. No quinto dia, foi realizado estimulo intranasal com LPS (10 ng/animal) ou PBS (20
pL/animal) e o lavado broncoalveolar obtido ap6s o periodo de quatro horas. As barras
representam média = e.p.m de 3 a 6 animais por grupo, *p< 0,001.

Tabela 7. Leucdcitos presentes em lavado broncoalveolar de camundongos em

resposta ao pré-tratamento com composto 48/80 e estimulo intranasal com
LPS.

48/80
PBS (0,6; 1,0; 1,2 e 2,4 mg/kg)
Células PBS LPS (10 ng) PBS LPS (10 ng)
Totais 23,7+5,2 95,2 + 10,8% 26,2 + 2,6* 39,0 £ 2,0*
Neutroéfilos 3,09+1,9 64,1 + 10,1% 0,8 +0,3* 16,6 + 2,6*
Mononucleares 17,5+ 3,5 31 +2,07 21,2+ 2,0 22,4+15

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. #p< 0,001 e #p< 0,01
quando comparado com o grupo pré-tratado com PBS e estimulado com PBS; *p< 0,001
quando comparado com o grupo pré-tratado com PBS e estimulado com LPS. n=3 a 6.
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6 DISCUSSAO

O recrutamento de neutrdéfilos a partir da microcirculagcdo adjacente ao
tecido inflamado constitui um evento fundamental da imunidade inata contra o
agente agressor. Por outro lado, a persisténcia dessas células nos tecidos
extravasculares também esta relacionada ao dano tecidual e desenvolvimento
de doencas inflamatérias devido a liberacdo de agentes antimicrobianos tais
como espécies reativas de oxigénio, serino proteases e mieloperoxidase
(WEISS, 1989; KRUGER et al., 2015). Nas vias aéreas, o influxo sustentado de
neutrofilos esta diretamente relacionado com a inflamacdo pulmonar aguda e
sua forma mais grave denominada Sindrome da angustia respiratéria, bem
como patologias cronicas incluindo a Doenca pulmonar obstrutiva cronica,
contribuindo para o desenvolvimento de sintomas clinicos (GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011; KRUGER et al., 2015). Portanto, acredita-se que o
conhecimento dos mecanismos envolvidos na migracdo de neutrofilos dos
vasos sanguineos para o0 tecido inflamado possa contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas no tratamento de doencas
inflamatorias que visem a reducao deste recrutamento celular.

Na literatura existem poucos relatos acerca do envolvimento entre PAR
e LPS na inflamacgéo pulmonar. Estudos in vitro utilizando células epiteliais das
vias aéreas demonstraram que a co-estimulacdo com agonista peptidico de
PAR2 e LPS aumenta a sinalizacdo inflamatéria quando comparado com a
estimulacdo por cada agente separadamente (OSTROWSKA; SOKOLOVA;
REISER, 2007; NHU et al., 2010), e que a sinalizacdo de PAR2 parece ser
dependente da presenca de TLR4 em neutréfilos de camundongos (MORETTI
et al., 2008). Além disso, Rallabhandi et al. (2008) sugeriram que PAR2 e TLR4
interagem tanto fisicamente na presenca de agonista peptidico de PAR2,
quanto a nivel intracelular para a ativacdo de NF-kB. Em modelo de edema de
pata, o receptor TLR4 também contribuiu para a inflamacao induzida por PAR2
(NHU et al., 2010). Dessa forma, tendo em vista a ampla expressao de PAR2
nos pulmdes e seu envolvimento na resposta inflamatoria, avaliamos neste
trabalho o papel de PAR2 e das proteases enddgenas na migracdo de

