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RESUMO

No local da inflamagdo pulmonar contendo o fator de ativagdo de plaquetas (PAF), as
proteases € o receptor ativado por protease (PAR)2 também estdo abundantemente
presentes. Apesar desta evidéncia, uma cooperagdo entre PAF ¢ PAR2 na inflamacao
pulmonar ainda nao foi investigada. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
possivel cooperacdo entre PAFR e PAR2 mediando a inflamagdo pulmonar em
camundongos. Inicialmente, camundongos BALB/c machos receberam instilagao
intranasal de C-PAF ou agonista de PAR2. Em alguns protocolos, os camundongos foram
pré-tratados com injecdo intraperitoneal com o antagonista do receptor de PAF,
antagonista do receptor de PAR2, ou inibidor de proteases. O lavado broncoalveolar ou o
tecido pulmonar foram coletados para quantificagdo do numero de neutréfilos,
concentragdo de citocinas, analise histopatologica, e mensuracdo das enzimas
mieloperoxidase e N-Acetil-BD-glucosaminidase. Além disso, foi realizado a analise do
rolamento e adesdo dos leucocitos por microscopia intravital. Para estudos em cultura de
células, a linhagem de células RAW 264.7 foram pré-incubadas com antagonista de PAR2
1h antes do C-PAF, em seguida foi feita analise da sinalizacio de Ca®" intracelular,
imunofluorescéncia para PAR2/NF-kB (p65), co-imunoprecipitagio de PAR2/PAFR,
bem como, para analise da expressao do mRNA de PAR2 por PCR em tempo real. Nossos
resultados demonstraram que a producdo de CXCL1 e CXCL2, bem como, o
recrutamento de neutrdéfilos mediados pelo C-PAF, pelo menos em parte, sdo dependentes
da ativagdo de PAR2 nos pulmdes de camundongos. Além disso, mostramos que em
macréfagos, o antagonismo de PAR2 prejudica a sinalizagdo de Ca”’ intracelular e a
ativacdo de NF-KB (p65) induzida por C-PAF. Portanto, em conjunto, esses resultados
evidenciam a interacdo entre PAR2 e PAFR na inflama¢do pulmonar e na ativacdao do
NF-kB (p65) e mobilizacio intracelular de Ca*" em macréfagos.
PALAVRAS-CHAVE: Inflamagdo, neutrofilos, fator ativador de plaquetas (PAF),
receptor ativado por protease (PAR)2.



ABSTRACT

At the lung inflammation microenvironment containing platelet-activating factor (PAF),
proteases and protease-activated receptor (PAR)2 are also abundantly present. Despite
this evidence, a cooperation between PAF and (PAR)2 in lung inflammation has not yet
been investigated. Thus, the aim of this study was to evaluate the possible cooperation
between PAFR and PAR2 mediating lung inflammation in mice. Initially, male BALB/c
mice received intranasal instillation of C-PAF or PAR2 agonist. In some protocols, mice
were pre-treated with intraperitoneal injection with the PAF receptor antagonist, PAR2
receptor antagonist, or protease inhibitor. Bronchoalveolar lavage or lung tissue were
collected for quantification of neutrophil numbers, cytokine concentration,
histopathological analysis, and measurement of myeloperoxidase and N-Acetyl-BD-
glucosaminidase enzymes. In addition, analysis of leukocyte rolling and adhesion was
performed by intravital microscopy. For cell culture studies, RAW 264.7 cell lines were
pre-incubated with PAR2 antagonist 1h before C-PAF, followed by analysis of
intracellular Ca?* signaling, immunofluorescence for PAR2/NF-«B (p65), (PAR)2/PAFR
co-immunoprecipitation, as well as for analysis of PAR2 mRNA expression by real-time
PCR. Our results demonstrate that CXCL1 and CXCL2 production, as well as C-PAF-
mediated neutrophil recruitment, at least in part, are dependent on PAR2 activation in
mouse lungs. Furthermore, we showed that in macrophages, PAR2 antagonism impairs
intracellular Ca®" signaling and C-PAF-induced NF-KB (p65) activation. Therefore,
together, these results evidence the interaction between PAR2 and PAFR in lung
inflammation and in the activation of NF-«xB (p65) and intracellular mobilization of Ca**
in macrophages.

KEYWORDS: Inflammation, neutrophils, platelet-activating factor (PAF), protease
activated receptor (PAR)2.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo pulmonar compreende um mecanismo de defesa do sistema
imunologico do hospedeiro a insultos que incluem patogenos, toxinas, poluentes,
irritantes e alérgenos. No entanto, a inflamacdo ndo controlada ¢ um componente critico
para uma variedade de doencas pulmonares e das vias aéreas, como sindrome do
desconforto respiratorio agudo, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), asma e
fibrose cistica (FC)(YU et al., 2008). No ambiente da inflamac¢do pulmonar, a ativagdo
exacerbada de células imunes residentes, liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e
acumulo de neutro6filos e mondcitos produzem lesdo na integridade do pulmao e das vias
aéreas (AGHASAFARI; GEORGE; PIDAPARTI, 2019). Dentre os mediadores
inflamatorios, proteases como a tripsina, triptase de mastocitos, elastase de neutréfilos,
fatores de coagulacao (FVIla e FXa), proteinase-3, catepsina G, proteases bacterianas ou
derivadas de alérgenos desempenham atividade nos danos aos pulmdes (REED; KITA,
2004).

Os receptores ativados por proteases (PARs, do inglés Protease-activated
receptors) sao uma familia de receptores acoplados a proteina (GPCRs) ativados através
da clivagem proteolitica por proteases (HOLLENBERG, MORLEY D.; COMPTON,
2002). O PAR2 ¢ ubiquamente distribuido por todo o corpo e, particularmente expresso
no trato respiratorio na superficie das células do musculo liso vascular, células endoteliais
e epiteliais das vias aéreas, fibroblastos traqueais, mastocitos, macrofagos alveolares,
neutrofilos e eosinodfilos (VERGNOLLE, NATHALIE, 2005). Proteases liberadas ou
geradas nas vias aéreas durante a inflamacao pulmonar induzem a ativagao do PAR2, que
por sua vez, leva a vasodilatagdo, extravasamento de proteinas plasmaticas, secrecio de
citocinas pro-inflamatorias e recrutamento de leucocitos (HOLLENBERG, M. D. et al.,
2014; RALLABHANDI et al., 2008). A ativagdo do PAR2 ocorre através da clivagem

por proteases de sitios especificos no segmento N-terminal extracelular do receptor. A
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clivagem destes sitios expde um dominio peptidico que interage com regides conservadas
na segunda alca extracelular do proprio receptor para iniciar a sinalizacdo intracelular
(POOLE et al., 2013). A sinalizagdo ocorre através da interagdo com multiplos subtipos
heterotriméricos da proteina G, incluindo Gog, Gai € Gaizi13. Uma vez ativados, sdo
rapidamente dessensibilizados e internalizados apos a fosforilagdo por GRKs, PKC ou
PKA, seguida de ligagcdo a B-arrestinas, podendo posteriormente serem degradados ou
reciclados (AYOUB; AL-SENAIDY; PIN, 2012; COTTRELL et al., 2003).

O fator de ativacao de plaquetas (PAF, do inglés Platelet Activating Factor) é um
potente mediador fosfolipidio pro-inflamatério liberado por uma ampla variedade de
células, incluindo plaquetas, basofilos, eosinofilos, mastocitos, células endoteliais,
neutrofilos e macréfagos (ISHII; SHIMIZU, 2000). O PAF atua em seus receptores
especificos (PAFR, Platelet-activating factor receptor) acoplados as subunidades Goq €
Goi da proteina G, expresso em muitos tipos celulares como monocitos, macrofagos,
neutrofilos, eosindfilos, e células endoteliais (BROWN et al, 2006), suas agdes
biologicas incluem a liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, quimiotaxia
de leucoécitos, agregacdo de plaquetas, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, estresse oxidativo, hiperreatividade das vias aéreas e broncoconstricio (CHAO;
OLSON, 1993; YOST; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2010).

Embora o PAF seja um mediador com papel central da fisiopatologia de doengas
inflamatorias pulmonares como a asma, os antagonistas do PAFR, até agora, nao
demonstraram eficicia no uso clinico. Desse modo, devido a natureza complexa do
processo inflamatorio no pulmao e nas vias aéreas; novas abordagens de ensaios clinicos
podem atuar em diferentes alvos da cascata inflamatéria (KASPERSKA-ZAJAC,
ALICJA; BRZOZA; ROGALA, 2008a). No local da inflamagdo pulmonar que contém
PAF, proteases estao abundantemente presentes, sendo portanto, a ativagdo de PAR2 uma

etapa importante para a progressao da inflamagdo (ALLARD et al., 2014; COCKS;



19

MOFFATT, 2001). Como por exemplo, em pacientes com asma grave de dificil controle
que apresentam um aumento significativo do musculo liso das vias aéreas associado a
superexpressao de PAR2, bem como, altos niveis de ligantes PAR2 no BAL (AUBIER et
al., 2016). Além disso, camundongos knock-out, que nio expressam o receptor (PAR27)
mostram niveis mais baixos de hiperresponsividade e inflamacdo das vias aéreas
comparado a camundongos selvagens (Wild type, WT). Ainda, a inibi¢do funcional de
PAR2 com anticorpo monoclonal anti-PAR2 (SAM-11) reduz a inflamagdo das vias
aéreas em modelo de asma em camundongos (ASADUZZAMAN et al., 2015;
SCHMIDLIN et al., 2002). No entanto, apesar das evidéncias, um papel para o PAR2 em
cooperagdo com o PAF na inflamagdo pulmonar ainda n3o foi investigado. Neste
trabalho, propomos investigar uma possivel cooperacao entre o PAF ¢ 0 PAR2 mediando

o recrutamento de neutréfilos na inflamagdo pulmonar em camundongos Balb/c.
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1.1. Neutrofilos e o seus mecanismos efetores na resposta inflamatoria

A resposta inflamatéria consiste em um mecanismo de defesa do organismo vital
contra estimulos por agentes infecciosos e nao infecciosos (ROCK; KONO, 2008).
Caracteriza-se clinicamente por cinco sinais fundamentais que incluem: rubor
(vermelhidao), calor (calor), dolor (dor) e tumor (inchago) conforme descrito por Celsus
(30 AC -38 D. C.) e functio laesa (perda de funcdo) conforme adicionado por Galeno
(129-210 D. C.) (MEDZHITOV, 2008). A duragdo da resposta inflamatoria pode variar
de uma fase aguda a uma fase cronica. A fase aguda da inflamagao ¢ de curta duragdo,
caracterizada por eventos de vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
exsudacao de liquidos e proteinas plasmaticas, bem como, a migragao de leucocitos para
o foco inflamatério (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2020). No entanto, a inflamagao
persistente, seja como resultado da exposi¢do prolongada ao agente incitante ou reacao
inadequada contra moléculas préprias, pode levar a fase cronica. A fase crdnica
caracteriza-se por ser de longa duracdo, associada a presenca de linfocitos, macrofagos,
prolifera¢do de novos vasos sanguineos e tecido conjuntivo (NATHAN, 2002). Portanto,
apesar de ser um mecanismo de defesa essencial e inicialmente benéfico para o
hospedeiro, a inflamacdo desregulada ou sustentada leva a condi¢des patologicas
incluindo a artrite, asma, aterosclerose, doencas autoimunes, etc.

Uma caracteristica marcante da resposta inflamatoria € o recrutamento de células
imunes para os locais de inflamagdo. Neste contexto, os neutrofilos ou leucocitos
polimorfonucleares (PMN) sdo células efetoras essenciais da resposta imune inata,
formando a primeira linha de defesa do organismo contra patégenos. Representam o tipo
de célula imunologica mais abundante na circulagao, estimando-se que diariamente cerca
de 5x10'-10''" novos neutréfilos sejam produzidos na medula dssea
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Desse modo, mecanismos, como a taxa de

proliferacdo/diferenciagdo de precursores de neutréfilos na medula dssea, a saida de
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neutr6filos maduros da medula dssea para a periferia e a eliminacdo de neutréfilos pelo
sistema fagocitico regulam a homeostase de neutrofilos no sangue periférico (BUGL et
al., 2012). Desse modo, infec¢des recorrentes podem estar relacionadas mecanismos de
falha nas fungdes que regulam o recrutamento de neutrdfilos, como na sindrome da
deficiéncia de adesdo de leucocitos. Em contraste, um aumento inadequado do numero
de neutrofilos recrutados pode levar a um estado de inflamacao exacerbada ocasionando
danos graves aos tecidos e 6rgdos (FURZE; RANKIN, 2008; MCDONALD; KUBES,
2011).