neutroéfilos induzida por LPS nas vias aéreas.
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Inicialmente, avaliamos o recrutamento de neutréfilos em modelo de
inflamac&o pulmonar induzida por instilacdo intranasal de LPS. A inducédo da
inflamacéao in vivo é uma importante ferramenta para avaliar simultaneamente o
envolvimento de células e mediadores na migracdo de células inflamatérias
(KNAPP, 2009). Nos pulmdes, a resposta inflamatéria induzida pelo LPS
envolve a expressdo coordenada de citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo que direcionam o recrutamento de neutrdéfilos e células mononucleares
através das barreiras endoteliais e epiteliais em direcdo ao foco inflamatorio
nas primeiras horas apos o estimulo (LI; MIYASAKA; ISSEKUTZ, 1998;
MARTIN, 2000; MIZGERD, 2002). Nossos resultados mostram que a instilacao
intranasal de LPS promoveu um aumento no numero de neutrdfilos
recuperados no lavado broncoalveolar de camundongos e corroboram com o
estudo de Knapp et al. (2006) que demonstraram o acumulo de neutrofilos bem
como a liberagdo de TNF-a e CXCL1 em pulmao de camundongos utilizando o
mesmo modelo.

A participacdo de proteases no desenvolvimento da inflamacao pulmonar
tem se tornado uma area de grande interesse, tendo em vista que, ha varias
evidéncias do aumento da atividade de proteases nas vias aéreas durante
diferentes patologias. Foi demonstrado que a HAT (protease semelhante a
tripsina das vias aéreas humanas, do inglés human airway trypsin-like
protease) esta presente no escarro de pacientes com bronquite cronica e foi
capaz de estimular a proliferacao de fibroblastos (MATSUSHIMA et al., 2006),
e que 0s mastécitos nas vias aéreas de pacientes asmaticos sao cruciais para
o desenvolvimento da inflamacdo (PESCI et al., 1993). Em modelo de
inflamacédo pulmonar aguda induzida por bactérias, o aumento do namero de
leucdcitos no BAL e da permeabilidade alveolar foram associados com o
acréscimo na atividade da elastase de neutréfilos no pulmdo (HAGIO et al.,
2008). No entanto, embora existam estudos que demonstram o envolvimento
de proteases em varias patologias, seu papel na resposta imune inata ndo esta
bem esclarecido. Em nosso estudo, o pré-tratamento intranasal com aprotinina,
um inibidor ndo seletivo de serino proteases, reduziu o niamero de neutrdfilos e
de células mononucleares presentes em lavado broncoalveolar induzidos pela
instilacdo de LPS, sugerindo que nesse modelo o recrutamento de neutréfilos e

mononucleares nas vias aéreas pode ser, pelo menos em parte, dependente
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da liberacédo local de proteases. Esse resultado esta de acordo com Gomides
et al. (2012) que demonstraram que o pré-tratamento com injecao local de
aprotinina inibiu significativamente o recrutamento de neutrdéfilos induzido pela
carragenina para a cavidade pleural de camundongos.

Esses resultados iniciais corroboram com outros trabalhos de nosso grupo
gue apresentam o papel das proteases enddgenas na inducédo do recrutamento
de leucdcitos para o tecido extravascular em diferentes modelos inflamatérios.
Dessa forma, Braga et al. (2010) demonstraram que as serino proteases
participam do recrutamento de eosinofilos induzido pela eotaxina-1 e que a
ativacdo de PAR4 desempenha papel importante na regulacao desse processo.
Também foi demonstrado que o pré-tratamento de camundongos BALB/c com
0 antagonista de PAR4 tcY-NH: inibiu o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade pleural induzido por carragenina e tripsina (GOMIDES et al., 2012), e
gue o tratamento com antagonista de PAR2 ENMD-1068 foi eficaz em reduzir o
recrutamento de eosindfilos induzido pela triptase para a cavidade pleural de
camundongos (MATOS et al., 2013). Esses estudos demonstram também a
importancia dos PARs na mediacdo da resposta induzida pelas proteases,
modulando a migracéo de leucaocitos.

Nos ultimos anos, varios trabalhos na literatura tém avaliado o envolvimento
de PAR2 no recrutamento e ativacao de neutréfilos. Nesse sentido, o agonista
peptidico de PAR2 foi capaz de ativar e induzir mudancas morfolégicas em
neutréfilos (HOWELLS et al., 1997), aumentar a expressao de Mac-1 (antigeno
macrofagico-1) e VLA-4 (do inglés very late antigen 4), bem como induzir a
liberacdo IL-1B e IL-8 por essas células (SHPACOVITCH et al., 2004). Além
disso, a tripsina e 0 agonista peptidico de PAR2 estimularam o aumento na
motilidade de neutréfilos (SHPACOVITCH et al., 2004). Quando analisado o
efeito da ativacdo de PAR2 nas vias aéreas, Su et al. (2005) demonstraram
que seu agonista induziu o aumento da permeabilidade vascular e do numero
de neutrofilos em lavado broncoalveolar. Embora o efeito pro-inflamatério da
ativacdo de PAR2 tenha sido confirmado em estudos anteriores, seu
envolvimento na inflamag&o pulmonar durante a infecgcao microbiana ainda n&o
esta esclarecido. Em nosso estudo, o pré-tratamento com antagonista de PAR2
ENMD-1068 diminuiu o namero de neutrofilos e de células mononucleares

recuperados do lavado broncoalveolar, sugerindo que as proteases liberadas
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pela instilacdo intranasal de LPS podem induzir a resposta inflamatoria, pelo
menos em parte, através da ativacdo de PAR2. A reducédo bastante expressiva
do numero de neutrdéfilos recuperados no BAL mediada pelo tratamento com
antagonista de PAR2 pode ser explicada pela baixa concentracdo de LPS
presente em NOSS0S experimentos, em comparagdo com as concentracdes
maiores de LPS utilizadas in vivo na literatura (JOH; GU; KIM, 2012; HU et al.,
2017).

Uma vez que, em auséncia de inflamacdo os neutrofilos encontram-se
restritos aos vasos sanguineos, sendo recrutados para o foco inflamatorio
guando ocorre a invasdo pelo agente agressor (KOBAYASHI; DELEO, 2009) e
que o tratamento intraperitoneal com ENMD-1068 diminuiu 0 numero de
neutréfilos induzido pelo LPS em lavado broncoalveolar, avaliamos
simultaneamente o efeito desse antagonista no sangue periférico. N0ss0s
resultados demonstram que o tratamento sistémico com antagonista de PAR2
aumentou o numero de neutrdfilos bem como de células mononucleares
circulantes, confirmando que o mesmo atua inibindo a transmigragéo celular
nas vias aéreas da microcirculacdo para o tecido extravascular. Esse efeito
mediado pelo antagonista de PAR2 possivelmente envolve moléculas de
adesdo, uma vez que, a reducdo da expressao protéica da molécula-1 de
adesdo intercelular (ICAM-1) e VCAM-1 foram relacionadas a deficiéncia de
PAR2 (HYUN et al.,, 2008) e que o agonista peptidico de PAR2 aumenta o
rolamento e a adesdo de leucdcitos em vénulas mesentéricas de rato, bem
como o recrutamento dessas células para a cavidade peritoneal (VERGNOLLE,
1999).

O recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério € um processo
complexo envolvendo a acdo de estimulos quimiotaticos que os direcionam
para o local afetado. Entre os mediadores com atividade quimiotatica, a IL-8
(CXCL8) e seu homélogo em camundongos a CXCL1 desempenham papéis
importantes na migracao e ativacao de neutrofilos atuando através da interacéo
com receptores acoplados a proteina G (BAGGIOLINI; CLARK-LCWISB, 1992;
BOZIC et al., 1994; KOBAYASHI, 2008; DE FILIPPO et al., 2013). Uma vez
que, a quimiocina CXCL1 induz o recrutamento de neutrofilos e nossos
resultados sugerem que a ativacdo de PAR2 atua modulando esse processo,