Os receptores de quimiocinas CXCR2 e CXCR4 sdo responsaveis por manter os
neutr6filos na medula 6ssea, por outro lado o G-CSF (do inglés Granulocyte colony-
stimulating fator) induz a saida destas células da medula 6ssea para a circulagdo por um
mecanismo de interferéncia na interagio CXCR4-CXCL12 (SANZ; KUBES, 2012). O
recrutamento de neutrofilos da circulagdo sanguinea para os locais de inflamagao
geralmente ocorre nas vénulas pds-capilares da microcirculagdo sistémica. A partir do
sangue periférico os neutrofilos podem ser rapidamente recrutados para os tecidos no caso
de invasdo por patdgenos ou dano tecidual. Estimulos pro-inflamatérios como PAMPs
(do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) ou DAMPs (do inglés Damage-
associated Molecular Patterns) ativam células residentes a liberarem mediadores pro-
inflamatorios como as citocinas interleucina (IL)-1p e fator de necrose tumoral (TNF);
quimiocinas CXCL1 e CCXL2, entre outros mediadores como o PAF, prostaglandinas,
bradicinina, serotonina e histamina para iniciarem o rapido recrutamento de neutr6filos
(ABDULKHALEQ ef al., 2018).

A diapedese dos neutrofilos € um processo constituido por diferentes etapas que
incluem a captura, rolamento, adesdo ao endotélio e a transmigragdo para fora dos vasos
sanguineos. Estes eventos dependem diretamente da ativacdo de moléculas de adesdo

presentes no endotélio da microcirculacdo, localizada proxima ao local da inflamagao.
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Células endoteliais ativadas expressam selectinas E e P, que se ligam a seus ligantes
presentes na superficie dos neutréfilos, como o PSGLI (do inglés
P-selectin glycoprotein ligand 1) permitindo, assim, a captura dos neutrofilos que
circulam no centro dos vasos sanguineos para a superficie do endotélio, ocasionando o
subsequente rolamento ao longo do vaso na dire¢ao do fluxo sanguineo (DEJANA, 2006).
Em seguida, os neutrofilos sdo ativados por quimiocinas, principalmente os ligantes do
receptor CXCR2, que se ligam ao endotélio por meio de glicoaminoglicanos e induzem
um estado de alta afinidade pelas integrinas 2. Desse modo, a interacdo entre os
neutrofilos e as células endoteliais depende da acdo das integrinas B2-LFA-1 (owpe-
integrina) ¢ MAC-1 (omPz-integrina) que medeiam a adesdo dos neutrdfilos ao
endotélio. Além disso, a firme adesdo dos neutrédfilos ao endotolélio ocorre por meio da
ligagdo das integrinas aos seus ligantes ICAM-1 e ICAM-2 (do inglés Intercellular
Adhesion Molecule 1 and 2) nas células endoteliais (VESTWEBER, 2015).

As quimiocinas CXCLS8 (também conhecido como IL-8) em humanos e seus
andlogos em camundongos: CXCL1 (KC em camundongos), CXCL2 e CXCL5 atuam
sinalizando através dos receptores de quimiocina CXCR2, por meio dos quais promovem
a ativacao e adesdo dos neutrofilos ao endotélio. Além desses eventos, a interacao das
quimiocinas que  possuem cargas positivas com moléculas de sulfatos
de heparan carregadas negativamente contribuem para a produ¢do de um gradiente
eletroquimico quimiotatico intravascular que favorece o direcionamento dos neutrdfilos
para o local da inflamac¢do (SAWANT et al., 2016). Os neutrofilos ativados e firmemente
aderidos ao endotélio iniciam o processo de diapedese, que consiste na
transmigracdo paracelular, que ocorre por meio das jungdes entre células endoteliais
ou transcelular, por meio das células endoteliais. Neste processo, as integrinas como a

PECAM-1 (do inglés adhesion molecules platelet/endothelial cell adhesion molecule 1)
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e ESAM (do inglés endothelial cell-selective adhesion molecule) desempenham papel
fundamental.

Ao atravessar a camada de células endoteliais, o proximo desafio dos neutrofilos
consiste em atravessar a membrana basal perivascular. Estes eventos parecem envolver
uma regulacdo positiva da integrina a6f1 de maneira dependente de PECAM-1 em
neutrofilos. Além disso, proteases de neutrofilos como a elastase neutrofilica e MMP9
(do inglés matrix metalloproteinase 9) atuam facilitando a interacao dos neutrofilos com
laminina na membrana basal e o subsequente recrutamento dos neutrofilos (SANZ;
KUBES, 2012). No local da inflamagdo, em resposta a estimulos pré-inflamatérios
produzidos por células residentes no tecido, os neutrofilos tornam-se completamente
ativados. A total ativagdo dos neutrofilos caracteriza-se pela liberagdo de proteinas
granulares, fagocitose dos patdgenos, produgdo e liberacdo de NETSs (do ingé€s Neutrophil
extracelular traps), eventos cruciais para destruicdo dos patdgenos invasores
(MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014).

Existem trés principais tipos de granulos citoplasmaticos que modulam a fung¢ao
dos neutrofilos: os granulos primarios ou azurdfilos, secundarios ou especificos e
terciarios ou de gelatinase. Os granulos primarios ou azuréfilos sdo os primeiros a serem
sintetizados no estagio promielocitico, onde existe uma alta atividade da enzima
peroxidase devido a abundancia de enzimas produtoras de oxidantes como a
mieloperoxidase (MPO). Além disso, eles armazenam os mediadores toxicos e
proteoliticos, incluindo a elastase, catepsina G, proteinase 3, azurocidina e defensinas.
Essas serino proteases neutrofilicas sdo capazes de degradar uma vasta gama de
componentes da matriz extracelular como a elastina, fibronectina e colageno tipo IV,
possuindo, portanto, um papel critico na defesa do hospedeiro (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003). Em contrapartida, os granulos secundarios sdo sintetizados no

estagio de mielocitos de maturagdo dos neutrofilos, nestes granulos estdo contidos:
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colagenase, gelatinase, lactoferrina, lisozima, lipocalina/NGAL e receptores de
membrana. Os granulos de gelatinase sdo formados no estigio de metamieldcito e
armazenam a gelatinase, catepsina, aciltransferase e colagenase. Assim, os granulos
secundarios e tercidrios compartilham alguns componentes, no entanto, ndo possuem
atividade peroxidase, pois ndo armazenam a enzima MPO (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003).

A atividade microbicida desencadeada pela ativagao dos neutrofilos depende da
degradagdo de vesiculas no fagolisossomo ou no espaco extracelular, liberagdo do
conteudo dos granulos como proteinas enzimaticas ou antimicrobianas. Inicialmente, a
ativacdo dos neutrofilos leva a fosforilagdo da p47phox ou NCF1 (do inglés neutrophil
cytosolic factor 1), que promove a migracao de componentes citosélicos (p40-phox, p47-
phox e p67-phox) para a membrana plasmatica, onde para associam-se ao citocromo b558
e tornam a enzima NADPH (do inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
ativa. Na face interna da membrana do neutréfilos um complexo da enzima NADPH
oxidase resulta na produ¢do de anions superdxido (O2"), que rapidamente se dismutam
para formar o perdxido de hidrogénio (H202). A enzima MPO contém o grupo heme nos
granulos azurdfilos primérios de neutréfilos, € liberada por meio da ativagao celular no
fagolisossomo ou no espago extracelular. A MPO atua catalisando a rea¢do de H>O2 com
ions cloreto (Cl-) para formar acido hipocloroso (HCIO), um oxidante altamente toxico
usado pelos neutrofilos para matar uma ampla gama de patogenos (Figura 1) (ARATANI,
2018).

A liberagdo de NETs consiste, em um outro importante mecanismo efetor dos
neutrofilos para capturar microrganismos invasores. Os NETs sdo estruturas de
filamentos da cromatina revestidos por histonas, proteases, proteinas granulares e
citosdlicas. Embora a maioria do DNA presente nos NETs sejam oriundos do ntcleo,

essas estruturas também contém DNA mitocondrial. A NETose ¢ o termo que define o
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mecanismo pelo qual os TNEs imobilizam, neutralizam e matam as bactérias, fungos,
virus e parasitas. Para que ocorra NETose, ocorrem alteragdes na estrutura do nucleo,
aumento da permeabilidade das membranas nucleares e granulares e inativacdo das
histonas nos neutréfilos. Essas alteragdes expandem e misturam a cromatina com o
conteudo dos granulos levando a liberagdo de NETs nos espagos extracelulares através
da membrana plasmatica permeavel (Figura 1) (KRUGER et al., 2015).

A fagocitose ¢ um mecanismo essencial da resposta imune inata para a eliminacao
eficaz de patdgenos, células mortas e restos de tecidos. Os neutrdfilos fagociticos atuam
por meio do reconhecimento dos patdgenos através da interacdo dos receptores de
superficie dos neutr6filos com os receptores opsdnicos presentes na superficie dos
patogenos. A internalizagdo do microrganismo/particula ocorre por meio da formagao de
saliéncias da membrana plasmatica da célula, moldadas pela acdo de filamentos de actina,
que circundam o material proximo. Além disso, os receptores Fcy que incluem FcyRIIA
(CD32) e FcyRIIIB (CD16) e os receptores do complemento, CR1 (CD35) e CR3 (ou
integrina CD11b/CD18 se ligam as particulas alvo formando um complexo envolvendo a
particula pela membrana plasmatica (RAWAT; SYEDA; SHRIVASTAVA, 2021).
Quando ativados, estes receptores iniciam a ativacdo de vias de sinalizagdo que
remodelam os lipidios presentes na membrana das células ocasionando a reorganizagao
do citoesqueleto de actina para estender a membrana celular ao redor da particula e
posteriormente internaliza-las no fagossomo. A fusdo desses fagossomos com os granulos
intracelulares dos neutrofilos leva a maturagdo do fagossomo, ocasionando o processo de
explosdo oxidativa por meio da geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) utilizando
o complexo NADPH oxidase para matar microrganismos internalizados (Figura 1) (LEE,
W. L.; HARRISON; GRINSTEIN, 2003).

Em doengas que afetam as vias aéreas, os neutréfilos sdo responsaveis pela

liberacdo de proteases, ROS e hipoxia grave (falta de oxigénio) que sdo caracteristicas de
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doengas como a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), asma e fibrose cistica (FC)(GROMMES; SOEHNLEIN,
2011). Neste cenario, os macrofagos alveolares residentes no pulmao fornecem a primeira
linha de defesa contra microrganismos ou particulas externas que chegam as vias aéreas
inferiores. Em resposta a PAMPs, DAMPs, citocinas, fatores de crescimento e outros
mediadores liberados neste microambiente, o0s macrofagos alveolares sdo
fenotipicamente e funcionalmente modificados para adotar diferentes perfis pro-
inflamatorios, anti-inflamatério, pré-resolugdo e/ou regeneracdo dos tecidos (CHEN;
ZIBOH; GIRI, 1997). Além de suas habilidades na fagocitose de micro-organismos, 0s
macrofagos alveolares desempenham um papel importante na liberagao de citocinas pro-
inflamatorias como as interleucinas, IL-8, IL-1P e fator de necrose tumoral TNF-a que
atuam estimulando a migragdo de leucdcitos para o pulmao (NIESLER et al., 2014).
Nesse contexto, a migragdo de neutrofilos para o tecido pulmonar difere dos demais
tecidos devido a constituicdo da arquitetura anatomica do pulmado. Na circulagao
sistémica, o rolamento dos neutréfilos ¢ mediado por L-selectina e P-selectina e seus
respectivos ligantes, ocorrendo nas vénulas pos-capilares. No entanto, no pulmdo o
diametro reduzido dos pequenos capilares (2 e 15 pm) pulmonares ndo permite o
rolamento de neutr6filos no leito microvascular ao redor do espaco entre os alvéolos.
Desse modo, os neutréfilos alteram-se morfologicamente para adaptarem-se a uma forma
alongada capaz de passar através dos capilares. Além disso, a velocidade do fluxo
sanguineo na rede capilar do pulmdo ¢ relativamente baixa. Em conjunto, estes fatores
sdo responsaveis pelo aumento do tempo de transito dos neutréfilos através do pulmao e
pelo chamado “pool marginado de neutrofilos” na microvasculatura pulmonar em
condi¢des fisiologicas (GIACALONE et al., 2020). A neutrofilia das vias aéreas ¢ uma
importante caracteristica fisiopatolégica comum de muitas doengas pulmonares

inflamatorias associada a progressdo da doenga, em alguns casos de modo
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independentemente da causa inicial. A a¢do de mediadores como as citocinas IL -8, IL-
1B, TNF-a e leucotrieno (LT)B4 regulam a migra¢do de neutrofilos para as vias aéreas.
Neutrofilos pulmonares ativados liberam elastase de neutréfilos e MPO que atuam
conjuntamente para a inflamagdo dos bronquios, fibrose peribronquiolar e enfisema.
Desse modo, sabe-se que a inflamacdo neutrofilica tem papel prejudicial em doencas
pulmonares, como asma grave, DPOC, FC, peneumonias, etc (LIU, J. et al., 2017). A
inflamacao mediada por neutrofilos ¢ fundamental para o desenvolvimento e progressao
da DPOC. Foi demonstrado que em pulmdes de pacientes com DPOC que o niimero de
neutrofilos sio aumentados em comparagio com fumantes assintomaticos (STANESCU
et al., 1996). Além disso, a quantidade de elastase de neutréfilos no intersticio pulmonar
contribui para a gravidade do enfisema humano (DAMIANO et al., 1986).