decidimos investigar a participacdo desse receptor na liberacdo de CXCL1
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durante a inflamacdo pulmonar provocada pelo LPS. Quando a producéo de
CXCL1 é avaliada apos o intervalo de 4 horas, o antagonista de PAR2 reduziu
em 88% a liberacdo dessa quimiocina induzida pelo LPS. Esse resultado
sugere que a diminuicdo do recrutamento de neutrofilos mediado pelo
antagonista de PAR2 ocorreu em parte através da inibicdo da producédo de
CXCL1 entre o periodo de 2 a 4 horas apés o estimulo com LPS. Além disso, a
diminuicdo da migragéo de neutrofilos, que sdo importantes células produtoras
de CXCL1, também pode estar contribuindo para a grande reducdo dos niveis
dessa quimiocina no intervalo de 4 horas. Esses resultados corroboram com
dados da literatura que demonstraram que em células epiteliais das vias aéreas
a ativacdo de PAR2 resultou na producédo de IL-8 e, além disso, o tratamento
simultdneo com LPS e o agonista peptidico de PAR2 aumentaram a expressao
de IL-8 quando comparado com o resultado de cada estimulo individualmente
(OSTROWSKA; SOKOLOVA; REISER, 2007; NHU et al., 2010), indicando a
cooperacao da resposta mediada pelos dois agonistas para a amplificacdo da
inflamacé&o.

Nossos resultados sugerem a importancia das proteases endogenas para o
recrutamento de neutrofilos induzido pelo LPS nas vias aéreas através da
ativacdo de PAR2, e que esse evento possivelmente envolve um somatério de
fatores que incluem alteracdo de moléculas de adesdo e liberacdo da
quimiocina CXCL1. Além disso, avaliamos por andlise histopatolégica o efeito
do antagonista de PAR2, onde comprovamos o0s resultados anteriores
demonstrando que o antagonismo desse receptor além de diminuir o nimero
de neutrofilos em lavado broncoalveolar também reduziu seu infiltrado no
tecido bem como a inflamacao pulmonar.

A fim de confirmar a importancia de PAR2 para a resposta inflamatoéria
induzida pelo LPS nas vias aéreas, avaliamos a expressao protéica desse
receptor em pulmédo de camundongos. Nossos resultados demonstraram que
PAR2 é expresso nas vias aéreas de forma constitutiva, porém, essa
expressdo € aumentada quatro horas apos a instilacédo intranasal de LPS. A
expressdo constitutiva de PAR2 estd de acordo com estudos que
demonstraram que esse receptor esta presente no estado pré-formado em
granulos de neutréfilos podendo ser prontamente mobilizados para a superficie

celular ap6s o estimulo (ST-ONGE et al., 2010) bem como na membrana
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plasmatica de células epiteliais das vias aéreas (OSTROWSKA; SOKOLOVA;
REISER, 2007). Em outros trabalhos, a exposicdo ao LPS resultou em
aumento dos niveis de expressao protéica bem como do RNAm referente a
PAR2 em diferentes tipos celulares (NYSTEDT; RAMAKRISHNAN; SUNDELIN,
1996; OSTROWSKA; SOKOLOVA; REISER, 2007; CHAO et al., 2017),
corroborando nossos resultados. Dessa forma, demonstramos que o LPS
exerce um efeito regulatorio sobre a expressdo de PAR2 em células das vias
aéreas, porém, sSao necessarios outros experimentos para avaliar 0s
mecanismos pelos quais o LPS induz o aumento da expressao desse receptor.

Os macrofagos sédo células sentinelas da imunidade inata com funcao
importante no reconhecimento de microorganismos invasores, propagacao da
resposta inflamatéria e eliminacdo do agente agressor. Quando ativados pelo
LPS liberam mediadores inflamatérios importantes no recrutamento de
neutréfilos como as citocinas TNF-q, IL-18 e a CXCL1 (STRIETER; BELPERIO;
KEANE, 2002; ROSSOL et al., 2011; HEROLD; MAYER; LOHMEYER, 2011,
DE FILIPPO et al., 2013). Uma vez que demonstramos a importancia de PAR2
para a inflamacéo pulmonar induzida pelo LPS nas vias aéreas, analisamos
essa relacdo na ativacdo de macréfagos através da sinalizacdo de célcio. Em
nossos experimentos, o LPS estimulou a liberagdo de calcio intracelular nas
células RAW 264.7 em todas as concentragfes utilizadas baseadas em estudo
anterior (MARTIN et al., 2005). Por outro lado, a pré-incubacdo com
antagonista de PAR2 ENMD-1068 reduziu a amplitude do sinal de célcio bem
como o0 numero de células responsivas estimuladas pelo LPS, confirmando
assim a ativacdo de PAR2 em resposta ao LPS, e sua modulagdo por seu
antagonista ENMD-1068. O efeito seletivo do ENMD-1068 in vitro foi
demonstrado anteriormente onde o mesmo foi capaz de inibir completamente a
sinalizacdo de célcio induzida pelo agonista peptidico de PAR2 e pela tripsina
(KELSO et al., 2005). Tendo em vista que a sinalizacdo de PAR2 mediada por
proteina G leva a ativacéo da fosfolipase C, formacao de trifosfato de inositol e
diacilglicerol bem como a mobilizacdo de célcio (ROTHMEIER; RUF, 2012),
sugerimos que a sinalizacdo de calcio em macrofagos induzida pelo LPS é
mediada, pelo menos em parte, por intermédio da ativacdo de PAR2.

Alguns trabalhos da literatura demonstram que 0os macréfagos expressam

proteases com potencial para ativagcao de PAR2 tais como a HAT (BERTRAM
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et al., 2012; MENOU et al., 2017), metaloproteinases (LAGENTE et al., 2005;
NEWBY, 2008; LI; TAI, 2013) e catepsinas (SHAPIRO, 1999; ELMARIAH;
REDDY; LERNER, 2014), dessa forma, avaliamos a influéncia dessas
proteases durante o estimulo com LPS para a sinalizacdo de calcio em cultura
de células RAW 264.7. Demonstramos que a presenca do coquetel de
inibidores de proteases reduziu a amplitude do sinal de célcio e o nimero de
células responsivas de maneira semelhante ao ENMD-1068. Dessa forma,
sugerimos que o LPS estimula a liberagdo de proteases dos macréfagos que
entdo podem ativar PAR2 de forma autécrina ou em células proximas,
modulando a ativacado celular.

Nossos resultados demonstraram a importancia das proteases enddgenas
na ativacdo de PAR2 tanto para a migracdo de neutréfilos nas vias aéreas
quanto para a ativacdo de macréfagos durante a estimulacdo pelo LPS,
sugerindo papel importante das proteases para o desenvolvimento da resposta
imune inata. Diante disso, o préximo passo foi investigar uma protease que
poderia estar envolvida na inflamacao pulmonar induzida pelo LPS. A triptase é
uma forte candidata para contribuir neste fenémeno, pois, é secretada dos
granulos de mastocitos presentes nas vias aéreas, sendo capaz de ativar
PAR2 em diferentes células tais como fibroblastos de pulmédo (BAGHER et al.,
2018), células musculares lisas das vias aéreas (BERGER et al., 2001), células
endoteliais (SHPACOVITCH et al., 2002) e queratindcitos (STEINHOFF et al.,
1999). Porém, o efeito da ativacdo de PAR2 pela triptase in vivo ainda ndo esta
bem esclarecido.

Em nosso estudo, a instilagéo intranasal de triptase induziu o aumento do
ndamero de neutréfilos bem como de mononuclereas em lavado broncoalveolar
em 4 horas ap0s o estimulo, sugerindo que essa protease esta envolvida na
resposta imune inata. Esses resultados estdo de acordo com a literatura na
qual foi descrito que a triptase induziu o recrutamento de leucdcitos para a
cavidade pleural de camundongos no mesmo intervalo apds o estimulo
(MATOS et al.,, 2013), bem como o aumento de neutréfilos em lavado
broncoalveolar obtido de camundongos (HUANG et al.,, 2001). Além disso, a
injecdo intraperitoneal de uma das triptases expressas em mastocitos de
camundongos (MMCP-6, do inglés mouse mast cell protease 6) induziu um

aumento significativo do numero de neutréfilos na cavidade peritoneal de
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camundongos (HUANG et al., 1998). A capacidade da triptase em induzir o
recrutamento de leucécitos pode ser explicada em parte por resultados
anteriores, onde foi demonstrado que o sobrenadante de células endoteliais
tratadas com triptase induziu um aumento na migragéo de neutrofilos in vitro de
maneira dependente da acédo de IL-8 (COMPTON et al., 2000). Além disso, a
triptase também aumentou a producdo de proteina-1 quimiotatica para
macréfago (MCP-1) e IL-8 em células endoteliais (KINOSHITA et al., 2005).