Os niveis de IL-8 e MMP-9 foram encontrados elevados em amostras de escarro
de pacientes com DPOC e correlacionados com a gravidade da doenga (BARNES et al.,
2015). Na asma, uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas, os eosinofilos
desempenham papel chave. No entanto, os neutréfilos também sdo responsaveis pela
producdo e liberagdo de citocinas e mediadores pro-inflamatérios que diretamente
contribuem para a patogénese da doenga (DOUWES et al., 2002). Sabe-se que a liberacao
de citocinas de neutrofilos como o TNF-a estimula a migragdo de eosinofilos, o TGF-
estimula a proliferagdo de fibroblastos nas vias aéreas. A citocina oncostatina M (OSM),
liberada pelos neutréfilos estimula a proliferagio de células musculares lisas e
fibroblastos na parede bronquica. Os neutrofilos produzem LTB4 e PAF mediadores
chaves para a patogénese da asma. Enzimas produzidas pelos neutréfilos, incluindo
MMP-9, a elastase neutrofilica e a mieloperoxidase sdo os principais mediadores no
remodelamento das vias aéreas asmaticas (MONTESEIRIN, 2009). A sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA) e lesao pulmonar aguda (LPA) podem ter origem

infecciosas e ndo infecciosas, sabe-se que o numero de neutrofilos no fluido
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brincoalveolar (BALF) de pacientes com SDRA/LPA encontra-se elevado, contribuindo
para o dano ao tecido pulmonar causado por enzimas proteoliticas derivadas de
neutr6filos como a elastase. Portanto, no microambiente de inflamag¢do pulmonar a
infiltragdo de neutrofilos desencadeia o estresse oxidativo, liberag¢do de proteases e NETS,

o queresulta em danos aos pulmdes (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011).
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Figura 1: Mecanismos efetores dos neutréfilos contra microrganismos invasores.

(A) Durante a fagocitose, os lisossomos compondo-se de proteinas antimicrobianas se
fundem com os vactolos contendo os microorganismos internalizados (fagossomos),
formando os fagolisossomas, onde ocorre a destruicdo dos organismos. (B) A ativagdo
dos neutrofilos em resposta a estimulos pro-inflamatorios desencadeia a liberagdo de
proteinas granulares. (C) Mecanismo de NETose, no qual ha a liberacao de NETs que sdao
estruturas de filamentos da cromatina revestidos por histonas, proteases, proteinas
granulares e citosolicas com a finalidade de imobilizacdo, neutralizagdo e eliminagdo dos

microrganismos. Adaptado de (GIERLIKOWSKA et al., 2021).
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1.2. Fator de Ativacao de Plaquetas (PAF)

Os primeiros relatos sobre o PAF na literatura ocorreram em 1966, quando o grupo
de pesquisa de BARBARO e ZVAIFLER descreveram uma substincia que promovia a
liberagdo de histamina induzida por antigeno de plaquetas de coelho (BARBARO;
ZVAIFLER; BARON, 1966). Anos depois, JACQUES BENVENISTE e colaboradores
relataram os efeitos de um novo fator que induzia a agregacdo, secrecdo de plaquetas e
liberagdo de histamina dependente de leucocitos a partir de plaquetas de coelho
(BENVENISTE; HENSON; COCHRANE, 1972). Devido aos efeitos do PAF na
agregacdo ¢ ativacao de plaquetas o termo fator de ativacdo de plaquetas (PAF) foi
nomeado para referir-se a esta substancia (CHIGNARD et al., 1979). A estrutura quimica
do PAF (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) foi publicada por DEMOPOULOS
e colaboradores (1979), nomeada de AcGEPC (acetil-gliceril-éter-fosfocolina) com
efeitos bioldgicos indistinguiveis dos efeitos do PAF gerado naturalmente a partir das
plaquetas de coelho, posteriormente confirmada oficialmente através de estudos com
espectrometria de massa (CUSACK, 1980; DEMOPOULOS; PINCKARD; HANAHAN,
1979; HANAHAN et al., 1980). O receptor do PAF (PAFR), ¢ um GPCR inicialmente
isolado a partir de um clone de cDNA que codifica o receptor de PAF de uma biblioteca
de cDNA de pulmao de cobaia através do método de clonagem de expressao em oocitos
de Xenopus Leavis (HONDA et al., 1991). Posteriormente, o cDNA para o PAFR foi
clonado a partir de uma biblioteca de ¢cDNA de leucocitos humanos, usando um
fragmento do cDNA do PAFR anteriormente identificado em pulmdo de cobaia

(NAKAMURA et al., 1991).
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Figura 2: Estrutura quimica do PAF (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina).

Adaptado de (LIU, Y. et al., 2017).

O PAF ¢ um mediador produzido imediatamente ap6s estimulos celulares como
inflamacdo mediada por agentes infecciosos ou ndo infecciosos, portanto, ndo existe de
forma pré-formada no interior das células. No entanto, quando sintetizado permanece
associado as células para ser posteriormente secretado por meio de vesiculas de
transporte. As fungdes fisiologicas desempenhadas pelo PAF sdo mantidas por meio da
sua sintese enzimatica que ocorre em diversos tecidos do corpo pela via denominada de
sintese de novo (PRESCOTT et al., 2003). Desse modo, a sintese de novo do PAF ¢
iniciada quando o residuo acetil ¢ transferido para um fosfolipideo o alquil-liso-
glicerofosfato pela agdo da enzima acetiltransferase, formando o alquil-acetil-
glicerofosfato. Posteriormente o alquil-liso-glicerofosfato ¢ hidrolisado em alquil-acetil-
glicerol pela acdo da fosfohidrolase. Por fim, a fosfocolina ¢ adicionada pela colina
fosfotransferase (CPT) formando entdo o PAF (alquil-acetil-glicerofosfocolina)
(SNYDER; FITZGERALD; BLANK, 1996).

Em contrapartida, durante a inflamagdo, o PAF ¢ sintetizado pela via de
remodelamento. Nesta via, a ativacdo de células inflamatorias induz a mobilizagao de

calcio intracelular que ativa a enzima fosfolipase A2 (cPLA>) dependente de calcio. Para
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a formacao do PAF, inicialmente um acido graxo ¢ removido da posic¢ao sn-2 da estrutura
de trés carbonos da molécula do fosfolipideo fosfatidilcolina por meio da a¢ao da enzima
fosfolipase A», resultando na producdo de liso-fosfatidilcolina. Em seguida, um grupo
acetil ¢ anexado a molécula pela enzima lisofosfatidilcolina acetiltransferase (LPCAT)
formando o PAF. Portanto, os niveis do PAF sdo mantidos em circunstancias fisioldgicas
pela via de sintese de novo, no entanto, estimulos inflamatérios estimulam a liberagao de
PAF pela via de remodelamento em uma variedade de células como: neutréfilos,
macrofagos, células endoteliais, plaquetas, eosinéfilos, mastdcitos e queratindcitos
(HARAYAMA et al., 2008). Além disso, a geracdo de fosfolipidios oxidados ¢
estruturalmente relacionada ao PAF e possuem atividades bioldgicas semelhantes ao
PAF, dentre eles: o /-0-alquil-2-N-metilcarbamilsn-glicero-3-fosfocolina (C-PAF), um
analogo bioativo ndo metabolizavel do PAF, capaz de estimular neutr6filos humanos a
sintetizar PAF end6geno (TESSNER; O’FLAHERTY; WYKLE, 1989).

Uma vez produzido, o PAF pode atuar de maneira autocrina e/ou paracrina
ligando-se ao seu proprio receptor o PAFR, localizado tanto na membrana plasmatica
quanto na membrana nuclear da célula (YOST; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2010). O
gene do PAFR estd localizado no cromossomo 1 na regido p35-p34 com duas regides
promotoras que regulam a expressdo de dois subtipos de mRNA (mRNA 1 e 2), no
entanto, uma unica proteina PAFR ¢ produzida. Fatores de transcricdo como o NF-kB,
SP-1 e a citocina TGF-£2 regulam de modo positivo a expressdo celular do PAFR. Os
efeitos fisiologicos do PAF ocorrem mediante sua ligagdo ao PAFR pode resultar na
ativacdo das proteinas Guq ou G (Figura 3) (BROWN et al., 2006; KO et al., 2002). A
ativacdo da proteina Guq induz hidrolise mediada por PLCP (fosfolipase Cp) de PIP>
(fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) para produzir IP; (inositol 1,2.4 trisfosfato) e DAG
(diacilglicerol), levando a liberagio de Ca®" das reservas citoplasmaticas, ativagdo de

PKC e a transmigracao nuclear e ativacao do NF-kB e AP-1. Em contrapartida, a ativacao
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da proteina Gy inibe a conversao de ATP em cAMP pela adenilato ciclase (AC), evitando
assim a ativagdo de PKA e eventos de sinalizacdo relacionados subsequentemente

(KRAVCHENKO et al., 1995).
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Figura 3: Via de sinalizacdo do PAFR. O PAFR pode estar acoplado as proteinas Gai
e Gag. A proteina Gaq induz a PLCp) a hidrolisar PIP2 em IP3 e DAG. O IP3 aumenta a
concentragio intracelular de Ca** enquanto o DAG ativa a PKC. A ativa¢io da proteina
G bloqueia a conversdo de ATP em cAMP pela enzima AC, inibindo a ativagdo da
proteina PKA. No ntcleo, a ativagdo das proteinas PAFR atua como um potente indutor

da ativagao do fator de transcricdo NF-kB. Modificado de (DALMASO et al., 2021).
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Os efeitos pro-inflamatorios do PAF no pulmao incluem a ativagdo macrofagos,
mastocitos e células endoteliais, indu¢do da permeabilidade vascular, vasoconstri¢do,
ativacdo de plaquetas, migracdo de neutréfilos, monoécitos e eosindfilos (UHLIG;
GOGGEL; ENGEL, 2005). Sabe-se que a inalagio de PAF causa broncoconstri¢ao, hiper-
reatividade das vias aéreas, diminui¢do da pressdo arterial sistémica e leucopenia. O PAF
estimula a liberacao de enzimas lisossomais, anions superoxidos e LTB4 em neutréfilos.
Em macréfagos alveolares o PAF aumenta a produgdo TNF-a, IL-6, anion superdxido e
peroxidase de eosinofilos (CASTOR et al., 2012). O PAFR expresso no epitélio das vias
acreas regulada positivamente a DPOC (SHUKLA et al., 2014). Na asma, uma doenga
caracterizada por inflamacdo pulmonar e das vias aéreas, o PAF contribui para a
broncoconstri¢do, hiperresponsividade bronquica e comprometimento das trocas gasosas.
Apesar desses efeitos, estudos com antagonistas do PAFR nao comprovaram beneficios
clinicos. Sabe-se que outros mediadores inflamatdrios como a proteases, histamina e
leucotrienos estao fortemente envolvidos na inflamacdo das vias aéreas e pulmao
(KASPERSKA-ZAJAC, A.; BRZOZA; ROGALA, 2008a; KASPERSKA-ZAJAC,
ALICJA; BRZOZA; ROGALA, 2008b). Portanto, ¢ possivel que estudos que avaliem um

possivel crostalk entre estes mediadores apresentem beneficios clinicos promissores.
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1.3. Receptor Ativado por Proteases (PAR)2

Proteases sdo enzimas com atividade proteolitica que atuam catalisando a quebra
de proteinas por meio da hidrdlise de ligagdes peptidicas. Além disso, possuem diversas
funcdes regulatorias como: progressdo do ciclo celular, proliferacdo celular, morte
celular, replicagdo do DNA, remodelacdo de tecidos, hemostasia, cicatrizagao de feridas
e resposta imune (HEUTINCK et al., 2010). A sinalizagdo mediada por proteases ocorre
por meio da ativagdo de receptores ativados por proteases (PARs) e/ou mecanismos
independentes de receptores. Os PARs constituem uma familia de receptores acoplados a
proteina G, composta por quatro subtipos de receptores, nomeados de PAR1 a PAR4 de
acordo com a sua ordem de descoberta (HEUBERGER; SCHUEPBACH, 2019). O PAR2
compreende um dos subtipos dos PARs, o qual pode ser clivado e irreversivelmente
ativado por uma variedade de proteases enddgenas, incluindo a tripsina, triptase de
mastocitos, elastase de neutrofilos, proteinase-3, matriptase, acrosina,
fatores de coagulacao (Xa/VIla), catepsina G e S e peptidases relacionadas as calicreinas
(DERY etal., 1998; STEFANSSON et al., 2008; SUN et al., 2001). No entanto, o PAR2
também pode ser ativado por proteases exdgenas oriundas de bactérias, plantas, fungos e
insetos. Além destes, o PAR2 pode ser ativado farmacologicamente por agonistas
peptidicos sintéticos (SLIGKV-NH,/SLIGRL-NH>) correspondentes
aos aminoacidos que compdem a regides N-terminal do PAR2 exposta apds clivagem por
proteases, os quais podem interagir diretamente coma segunda alca extracelular do
receptor e ativa-lo (KENNEDY et al., 2020).

A ativagdo enddgena do PAR2 ocorre por meio da clivagem por proteases do
dominio N-terminal extracelular do receptor que expde uma nova sequéncia N-terminal,
que posteriormente atua como ligante ancorado (“tethered ligand”) interagindo com
regides conservadas localizada na segunda alca extracelular do proprio receptor, que por

sua vez, promove mudangas conformacionais que alteram sua afinidade pelas proteinas
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G intracelulares (COTTRELL et al., 2003). Assim sendo, o0 PAR2 pode ativar diferentes
vias de sinalizagdo integradas as proteinas G, tais como Ggg, Gui 0u Ggi2/13; bem como,
através das vias de sinalizacdo relacionas as proteinas B-arrestinas (BOHM et al., 1996;
DERY et al., 1999).

A ativagdo da proteina Gug11 pelo PAR2 ativa a enzima PLC ligada a membrana,
que por sua vez, hidrolisa o fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2) em IP3 ¢ DAG. Ao
ativar seu receptor IP3R localizado no reticulo endoplasmatico, o IP3 promove a
mobilizagdo dos estoques de calcio intracelular. Por outro lado, o DAG permanece na
membrana, ativando a proteina PKC que fosforila residuos de IKKa e IKKf levando a
ativacdo e translocagdo nuclear de NF-kB, um eixo importante da sinalizagdo mediada
por PAR2 para aumentar a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e da molécula de
adesdo de leucécitos ICAM-1(ROTHMEIER; RUF, 2012; SCHULTHEISS;
NEUMCKE; RICHTER, 2014; SRIWAI et al., 2013).

Por outro lado, a ativagdo da proteina Gq12/13 esta relacionada com a ativagao de
quinases ligadas ao fator de troca de nucleotideo guanina (Rho-quinase), envolvido na
fosforilagdao da cadeia leve da miosina e formagao de filamentos de actina-miosina do
citoesqueleto (SRIWAI et al., 2013). A ativagdo da proteina Gu por PAR2, regula
negativamente a atividade da enzima da adenilato ciclase reduzindo consequentemente a

producdo do mensageiro intracelular cAAMP (ZHAO; METCALF; BUNNETT, 2014).
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Figura 4: Mecanismo de ativacdo do PARZ2. (A) a clivagem proteolitica por proteases
revela o ligante ancorado que estimula a ativagdo e sinalizacdo do PAR2. (B) peptideos
agonistas sintéticos ligam-se ao local de ativagdo do PAR2 para ativa-lo, por conseguinte
o receptor torna-se indisponivel para ativagdo por proteinases (RAMACHANDRAN et

al., 2012).
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A ativagdo irreversivel do PAR2 difere dos mecanismos cléssicos de ativacao dos
demais GPCRs, visto que a regido C-terminal citoplasmatica do PAR2 ¢ fosforilada por
quinases do receptor da proteina G (GRKs), PKC ou PKA (DEFEA et al., 2000; DERY
et al., 1998). A fosforilagdo do PAR2 induz o recrutamento de B-arrestinas, proteinas
citosolicas intracelulares que interagem e regulam a atividade da sinalizagdo de GPCRs
ativados, por meio do desacoplamento entre o0 GPCR e a proteina G (RICKS; TREJO,
2009). Por fim, o complexo PAR2-B-arrestina 1/2 ligam-se a componentes das redes de
endocitose como a Rab$, clatrina e dinamina levando a sua translocagdo por meio da
ubiquitinagdo do terminal carboxila do PAR2, para posterior degradacdo ou reciclagem
nas vesiculas lisossomais (KUMAR et al., 2007).

No entanto, as B-arrestinas podem recrutar quinases 1 ¢ 2 reguladas por sinal
extracelular (ERK1/2) para PAR2 localizados nos endossomos, permitindo que o receptor
mesmo endocitado continue a sinalizar. Sendo, portanto, a ubiquitinagdo do PAR2 nos
lisossomos um mecanismo importante (DEFEA et al., 2000). Nesse sentido, a
translocag¢do e fosforilagdo da proteina ligase de ubiquitina (c-Cbl) do citosol para
interagir com PAR2 na membrana plasmatica e nos endossomos, importante para
promover a ubiquitinagdo do PAR2, um evento necessario para a translocagao do receptor
dos endossomos iniciais para os endossomos tardios e lisossomos, onde sua degradagao
termina definitivamente a sinaliza¢gdo, mecanismos essenciais para cessar as acdes pro-
inflamatorias e nociceptivas desencadeadas por proteases/PAR2 (JACOB et al., 2005).

Proteases de microorganismos invasores em conjunto com proteases de
neutrofilos como elastase, proteinase, catepsina G, metaloproteases de matriz e proteases
de mastocitos desempenham papel chave em diferentes tipos de doengas pulmonares
incluindo DPOC, asma, ARDS, influenza e cancer (CHAKRABORTI et al., 2017). Ao
clivar e ativar os PARs, as vias de sinaliza¢do do célcio intracelular, MAP quinases e NF-

kB sdo aumentadas. Nas vias aéreas os efeitos do aumento do calcio intracelular incluem
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a secrecdo e degranulacdo de mastdcitos e neutrofilos e a contragdo do musculo liso. A
ativacdo do NF-«kB aumenta a transcricdo dos genes das integrinas, quimiocinas e
citocinas, bem como a enzima ciclo-oxigenase (COX)2, levando ao aumento na produ¢ao
de mediadores lipidicos essenciais para eventos inflamatdrios como edema, infiltragdo de
leucdcitos, angiogénese, fibrose, aumento da produgdo de IgE e hiperresponsividade das
vias aéreas (REED; KITA, 2004).

O PAR2 ¢ expresso em células inflamatorias como macréfagos, mastocitos,
neutrofilos, eosinofilos, células endoteliais e epiteliais (KANDEL et al., 2016). Diversos
estudos tém mostrado a participacdo do PAR2 na inflamacdo, principalmente no
recrutamento e na ativacdo de leucécitos (DE FILIPPO et al., 2013). Nesse sentido, foi
demonstrado que a administracao do peptideo ativador do PAR2 induz o recrutamento de
neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos. Adicionalmente, a estimulagdo in
vitro de células mesoteliais com o peptideo ativador do PAR2, tripsina ou triptase
aumenta a liberacdo da quimiocina MIP2 (LEE, Y. C. C. G. et al., 2005). A ativagdo do
PAR?2 por peptideo sintético ou triptase induzem o recrutamento de eosinofilos para a
cavidade pleural de camundongos. Além disso, a migracdo de eosinofilos para a cavidade
pleural de camundongos BALB/c induzida por eotaxina-1/CCL11 ¢ dependente da
ativacdo do PAR2 (MATOS et al., 2013, 2014).

Nas vias aéreas e pulmdes, PAR2 ¢ expresso em células residentes epiteliais,
pneumdcitos tipo II, endotélio, musculo liso, fibroblastos, macrofagos, mastdcitos,
neutrofilos e eosindfilos (BOLTON et al., 2003). Células epiteliais alveolares estimuladas
com tripsina ou agonista peptidico do PAR2 aumenta a adesao de neutréfilos de maneira
dependente da dose e do tempo (YAGI et al., 2006). A expressdao do PAR2 ¢ aumentada
no epitélio bronquico e musculo liso das vias aéreas de pacientes com asma em
comparac¢do aos individuos saudaveis (AUBIER et al., 2016; KNIGHT et al., 2001). Em

camundongos knockout para PAR2 estimulados com &4caro de poeira doméstica o
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recrutamento de leucdcitos para os pulmdes foi reduzido em comparagdo aos
camundongos selvagens (LUTFI e al., 2012). Por fim, em cultura de fibroblastos das vias
aéreas, o estimulo do PAR2 aumenta os niveis de IL-8, G-CSF e VCAM-1
(RAMACHANDRAN et al., 2012).

Evidencias para um papel do PAR2 mediando uma resposta inflamatdria induzida
por mediadores inflamatorios lipidicos como o PAF, foram inicalmente propostos por
VERGNOLLE (1999) ao demonstrar que a ativagdo do PAR2 aumenta a adesdo e
recrutamento de leucdcitos para a cavidade peritoneal de camundongos de modo
independente da ativacdo dos mastocitos, no entanto, mediados pela liberacdo do PAF
(VERGNOLLE, N, 1999). Além disso, MELNIKOVA ¢ colaboradores (2009)
demonstraram um crosstalk entre PAR1, o primeiro subtipo identificado dos PARs ¢ o
PAFR, dois receptores pré-inflamatorios acoplados a proteina G, regulando a expressao
da molécula de adesdo celular do melanoma (MCAM/MUCI8) e a metastase do
melanoma (MELNIKOVA et al., 2009; MELNIKOVA; VILLARES; BAR-ELI, 2008).
Portanto, a realizagdo de estudos visando a compreensdo do papel destes receptores na
fisiopatologia de doencas inflamatorias das vias aéreas € pertinente. Deste modo, o estudo
do papel do PAR2 na produgdo de mediadores inflamatdrios e no recrutamento de
leucécitos para o foco inflamatério em resposta ao PAF, poderd contribuir para um

melhor entendimento da fisiopatologia de doencas inflamatdrias pulmonares.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Estudar o papel da ativagdo do PAR2 no recrutamento de neutréfilos e no

desenvolvimento da inflamagdo pulmonar induzida pelo analogo sintético do PAF,

carbamil-PAF (C-PAF).

2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar a importancia da ativacdo do PAR2 na migragdo de neutroéfilos para o

pulmao de camundongos desafiados por meio da instilagdo intranasal com C-PAF;

o Investigar a importancia do PAR2 no rolamento, velocidade de rolamento e
adesdo dos leucdcitos a microcirculagdo mesentérica de camundongos induzida pelo C-

PAF;

o Investigar a importancia do PAF na migragdo de neutroéfilos para o pulmao de
camundongos desafiados por meio da instilacdo intranasal com o peptideo sintético

ativador de PAR2 (SLIGRL-NH>);

o Avaliar a importancia da ativacdo do PAR2 nas alteracdes histopatoldgicas no

pulmao de camundongos desafiados por meio da instilacdo intranasal com C-PAF;

o Analisar a importancia da ativacao do PAR2 para a produ¢do de quimiocinas pro-
inflamatorias no pulmao de camundongos desafiados por instilagdo intranasal com C-

PAF;

o Avaliar a importancia da ativacdo do PAR2 na produg¢do das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glucosaminidase (NAG) no pulmao de camundongos

desafiados por instilacdo intranasal com C-PAF;

o Investigar o papel da ativagdo do PAR2 para a sinalizagio intracelular de Ca*"

induzida por C-PAF em células RAW 264.7;
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o Investigar a possivel interagdo fisica entre 0 PAR-2 e o PAFR ap6s estimulo com
seus respectivos agonistas (SLIGRL-NH; e C-PAF, respectivamente) em células RAW
264.7;

o Averiguar o papel da ativagdo do PAR2 para a expressao do fator de transcri¢ao

NF-kB (p65) induzida por C-PAF em células RAW 264.7;

o Investigar o efeito do estimulo com C-PAF para a expressao do PAR2 em células
RAW 264.7;
o Investigar o efeito do estimulo com C-PAF para a expressao do RNAm do PAR2

em células RAW 264.7.