Os mastdcitos sdo bem conhecidos por desempenharem um papel central
na patogénese de doencas alérgicas atraves da liberacdo de diversos
mediadores inflamatérios (AMIN, 2012). Por outro lado, ha uma quantidade
crescente de evidéncias sugerindo que os mastécitos também desempenham
papel critico na defesa do hospedeiro contra bactérias (MATSUGUCHI, 2012).
Nesse sentido, estudos iniciais demonstraram que camundongos deficientes
em mastocitos apresentaram aumento da mortalidade durante peritonite
bacteriana quando comparados com o grupo controle (MALAVIYA et al., 1996;
ECHTENACHER; MANNEL; HULTNER, 1996). Porém, a participacdo dos
mastécitos na resposta inflamatéria das vias aéreas induzida por
microorganismos ainda nao estd bem esclarecida. Em nosso trabalho, a
deplecdo de mastocitos utilizando o composto 48/80 reduziu 0 numero de
neutréfilos, mas ndo o de células mononucleares presentes em lavado
broncoalveolar, sugerindo que a triptase liberada dos granulos de mastocitos é
importante para o recrutamento de neutrofilos induzido pelo LPS nas vias
aéreas. Resultado similar foi demonstrado em modelo de inflamacgéo pulmonar,
no qual os camundongos deficientes em mastécitos tiveram prejudicada
eliminacdo de bactérias nos pulmdes, quando comparado com O Qrupo
controle, que foi diretamente relacionada com o reduzido influxo de neutrofilos
nas vias aéreas (MALAVIYA et al., 1996). Em seguida, Huang et al. (2001)
demonstraram que a triptase beta 1 deve estar em sua forma enzimaticamente
ativa para aumentar a capacidade de eliminacdo de bactérias quando instilada
nas vias aéreas de camundongos deficientes em mastocitos.

Vérios estudos tém sugerido que a exposi¢éo direta ao LPS néo é capaz de
induzir a liberacdo de granulos dos mastocitos (MATSUGUCHI, 2012;
KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016), porém, foi demonstrado

gue a invasao por microorganismos nocivos bem como substancias endégenas



64

pré-inflamatérias liberadas durante infeccbes tais como subprodutos da
ativacdo dos componentes do sistema complemento C5a e C3a sdo capazes
de induzir a degranulacdo dessas células (WOOLHISER; BROCKOW;
METCALFE, 2004; OSKERITZIAN et al., 2005; SIEBENHAAR et al., 2007).
Dessa forma, nossos resultados sugerem que o0s mastocitos sao fontes de
proteases, tais como a triptase, que séo liberadas dos granulos de mastocitos
por fatores solGveis presentes no microambiente inflamatério induzido pelo
LPS.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o receptor PAR2 é ativado pelas
proteases endodgenas presentes nas vias aéreas durante a inflamacéao
pulmonar induzida pelo LPS. Essa ativacdo de PAR2 promove o recrutamento
de neutrdfilos, pelo menos em parte, por intermédio da liberacado da quimiocina
CXCL1 nas vias aéreas. A importancia de PAR2 para a inflamacao induzida
pelo LPS foi confirmada pelo aumento da expressao desse receptor no tecido
pulmonar de camundongos. Os resultados in vitro indicaram que as proteases
liberadas pelos macréfagos ativam PAR2 nessas células, contribuindo para a
sinalizacdo intracelular de calcio durante o estimulo com LPS. Ainda
demonstramos que a triptase € uma importante protease envolvida na resposta
imune inata e que a deplecdo de mastocitos reduziu o recrutamento de
neutréfilos para as vias aéreas induzidos pelo LPS. Em conjunto, esses
resultados sugerem um papel de PAR2 e das proteases enddgenas na
modulacdo do recrutamento de neutrofilos para as vias aéreas e
consequentemente na inflamacdo pulmonar e que a triptase € uma importante

protease envolvida nesse processo.
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Figura 17. Esquema representativo do envolvimento de PAR2 e das proteases
enddgenas no recrutamento de neutréfilos durante a inflamagdo pulmonar induzida por
LPS.
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