METODOLOGIA
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos com idade entre 8 a 10 semanas,
pesando entre 20 a 30g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG (CEBIO), mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas com livre
acesso aracao e agua. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG, certificado n® 348/2014, em

(anexo 1).

3.2. Cultivo celular

Células de linhagem de macrdéfagos de murinos RAW 264.7 (American Type
Culture Collection, Rockville, ATCC, USA) foram cultivadas em 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 imida com 5% de CO».

3.3. Analise do numero de leucdcitos recuperados no lavado broncoalveolar (BAL)
Para coleta do BAL os camundongos foram anestesiados com solucdo contendo
cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). O acesso aos pulmdes foi realizado com
auxilio de um cateter (18 G) associado a uma seringa de 1 mL contendo PBS.
Posteriormente, o BAL (2 mL) foi centrifugado a velocidade de 100 G a 4°C (Thermo
Fisher Scientific Centrifuge Series, EUA) por 5 minutos. O sobrenadante foi armazenado
a -80°C para andlise da concentracdo de citocinas. O pellet celular foi ressuspendido em
100 pL. de PBS para contagem total e diferencial de leucdcitos. A contagem total de
leucdcitos foi realizada em microscopio Optico com o auxilio de uma cdmara de Neubauer

em uma dilui¢do de 1: 10 (20 pL da amostra + 180 puL de solucdo de Turk). Para a andlise
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diferencial dos leucécitos foram preparadas laminas em citospin (FANEM, Brasil)
coradas com May Grunwald (Dinamica Contemporanea Ltda., Brasil) e Giemsa (QEEL-
Quimica Especializada Erich Ltda., Brasil). A analise diferencial dos leucdcitos foi
realizada em microscopio Optico. Para isso, foi realizada uma contagem total de 100
leucdcitos, para posterior andlise diferencial de neutrdfilos. Os resultados foram

apresentados na forma de neutréfilos x 10%/mL.

3.4. Avaliacao do papel do PAR2 no recrutamento de leucocitos mediado pelo C-
PAF

Para avaliar o papel do PAR2 na migragao de leucdcitos induzida pelo C-PAF, o
BAL de camundongos foi coletado 24 horas apds o estimulo via intranasal (i. n.) com C-
PAF (107, 10 oul0® M) ou com o peptideo sintético ativador de PAR2 (SLIGRL-
NHo: 3, 10 e 30 ng/20 pL). Posteriormente, a migragdo de neutréfilos induzida pelo C-
PAF (107 M) foi analisada em fun¢do dos tempos de 4, 24 ou 48 horas. Em alguns
experimentos, os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal (i. p) com WEB2086
(0,05, 0,5 ou 5 mg/kg), ENMD1068 (0,05, 0,5 ou 1 mg/kg) ou aprotinina (10, 30 ou 100
ng/20 pL, i.n.) 1h antes do estimulo com C-PAF (10" M, i. n.). O BAL foi coletado 24
horas depois (Figura S5). Para controle dos experimentos, alguns grupos de animais

receberam apenas PBS.
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Figura 5: Ilustracio do delineamento experimental para a avaliacio do

recrutamento de leucdcitos no BAL.

3.5. Microscopia intravital confocal (IVM) para analise do rolamento e adesdo de
leucocitos

A microscopia intravital confocal para analise rolamento de leucocitos, velocidade
de rolamento e adesdo dos leucocitos a microcirculagdo mesentérica foi examinada
conforme descrito anteriormente (HERR et al, 2015). Para isto, os camundongos
foram pré-tratados com ENMD1068 (0,5 mg/kg, 1. p.) 1 hora antes do desafio com C-
PAF (107 M, i. n.). Apdés 4 h, os camundongos foram submetidos a anestesia
com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg, i. p.), em seguida, o tecido mesentérico
foi exteriorizado por laparotomia mediana. Durante o experimento, os camundongos
foram mantidos em uma posi¢ao estavel em um aparato de acrilico compativel com o

microscopio Nikon Eclipse Ti com confocal modelo AIR. Para exame microscopico

confocal in situ, os camundongos foram tratados por via intravenosa (i. v.) com anti-
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Ly6G/Gr-1 conjugado com o fluoroforo PE (0,2 mg/mL; eBioscéncia). A intensidade de
fluorescéncia foi monitorada por 10 min com objetiva de 20x calibrada para cada vénula.
Os vasos selecionados para o estudo foram vénulas pos-capilares, o nimero total de
leucdcitos rolantes foi quantificado para cada vénula usando o programa Volocity
(PerkinElmer), de modo que uma linha vertical (100 pum) foi desenhada através de cada
vénula e todos os leucocitos que cruzaram esta linha em 3 min foram contados. A
velocidade de rolamento dos leucocitos foi calculada medindo-se o tempo necessario para
que um unico leucécito percorresse uma distancia de 100 um. As células aderentes foram

definidas como leucdcitos que ndo se moveram por pelo menos 30 s.

3.6. Analise dos niveis das citocinas presentes no BAL

Para anélise dos niveis das citocinas CXCL1 e CXCL2, os animais foram pré-
tratados com ENMD1068 (0.5 mg/kg) uma hora antes da administrac¢ao intranasal de C-
PAF (107 M, i. n.), e o BAL foi coletado 1, 4 e 12 horas ap6s. As concentragdes das
citocinas foram analisadas a partir do sobrenadante do BAL por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) seguindo instrucdes do fabricante (DuoSet ELISA R & D Systems, EUA). Cada
placa de microtitulagdo foi incubada por 2h a temperatura ambiente com as amostras teste,
padrdo e branco em duplicata. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com tampao
de lavagem (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na;HPO4, 1.5 mM KH>POq,
0.05% de Tween 20, pH 7.2). Ap6s lavagem das placas, adicionou-se 100 pnL do anticorpo
de detecgao por 2h a temperatura ambiente. A etapa de lavagem foi repetida, 100 pL da
estreptavidina (HRP) foi adicionada aos pogos € mantida por 20 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas mais uma vez, logo apds, adicionou-se 100 pL do
substrato a todos os pocos. Apos 20 minutos, a reagdo enzimatica foi interrompida pela
adigdo de 50 uLL. H2SO4 (1M) aos pocos. A absorbancia foi realizada imediatamente a 450

nm. Os resultados foram expressos em picogramas de cada citocina por mililitro (pg/mL).
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3.7. Analise histopatolégica dos pulmoes

Para avaliacdo histologica, amostras de tecido pulmonar foram mantidas em
solugdo de formol 10%, em seguida, o material foi embebido em parafina e seccionado
em secgoes de trés pum de espessura. Apos 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 inflamagdo pulmonar foi analisada através do somatdrio de
pontos seguindo-se escores (em anexo 2) baseada no trabalho de HORVAT e
colaboradores (2007) que avaliaram a inflamacdo das vias aéreas, vascular e

parenquimatosa (HORVAT et al., 2007).

3.8. Analise dos niveis de mieloperoxidase (MPQO) e N-acetil-glucosaminidase (NAG)

Para avaliar a ativacdo dos leucécitos na inflamagdo pulmonar induzida por C-
PAF, os niveis das enzimas MPO e NAG foram mensurados. A presenga de MPO e NAG
no local da inflamagdo representa uma medida indireta do actimulo/ativa¢do de
neutrofilos e macrofagos, respectivamente (BRADLEY et al., 1982). Para determinar os
niveis de MPO, foram adicionados 25uL do sobrenadante das amostras provenientes do
processamento do tecido pulmonar a uma microplaca de 96 pogos. Em seguida,
adicionou-se uma mistura de 25 pL de 3,3°-5,5"-tetrametilbenzidina (TMB; Sigma
Chemical Co) dissolvido em dimetilsulfoxido (Merck, Rahway, NJ) em uma
concentragdo final de 1,6 mM a temperatura de 37 °C por 5 min. Posteriormente,
adicionou-se 100 pL H>O» dissolvido em tampao fosfato (0,05 M Na3POs, 0,5% HETAB,

pH 5,4) em uma concentracdo final de 0,002% v/v por 5 min a 37 °C. Por fim, a reagdo
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foi interrompida com a adi¢do de 100 pL. de HoSO4 4M e quantificada a 450 nm em
espectrofotometro (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, California, EUA).

Para mensurar os niveis de NAG, foram adicionados 100 pL. do sobrenadante das
amostras a uma microplaca de 96 pocos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma Chemical Co.), dissolvido em tampao
citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, Na,HPO4 0,1 M, pH 4,5) em uma concentragdo final
de 2,24 mM. Posteriormente, a placa foi incubada por 10 min a 37 °C. A reagdo foi
interrompida com adigdo de 100 pL de tampao glicina 0,2 M (pH 10,6) e quantificada a
400 nm em um espectrofotometro. Os resultados foram expressos como densidade optica

(OD).

3.9. Ensaios de coimunoprecipitacio e western Blott

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (1 x 10° por poco) 24 horas antes do
estimulo com PBS, C-PAF (100 nM), SLIGRL-NH> (50 pM) ou estimulo
concomitantemente com C-PAF (100 nM) + SLIGRL-NH> (50 uM) por 20 minutos. Apos
lavagem para remogao de células ndo aderentes, as células aderentes foram lisadas por 30
minutos em tampao RIPA (em mM: 150 NacCl, 50 Tris-HCI, 5 EDTA.2 Na 1 MgCl2, pH
8.0; 1% Triton X-100, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sodio, dodecilsulfato de sodio a
0,1% enriquecido com coquetel inibidor de proteases; Sigma FAST, Sigma, EUA). Para
a extracdo de proteinas, os lisados celulares foram centrifugados por 10 min a 14.000 rpm
a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a concentragao de proteinas foi medida pelo ensaio
de Bradford.

Para a obtencdo dos imunoprecipitados utilizou-se beads magnéticas
(PureProteome™ Protein A/G Mix Magnetic Beads, Millipore, EUA). Inicialmente, 50
pL das esferas magnéticas foram incubadas com anticorpo anti-PAFR (ab104162,

Abcam, Reino Unido) por 3 horas a 4°C. Apos lavagem (PBS 1X contendo 0,1 % de
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tween20®, pH 7.4), o complexo beads - anticorpo foi incubado com os lisados protéicos
(100 pg de proteina por amostra) overnight a 4'C com agitagio constante. Como controle
de IgG, extratos de proteinas (100 pug) também foram imunoprecipitados com IgG de
coelho normal (Santa Cruz Biotechnology, EUA). As proteinas precipitadas foram
eluidas das beads em tampao de elui¢do (0,2 M de glicina-HCL, pH 2,5) e neutralizadas
em tampao de neutralizacdo (I M tris-HCL, pH 8,5), e entdo transferidas para uma a
membrana de fluoreto de polivinilideno de 0,45 pm (PVDF; Immobilon P; Millipore,
EUA). Em seguida, as membranas foram bloqueadas a temperatura ambiente com BSA a
5% em PBS enriquecido com Tween® 20 a 0,1% antes da incuba¢do com o anticorpo
primario anti-PAR2 (ab124227, Abcam, Reino Unido) e anti-PAFR (ab104162, Abcam,
Reino Unido) a 4°C overnight. Anticorpos secundarios conjugados com peroxidase
(Sigma, EUA) foram adicionados por duas horas. A imunodeteccdo foi realizada
utilizando-se quimiluminescéncia aprimorada (Luminata strong™ . substrato Western
HRP, Merck-Millipore, EUA), as imagens foram adquiridas com o sistema ChemiDoc

XRS (BioRad, EUA) e a quantificacdo foi realizada no software Image J.
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3.10. Avaliacio da sinaliza¢io de Ca®" intracelular

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (1,5 x 10°) em laminulas de vidro (22 x 22
mm) por 24 horas. Posteriormente, as células foram incubadas por 30 minutos com
ENMD-1068 (5 uM) ou PBS. Antes da captura das imagens no microscopio confocal
(Nikon C2, EUA) as células foram marcadas com uma sonda para Ca>" intracelular (6
uM) Fluo-4/AM (Invitrogen, EUA) por 15 minutos a 37°C. No momento da captura das
imagens, as c¢lulas foram perfundidas com tampao HEPES, em seguida, estimuladas com
PBS ou C-PAF (100 nM). A sinalizacio de Ca?" foi monitorada nestas células por
excitagdo a 488 nm enquanto se coletava a luz emitida acima de 505 nm. A amplitude
normalizada do sinal de Ca** induzido por C-PAF foi extraida com o software Image J e
representada graficamente como descrito anteriormente (LEITE et al., 2003). Alteragdes
na fluorescéncia foram normalizadas pelos niveis basais e usadas para analisar a
amplitude dos sinais de Ca** e o niimero de células responsivas (n=3 prepara¢des com 30

células por grupo).

3.11. Ensaios de imunofluorescéncia para determinacio da expressio do PAR2 e do
fator de transcricdo NF-kB (p65)

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (1,5 x 10°) em laminulas de vidro (22 x 22
mm) 24 horas antes do estimulo. As células foram pré-tratadas com ENMD-1068 (5 uM)
ou PBS por 1 hora e estimuladas com C-PAF (100 nM) durante 4 horas. As laminas foram
fixadas com paraformaldeido a 4% durante 20 minutos em temperatura ambiente. Logo
apos, foram permeabilizadas com Triton a 0,5% e, incubadas com tampao de bloqueio
(5% de soro de cabra em 1% de BSA/PBS) por 1 hora. Em seguida, realizou-se a
marcacdo com anticorpos primarios especificos anti-PAR2 (ab124227, Abcam, Reino
Unido) ou anti-NF-kB (p65) (sc-8008, Santa Cruz Biotechnology, EUA) overnight a 4°C.

Em seguida, as amostras foram subsequentemente incubadas com anticorpos secundarios
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especificos para as espécies conjugadas (anti-rabbit IgG, 568 nm e anti-mouse, 488 nm,
Invitrogen, EUA). Os ntcleos foram marcados com DAPI (Invitrogen, EUA) durante 45
minutos a temperatura ambiente. As imagens foram adquiridas com uma ampliagao de 63
vezes no microscopio confocal (Nikon C2, EUA) e analisadas no Image J (n=3
preparagdes por grupo). Os controles negativos incluiram células incubadas com anti-IgG

normal.

3.12. Avaliaciao da expressio do mRNA do PAR2 por PCR quantitativo em tempo
real (qPCR)

Para analise da expressdo do mRNA de PAR2, o RNA foi extraido utilizando o
reagente Trizol (Ludwig Biotec, BR) a partir do precipitado de células RAW 264.7. A
reacdo de transcri¢do reversa foi realizada com 1 mg de RNA total usando a sintese de
cDNA iScript de acordo com as instru¢des do fabricante (BioRad, Hercules, CA) e a
expressdao de RNA mensageiro relativo (mRNA) dos genes selecionados foi quantificada
com RNA mensageiro relativo (mRNA). A expressdo dos genes PAR2 e [B-actina
(Integrated DNA Technologies, BR) foi quantificada em um sistema de PCR em tempo
real ABI 7500 (ThermoFisher, Waltham, MA). A quantidade relativa dos produtos de
PCR gerados para cada grupo de iniciadores foi determinada baseado no valor da fragdo
do nimero de ciclos em que a intensidade de fluorescéncia supera o nivel de fluorescéncia
atribuida, denominada de Ct (do inglés threshold cycle). Os Cts obtidos para os genes de
interesse foram normalizados subtraindo-se o valor do Ct obtido para o gene de referéncia

(B-actina) para cada amostra.
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As sequéncias dos iniciadores para os genes relacionados foram:

Gene Iniciadores Sequéncia

PAR2 Foward 5'-ATGCGAAGTCTCAGCCTGG-3'
Reverse 5'-TGGGTTTCCAATCTGCCAATAAG-3’

B-actina Foward 5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'
Reverse 5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3'

3.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a Média + Erro Padrao da Média (SEM)
comparado com os resultados dos grupos controles. Os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando o teste One Way ANOVA, seguida pelo pds-teste Newman-
Keuls. Para a realizagdo de todas as andlises, utilizou-se o software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, EUA). Estabeleceram-se como valores significativos as diferencas

com p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. A instilacio intranasal de C-PAF aumenta o nimero de neutroéfilos recuperados
no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos BALB/c

Inicialmente, avaliou-se o efeito do C-PAF, um analogo do PAF enddgeno, na
resposta de migracao de neutrofilos para o pulmao de camundongos. Nossos resultados
demostraram que a administragdo intranasal do C-PAF aumentou de forma significativa
o numero de neutrofilos recuperados no BAL de uma maneira dependente da
concentragdo, quando comparado ao grupo controle PBS (Figura 6A). A partir deste
resultado, determinou-se a concentragio de C-PAF 107 M para as avaliagdes
subsequentes.

Posteriormente, a migracao de neutréfilos induzida pelo C-PAF foi analisada em
funcdo do tempo de 4, 24 e 48 horas ap0ds a sua administragdo por via intranasal. Nossos
resultados mostraram um aumento significativo no numero de neutréfilos 4 horas apds o
estimulo com C-PAF 10”7 M. O pico do niimero de neutrofilos recuperados no BAL foi
observado 24 horas ap6s o estimulo. No entanto, 48 horas depois, o nimero de neutréfilos
estavam reduzidos (Figura 6B). Em seguida, para confirmar a seletividade do C-PAF ao
receptor de PAF (PAFR), utilizou-se 0o WEB2086; um antagonista PAFR seletivo. Nossos
resultados mostraram que C-PAF 107" M ocasionou aumento significante no numero de
neutrofilos recuperados no BAL em relagdo ao grupo controle PBS. Como esperado, o
pré-tratamento com o antagonista do PAFR reduziu significativamente o niimero de

neutrofilos presentes no BAL de uma maneira dose dependente (Figura 6C).
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Figura 6: Instilacdo intranasal de C-PAF induz a migraciao de neutréfilos para
pulmio de camundongos Balb/c. (A) Os camundongos foram tratados com PBS ou C-
PAF (108, 107 ¢ 10°° M; i. n.), apés 24h, o nimero de neutréfilos recuperados no BAL
foi analisado. (B) O numero de neutrofilos recuperados no BAL apds estimulo com C-
PAF (107 M; i. n.), foi analisada nos tempos de 4h, 24h e 48h. (C) Os camundongos
foram pré-tratados com PBS ou WEB2086 (0.05, 0.5 e 1.0 mg/kg, i. p.) 1 hora antes do
estimulo com C-PAF (107 M; i. n.), apds 24h, o nimero de neutréfilos recuperados no
BAL foi analisado. As barras representam a Média + SEM de 4 a 6 animais por grupo.
*p< 0,05 versus PBS (A), ***p< 0,001versus PBS (A e B) ou C-PAF (C) ou#p<

0,001versus PBS (ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls).
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4.2. O peptideo sintético ativador do PAR2 (SLIGRL-NH?) aumenta o nimero de
neutrofilos recuperados no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos BALB/c

Para avaliar a participacdo do PAR2 na migracao de neutréfilos para o pulmao de
camundongos, foi utilizado o SLIGRL-NH», um peptideo sintético ativador do PAR2.
Nossos resultados mostraram que o estimulo intranasal com SLIGRL-NH; aumentou
significativamente o numero de neutrofilos recuperados no BAL, em todas as
concentragdes avaliadas, quando comparado ao grupo de animais controle que receberam

somente PBS (Figura 7A).

4.3. O antagonista do PAFR (WEB2086) reduz o recrutamento de neutroéfilos
induzido pela ativacio do PAR2 em pulméo de camundongos BALB/c

Para avaliar a participacdo do C-PAF na migragdo de neutréfilos para o pulmao
de camundongos induzida pela ativacdo do PAR2, os camundongos foram pré-tratados
com antagonista do PAFR uma hora antes da administragdo intranasal de SLIGRL-NHo.
Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com antagonista do PAFR reduziu
significativamente o numero de neutrofilos recuperados no BAL, quando comparado ao
grupo de animais que receberam apenas administragao intranasal com o peptideo sintético

ativador do PAR2 (Figura 7B).
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Figura 7: A ativacdo do PAR2 induz a migracio de neutro6filos para pulméo de
camundongos Balb/c. (A) Os camundongos foram tratados com PBS ou SLIGRL-NH2
(3-30 ng/20 ul, 1. n.), apos 24h, o nimero de neutréfilos recuperados no BAL foi
analisado. (B) Os camundongos foram pré-tratados com WEB2086 (5.0 mg/kg; i. p.), 1h
antes do estimulo com SLIGRL-NH2 (30 ng/20 pL, i. n.), apos 24h, o nimero de
neutrdfilos recuperados no BAL foi analisado. As barras representam Média + SEM de 4
a 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001versus PBS (A) ou SLIGRL-

NH: (B) ou #p<0,01 versus PBS (B) (ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls).
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4.4. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) e a inibicido de proteases endégenas reduz
o recrutamento de neutroéfilos induzido pelo C-PAF em pulmio de camundongos
BALB/c

A participagcdo do PAR2 na migragdo de neutréfilos induzida pelo C-PAF para o
pulmao de camundongos foi avaliada. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento
com antagonista seletivo do PAR2, ENMD1068, reduziu significativamente o nimero de
neutrofilos presentes no BAL, apos estimulo com C-PAF em todas as doses avaliadas
(Figura 8A). Uma vez que demonstramos que o antagonismo do PAR2 reduziu a
migragdo de neutrdfilos induzida pelo C-PAF, resolvemos investigar o papel das
proteases enddgenas na migra¢do de neutrofilos induzida pelo C-PAF. Desta forma,
nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com o inibidor de proteases,
aprotinina, reduziu significativamente o numero de neutréfilos presentes no BAL em
resposta ao C-PAF em todas as doses avaliadas. Portanto, estes resultados evidenciam a
participacdo de ativadores endogenos do PAR2 na migracdo de neutréfilos desencadeada

pelo PAF (Figura 8B).
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Figura 8: A inibicdo de proteases endogenas e o antagonismo do PAR2 reduz a
migracio de neutrofilos induzida por C-PAF para pulmio de camundongos Balb/c.
(A) Os camundongos foram pré-tratados com aprotinina (10-100 ng/20 uL; i. n.) ou (B)
ENMD1068 (0.05-1.0 mg/kg; i. p.) 1h antes do estimulo com C-PAF (107 M; i. n.), apos
24h, o nimero de neutroéfilos recuperados no BAL foi analisado. As barras representam
Média = SEM de 4 a 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001versus C-
PAF (A e B) ou #p< 0,001 versus PBS (A ¢ B) (ANOVA seguido do pos-teste Newman-

Keuls).
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4.5. O antagonista do PAR2 (ENMDI1068) reduz as alteracoes histopatologicas
induzidas pelo C-PAF em pulmio de camundongos BALB/c

Na analise histopatoloégica do pulmdo de camundongos, nossos resultados
mostraram que a instilacdo intranasal com C-PAF resultou no aumento do infiltrado
inflamat6rio misto de células no tecido pulmonar, caracterizado predominantemente pela
presenca de PMNss e células mononucleares em relagdo ao grupo controle PBS (Figura 9
A-D). No entanto, o pré-tratamento com antagonista do PAR2, ENMD1068, reduziu o
infiltrado inflamatério induzido pelo C-PAF (Figura 9 E-F). Corroborando com estes
resultados, o pré-tratamento com antagonista seletivo do PAR2, reduziu
significativamente a quantificacdo do escore de inflamag¢do pulmonar, comparado ao

grupo estimulado apenas com C-PAF (Figura 9G).
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Figura 9: O antagonismo do PAR2 reduz a inflamac¢io pulmonar induzida por C-
PAF em camundongos Balb/c. (A-F) Fotomicrografias representativas dos pulmoes dos
camundongos coradas com hematoxilina e eosina (H & E). Analise histopatologica:
painéis A e B: grupo controle PBS; Pain¢is C e D: grupo tratado apenas com C-PAF (10
"M; i. n.); Painéis E e F: grupo pré-tratado com ENMD1068 (0.5 mg/kg, i. p.) 1 hora
antes do estimulo com C-PAF (107 M; i. n.). Apds 24h, os pulmdes foram coletados para
posterior analise histopatologica. Escalas de 20 x (52 um) e 40 x (50 um),
respectivamente. Painel G: Inflamagdo pulmonar quantificada através de scores
histopatologico. As barras representam Média =+ SEM de 4 a 6 animais por grupo.
**%n<(0,001 versus C-PAF ou #p<0,001 verus PBS (ANOVA seguido do pos-teste

Newman-Keuls).
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4.6. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) reduz a ativacdo de neutrofilos e macrofagos
induzidas pelo C-PAF em pulmao de camundongos BALB/c

A atividade das enzimas MPO e NAG sao marcadores indiretos da ativagao/acumulo de
neutr6filos e macréfagos no tecido, respectivamente. Desse modo, os niveis de MPO (Figura
10A) e NAG (Figura 10B) foram mensurados no tecido pulmonar de camundongos. Nossos
resultados mostraram que o estimulo com o C-PAF aumentou significativamente os niveis de
MPO e NAG comparado ao grupo de animais do grupo controle PBS, respectivamente.
Corroborando com os resultados anteriores, o pré-tratamento com o antagonista do PAR2 uma
hora antes do estimulo com C-PAF, reduziu significativamente os niveis de ambas as enzimas

em relacdo ao grupo de camundongos instilados apenas com C-PAF.
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Figura 10: O antagonismo do PAR2 reduz os niveis das enzimas NAG (A) e (B) MPO
induzidas por C-PAF em pulmio de camundongos Balb/c. Os animais foram pré-tratado
com ENMD1068 (0.5 mg/kg, i. p.) 1 hora antes do estimulo com C-PAF (10”7 M; i. n.). Apos
24h, os pulmdes foram coletados, em seguida, a quantificagdo dos niveis das enzimas foi
realizada em espectrofotometro. As barras representam Média = SEM de 4 a 6 animais por

grupo. *p< 0,05 versus C-PAF ou #p<0,05 versus PBS (ANOVA seguido do pds-teste Newman-

Keuls).
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4.7. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) reduz a concentracio das quimiocinas CXCL1
e CXCL2 induzidas pelo C-PAF no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos
BALB/c

Os niveis das quimiocinas CXCL1 e CXCL2 presentes no BAL foram avaliados 1, 4 e
12 horas apo6s a instilagdo intranasal de C-PAF. Nossos resultados mostraram que ap6s 1, 4 ¢
12 horas do estimulo com C-PAF, os niveis da quimiocina CXCL1 estavam significativamente
elevados em comparacdo ou grupo controle PBS. No entanto, o pré-tratamento com antagonista
do PAR2, ENMD1068, 1 hora antes do estimulo com C-PAF, reduziu significativamente os
niveis de CXCL1 em todos os tempos avaliados (Figura 11A). Além disso, nossos resultados
mostraram que apos 1 e 4 horas do estimulo com C-PAF, os niveis da quimiocina CXCL2
estavam aumentados em comparacgdo ao grupo controle PBS. Entretanto, o tratamento prévio
com antagonista do PAR2 antes do estimulo com C-PAF diminuiu significativamente os niveis
de CXCL2 nos tempos de 1 e 4 horas. Nao foram observada diferenca estatistica entre os
diferentes grupos para os niveis de CXCL2 ap6s 12 horas do estimulo com C-PAF (Figura

11B).
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Figura 11: O antagonismo do PAR?2 reduz os niveis das quimiocinas CXCL1 e CXCL2
induzidos pelo C-PAF no BAL de camundongos Balb/c. Os animais foram pré-tratados com
ENMD1068 (0.5 mg/kg, i. p.) 1 hora antes do estimulo com C-PAF (10’ M; i. n.), o
sobrenadante do BAL foi coletado apo6s 1h, 4h e 12h. Em seguida, niveis das quimiocinas (A)
CXCL1 e (B) CXCL2 foram avaliados. As barras representam a média da duplicata de cada
animal + SEM de 4 a 6 animais por grupo. ##p<0,001, #p<0,01 versus PBS e *p<0,05 ou
**%p<0,001, **p<0,001 e *p<0,05 versus C-PAF (ANOVA seguido do pos-teste Newman-

Keuls).
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4.8. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) reduz o rolamento e a adesdo de neutrofilos
induzidas pelo C-PAF na microcirculacio mesentérica de camundongos BALB/c

O acumulo de neutrofilos na microcirculagdo mesentérica foi analisado utilizando o
anticorpo de ligacdo anti-Ly6G/Gr-1, que reconhece a molécula Gr-1 expressa na superficie
dos neutrofilos. Corroborando com os resultados obtidos na andlise da migragao de neutrofilos
no pulmio, nossos resultados mostraram que o estimulo com C-PAF aumentou
significativamente o rolamento (Figura 12G), a velocidade de rolamento (Figura 12H) ¢ a
adesdo dos neutrofilos (Figura 12I) no endotélio da microcirculagdo mesentérica em
comparagdo com o grupo de animais controle PBS. Por outro lado, o pré-tratamento com
antagonista do PAR2, ENMDI1068, 1 hora antes do estimulo com C-PAF, reduziu
significativamente o rolamento, a velocidade de rolamento e a adesdo dos neutrdfilos ao
endotélio visto por meio da marcacdo em vermelho para a molécula Gr-1 expressa em

neutr6filos demonstrada nas imagens representativas da figura 12 A-F.
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Figura 12: O antagonismo do PAR2 diminui o rolamento e a adesio de leucdcitos a
microcirculacio mesentérica de camundongos Balb/c. (A-F) Imagens representativas da
microcirculagdo mesentérica realizada por microscopia intravital (neutréfilos em vermelho,
marcado com anticorpo anti-Ly6G/Ly6C-Gr-1; 0,2 mg/mL, i. v.). Os camundongos foram pré-
tratados com ENMD1068 (0,5 mg/kg, i. p.) 1h antes da administracdo de C-PAF (107 M, i. p.),
apos 4h, foram os neutrofilos foram avaliados nas vénulas da microcirculagdo mesentérica por
meio do rolamento (G), a velocidade de rolamento (H) e a adesdo (I) dos leucdcitos (Barra de
escala=90 uM e 43 uM). Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes
e foram expressos como MEDIA + SEM de 4-6 animais/grupo. ***p<0,001 versus C-PAF e

#p<0,001 vesus PBS (ANOVA seguida do pds-teste Newman-Keuls).
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4.9. A estimulagdo simultinea com C-PAF + SLIGRL-NH: aumenta a interac¢ao fisica
entre 0 PAR2 e PAFR em macroéfagos

Os resultados anteriores evidenciaram a importancia da ativagao do PAR2 para eventos
de inflamacdo pulmonar induzida pelo PAF. Desse modo, investigamos a possibilidade de
interagcdo entre os receptores PAR2 ¢ PAFR em macréfagos por meio do ensaio de co-
imunoprecipitacdo. Nossos resultados mostraram que o estimulo dos macrofagos com C-PAF
ou peptideo sintético ativador do PAR2, SLIGRL-NH,, ndo alterou a interagdo entre
PAR2/PAFR comparado as células controle. Em contrapartida, a co-estimulacdo dos
macrofagos de C-PAF + SLIGRL-NH» aumentou significativamente a co-imunoprecipitacao
entre PAR2/PAFR. Esses resultados evidenciam a expressio do PAR2 a partir de um
imunoprecipitado que continha apenas a proteina PAFR, sugerindo uma interacdo fisica
/colocalizagdo/cooperacao entre ambos. Como controle de experimentagdo, o controle positivo
constituido do lisado de células ndo precipitadas (input) mostra a marcacdo para PAR2,
enquanto, a marcacao de IgG foi ausente em amostras imunoprecipitadas com IgG normal de

coelho (Figura 13).



70

o 3 Q’fg\} ot

X

IP:PAFR o™ - o 5 LR S
IB: PAR2 - Wl e oW e o ey e T — —

IB: PAFR TP D Gul (IS - A R IR aEm mm . o

PAR2/PAFR
= & Bl o
N ® © o

pBs C-PAF  SLI  c.pAF INPUT
100nM 50 uM 100 nMm

+
SLI
50 uM

Figura 13: Co-imunoprecipitacio entre PAR2/PAFR em macréfagos murinos RAW
264.7. Macrofagos em cultura foram incubadas por 20 minutos com C-PAF (100 nM),
SLIGRL-NH; (50 uM), ou um contendo um MIX de C-PAF (100 nM) + SLIGRL-NH; (50
uM), antes da adicdo do tampdo de lise RIPA. As células lisadas foram submetidas a
imunoprecipitacdo e imunotransferéncia usando anticorpos anti-PAFR e anti-PAR2. A imagem
representativa, bem como, o grafico da quantifica¢do das bandas mostram as proteinas PAR2 e
PAFR imunoprecipitadas. Os experimentos foram realizados em duplicata, uma membrana foi
incubada com anticorpo anti-PAR2 e a outra com anti-PAFR para controle de normalizagao.
Os dados mostrados s@o representativos de trés experimentos separados. Valores expressos
como MEDIA + SEM (n=3 preparagdes. *p<0,05 versus PBS (ANOVA seguida do pos-teste

Newman-Keuls).
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4.10. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) reduz a sinaliza¢io de Ca?* induzida pelo C-
PAF em macrofagos

A participacdo do PAR2 na ativagdo celular induzida pelo C-PAF foi medida em
macrofagos através da mobilizagio de Ca®’ intracelular em macréfagos RAW264.7. As
imagens representativas da figura 14 (A, B e C) mostram a sinalizagio de Ca** em macréfagos
estimulados somente com C-PAF ou tratados previamente com antagonista do PAR2, em
diferentes tempos apos o estimulo com C-PAF. Nossos resultados mostraram que amplitude do
sinal de Ca?" e o nimero de macréfagos responsivos estavam significativamente aumentados
nas células estimuladas com C-PAF comparado aos macréfagos controle. Contudo, o
tratamento prévio dos macroéfagos com antagonista do PAR2 antes do estimulo com C-PAF
reduziu significativamente tanto a amplitude do sinal de Ca*" como a responsividade das
c¢lulas. Em conjunto, estes resultados fornecem evidéncias de que parte da liberagdo dos ions

Ca’" mediada pelo PAF envolve a ativagio do PAR2 (Figura 14D-E).
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Figura 14: O antagonismo do PAR2 reduz a sinalizacio de Ca”" intracelular induzida por

C-PAF em células RAW 264.7. As células foram pré-incubadas com ENMD1068 (5 uM) 1

hora antes do estimulo com C-PAF (100 nM). (A, B e C) mostram a amplitude do sinal de Ca**

em funcao do tempo de células representativas, as cores quentes da escala mostram o aumento

da intensidade de fluorescéncia para o Ca®". (D) mostra a quantificacdo da amplitude do sinal

de Ca?" (% acima do basal). (E) mostra a quantificagiio da porcentagem de células responsivas

(% acima do basal). As barras representam MEDIA + SEM (n=3 preparagdes com 30 células

por grupo). ***p<0,001 ou *p<0,05 versus a % do controle acima do basal (ANOVA seguida

do pos-teste Newman-Keuls).
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4.11. O antagonista do PAR2 (ENMD1068) reduz expressio nuclear do fator de
transcricio NF-kB (p65) induzido pelo C-PAF em macrofagos

Uma vez que o fator de transcricdo NF-«kB regula a expressao de diferentes genes pro-
inflamatoérios e, sabendo que o PAF estimula a fosforilagdo, a translocag¢do nuclear e a ativagao
do NF-kB o que resulta na indugdo transcricional de citocinas, quimiocinas e mediadores
inflamatoérios, realizou-se a medida da expressao de NF-kB (p65) em macréfagos através de
imunofluorescéncia em presenga ou auséncia do antagonista do PAR2 antes do estimulo com
C-PAF. Nossos resultados demonstraram que o estimulo dos macrofagos com C-PAF
promoveu ativacao significativa do fator de transcrigdo NF-kB (p65), visto pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia nuclear do NF-kB (p65) (cor verde) em comparagdo aos
macrofagos controle, no qual a florescéncia verde estd ausente no nicleo. Em contrapartida, o
tratamento prévio dos macroéfagos com antagonista do PAR2 antes do estimulo com C-PAF
reduziu significativamente a expressdo nuclear do fator de transcrigdo NF-kB (p65), porém,
ainda significativo em rela¢do ao controle, evidenciando a participagdo do PAR2 na ativacdo

do NF-kB promovida pelo PAF (Figura 15 A-B).
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4.12. O C-PAF reduz a expressio do PAR2 em macrofagos

Este trabalho evidencia a importancia do PAR2 nos eventos de inflamacdo mediados
pelo PAF. Portanto, investigamos a expressdo do PAR2 em macrofagos, mediante o estimulo
com C-PAF. Nossos resultados confirmaram a expressdo constitutiva do PAR2 em macrofagos
(Figura 15A). No entanto, 4 horas apos o estimulo com C-PAF a expressao do PAR2 reduziu
significativamente em comparagdo aos macrofagos do grupo controle. Além disso, nossos
resultados mostraram que a expressdo do PAR2 estava significativamente aumentada em
macrofagos tratados previamente com antagonista do PAR2 antes do estimulo com C-PAF.
Contudo, o tratamento prévio com o antagonista do PAR2-ENMD1068 ndo alterou expressao

do PAR2 em relacdo as células controle (Figura 15 A-C).
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Figura 15: O estimulo com C-PAF reduz a expressao do fator de transcricio NF-KB (p65),
mas nao altera a expressio do PAR2 em células RAW 264.7. As células foram pré-incubadas
com ENMD1068 (5 uM) 1 hora antes da estimulagdo com C-PAF (100 nM). Apds 4h, a
intensidade de fluorescéncia foi avaliada. (A) imagens representativas da expressdo PAR2
(vermelho), NF-KB (p65, verde) e nicleo (DAPI, azul). (B) intensidade de fluorescéncia
nuclear para NF-xB (p65) e (C) intensidade de fluorescéncia para PAR2. As barras representam
amédia = SEM (n = 3 preparagdes diferentes). ***p<0,001 versus C-PAF ou PBS (C), *p<0,05

versus C-PAF (B) e #p<0,001versus PBS (C) (ANOVA seguida do pos-teste Newman-Keuls).
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4.13. A expressio do RNA mensageiro do PAR2 ¢é aumentada em macrofagos estimulados
com C-PAF

Uma vez que o estimulo com C-PAF reduziu a expressao do PAR2 em macrofagos.
Investigamos os efeitos do C-PAF na expressao do RNAm do PAR2 em macréfagos em
diferentes tempos. Nossos resultados demonstraram que o estimulo com C-PAF aumentou
significativamente a expressdao do RNAm do PAR2 em todos os pontos de tempo analisados (1,
2 e 3 horas), comparado com as células controle ndo estimuladas. Em contrapartida, o
tratamento prévio dos macroéfagos com antagonista do PAR2, uma hora antes do estimulo com
C-PAF, reduziu significativamente a expressdo do RNAm do PAR2. Além disso, quando os
macrofagos foram estimulados somente com antagonista do PAR2 a expressdao do RNAm do
PAR2 nao foi alterada em comparacao as células controle (Figura 16). Desse modo, sugerimos
que a redugdo da intensidade de fluorescéncia da proteina PAR2 visto na figura 15B apés 4
horas do estimulo com C-PAF nio esté relacionada com os efeitos do C-PAF na expressao do
RNAm de PAR2, visto que o estimulo com C-PAF aumentou a expressao do RNAm do PAR2

apos 1, 2 e 3 horas.
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Figura 16: O estimulo com C-PAF aumenta a expressio do mRNA do PAR2 em células
RAW 264.7. As células foram incubadas com C-PAF (100 nM) ou pré-incubadas com
ENMD1068 (5 uM) 1 hora antes da incubacao com C-PAF (100 nM). A expressdao do mRNA
de PAR?2 foi avaliado ap6s 1h, 2h e 3h por qPCR. Os resultados de qPCR foram calculados a
partir dos valores de C; do PAR2 e normalizados pelo controle B-actina. As barras representam
a média + SEM (n = 3 preparagdes diferentes). *p<0,05 versus C-PAF e #p<0,05 versus o

controle (ANOVA seguida do pos-teste Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

O Fator de ativacdo de plaquetas desempenha papel central na fisiopatologia das
doengas inflamatdrias do pulmao, no entanto, estratégias terapéuticas que atuam bloqueando
acdes do PAF na inflamagdo pulmonar ndo obtiveram sucesso clinico em humanos até o
momento (KASPERSKA-ZAJAC, ALICJA; BRZOZA; ROGALA, 2008b; MEADE; HEUER,
1991). Devido a complexidade do processo inflamatorio no pulmao e nas vias aéreas, as novas
perspectivas terapéuticas visam abordar diferentes alvos da cascata inflamatoria. Neste sentido,
sabe-se que no microambiente inflamatorio que contém PAF, proteases enddgenas ativadoras
do PAR2, também estdo abundantemente presentes. Contudo, ndo existem evidéncias na
literatura de cooper¢do entre PAF e PAR2 na inflamacdo pulmonar. Neste trabalho,
demonstramos pela primeira vez a existéncia de cooperacdo entre PAFR ¢ PAR2 mediando
inflamacao pulmonar em camundongos. Além disso, evidenciamos uma rede de interacao entre
PAR2/PAFR promovendo eventos de sinaliza¢do intracelular como mobilizagdo de Ca’*' e
ativacdo do fator de transcricdo NF-«kB (p65) em macrofagos.

Inicialmente, para validar nosso modelo de inflamagdo pulmonar, investigamos a
habilidade do C-PAF, um analogo do PAF enddgeno no recrutamento de neutrdfilos para o
pulmdo de camundongos. Nossos resultados mostraram que o C-PAF aumentou o nlimero de
neutrofilos presentes no BAL com um pico ocorrendo 24 horas apos o estimulo. Além disso,
confirmamos a agdo do C-PAF via PAFR, uma vez que, o antagonista seletivo do PAFR aboliu
completamente a migra¢do de neutréfilos para o pulmdo em resposta ao C-PAF. Estes
resultados, portanto, estdo de acordo com a literatura no qual j& € bem descrito que o PAF é um
potente mediador da migracdo de leucdcitos para o foco inflamatério (BJORK; SMEDEGARD,
1983; KUIJPERS et al., 1992; AU et al., 2001).

Paralelamente, investigamos os efeitos do peptideo agonista seletivo do PAR2

(SLIGRL-NHz) no recrutamento de neutrofilos para o pulmio de camundongos. Nossos
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resultados mostraram que a ativacdo do PAR2 pelo peptideo agonista resultou em aumento do
nimero de neutréfilos recuperados no BAL. No entanto, o pré-tratamento dos camundongos
com antagonista do PAFR (WEB 2086) reverteu o recrutamento de neutrofilos induzido pela
ativacdo do PAR2. Esses resultados evidenciam a participagdo do PAF na migragdo de
leucdcitos mediada pela ativagdo do PAR2 no pulmio de camundongos. Nossos dados sao
consistentes com estudo anterior em que o antagonista do PAFR, o WEB2086 inibiu a adesao,
rolagem e o numero de leucdcitos polimorfonucleares extravasados para a cavidade peritoneal
de ratos em resposta a ativagdo do PAR2 com SLIGRL-NH; (VERGNOLLE, N, 1999). A partir
destes dados, sugere-se, portanto, que o PAF participa do recrutamento de leucdcitos induzido
por meio da ativagao do PAR2.

Em seguida, devido ao potencial pro-inflamatorio do PAF nas vias aéreas, consideramos
a hipdtese de um crosstalk entre PAFR/PAR2 na inflamagao pulmonar (CHEN; ZIBOH; GIRI,
1997; LEE, W. L.; HARRISON; GRINSTEIN, 2003). Desse modo, investigamos o papel da
ativacdo do PAR2 no recrutamento de neutréfilos mediado pelo PAF em pulmdo de
camundongos. Surpreendentemente, observamos que o antagonista do PAR2 aboliu a migragao
de neutrofilos induzida pelo PAF no pulmdo de camundongos. Além disso, neste mesmo
modelo, a inibicdo de proteases ativadoras endogenas do PAR2 com aprotinina, também
reduziu o recrutamento de neutr6filos mediado por PAF em camundongos. Somado a isso, o
antagonismo do PAR2 reduziu marcadamente a pontuacdo histopatologica da inflamacdo nos
pulmdes de camundongos instilados com PAF. Desse modo, na inflamac¢ao pulmonar mediada
por PAF, sugerimos que as proteases endogenas ali liberadas levam a ativacdo do PAR2 que,
por sua vez, alimenta positivamente a liberacao de PAF. Assim, em coopera¢do com o PAFR,
a ativagdo do PAR2 exerce uma regulacdo pro-inflamatoria positiva para promover o
recrutamento de neutrdfilos para o pulmdo. Por conseguinte, avaliamos os niveis das enzimas

MPO e NAG, marcadores indiretos da presenca e atividade de neutrofilos e macrofagos,
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respectivamente (VENGE, 1994). Nossos resultados mostraram que o bloqueio da ativacao do
PAR?2 reduziu os niveis de ambas as enzimas MPO e NAG induzidas pelo desafio com PAF no
tecido pulmonar. Embora as fungdes efetoras dos neutréfilos sdo indispensaveis para a defesa
do hospedeiro contra desafios infecciosos e ndo infecciosos (NG; OSTUNI; HIDALGO, 2019),
a infiltracdo de neutrdfilos contribui significativamente para o dano tecidual, entre outros
através da secre¢do de enzimas como MPO, catepsina G e elastase, pelos neutrofilos, e ainda
por sua fungdo efetora realizando fagocitose, liberando ROS, formando NETs, bem como
através da interagdo e¢ modulacdo da fungdo de outras células imunes como macrofagos
alveolares, células dendriticas e células T (WITKO-SARSAT et al., 2000; LEE, Y. M. et al.,
2002; KRUGER et al., 2015). Desse modo, sugerimos que o antagonismo do PAR2 pode ser
util em condi¢des nas quais o PAF desempenha um papel central no desenvolvimento e
progressdo da inflamagao, por meio do comprometimento de eventos precoces na patogénese
de doencas pulmonares, como a migragao e ativacao de neutrofilos.

Na migra¢do de neutréfilos, as quimiocinas CXCLI (proteina-a oncogene relacionado
ao crescimento [GRO-a] em humanos ou quimiocina derivada de queratindcitos [KC] em
camundongos e a CXCL2 (proteina inflamatdria de macrofago-2a, MIP-2a) sdo as principais
responsaveis por direcionarem os neutrdfilos circulantes para tecidos inflamados. Ambas
sinalizam via receptor CXCR?2 para ativar neutro6filos circulantes e subsequentemente promover
sua adesdo ao endotélio (DE FILIPPO et al., 2013; SAWANT et al., 2016), expresso na
superficie de células endoteliais, macrofagos alveolares e células epiteliais alveolares. Estas
quimiocinas possuem afinidades distintas pelo receptor CXCR2, sendo que, no pulmao, a
CXCL1 estimula de maneira sistemadtica o recrutamento dos neutrofilos circulantes para o
pulmdo em resposta as agcdes de MIP-2 (GIRBL et al., 2018). Neste estudo, demostramos que
os niveis de CXCL1 e CXCL2 estdo aumentados no pulmao de camundongos lh e 4h apos

estimulo com PAF. Por outro lado, os niveis dessas quimiocinas foram reduzidos com o
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antagonismo do PAR2, sugerindo que pelo menos nas primeiras 4 horas apos o estimulo com o
PAF, a migracdo de neutrofilos para o pulmio ocorre, em parte, através da agdo destas
quimiocinas, de uma maneira dependente da ativagdo do PAR2. Ap6s 12 horas do estimulo
com PAF os niveis de CXCL1 e CXCL2 decaem consideravelmente, em contraste ao pico da
migrac¢do de neutrofilos visto 24 horas ap6s o estimulo com PAF, sugerindo que outros agentes
quimiotaticos como IL-6, TNF-a e IL1-B podem estar sendo liberadas apds 12 h para manter a
migracgdo de neutrofilos subsequentes.

Consistente com nossos achados anteriores, nos quais o antagonismo do PAR2 diminuiu
o recrutamento de neutréfilos induzidos por C-PAF no pulmao, demostramos que o bloqueio
da sinalizacdo do PAR2 prejudicou o rolamento e a adesdo de neutrofilos (Ly6G") na
microcirculagdo mesentérica de camundongos tratados com C-PAF; resultando, portanto, no
comprometimento da transmigracao dos neutréfilos dos vasos sanguineos para o mesentério.
Embora ja tenha sido demonstrado que o bloqueio farmacologico ou a delecdo genética do
PAFR em modelo de doenca aguda do enxerto contra hospedeiro prejudica o rolamento/adesdao
de leucocitos (CASTOR et al., 2012), bem como, a produ¢do das quimiocinas CXCL1 e
CLXCL2 (ROTH et al., 1996; COELHO et al., 2007). Este trabalho ¢ pioneiro em demonstrar
que o bloqueio do PAR2 prejudica a adesdo e rolamento de neutrofilos induzida por PAF.

A interacdo fisica entre proteinas tem sido relatada na literatura como eventos comuns
de cooperagdo entre receptores (CLANCY et al., 2013). A partir dos nossos achados in vivo
mostrando crosstalk entre o PAFR/PAR2 na inflamag¢do pulmonar, buscamos investigar a
possibilidade de interacdo desses receptores in vitro. Ja foi demonstrado que o PAR2 interage
fisicamente com o TLR4, um receptor importante na imunidade inata, em que ambos cooperam
para a ativagdo de NF-KB (RALLABHANDI et al., 2008). Por outro lado, uma cooperacao
entre PAR1 um receptor pertencente a mesma familia do PAR2 e o PAFR foi relatada na

regulacio da expressio da molécula de adesdo celular do melanoma
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(MCAM/MUCI8)(MELNIKOVA; VILLARES; BAR-ELI, 2008). A partir disso, avaliamos a
possibilidade de uma possivel interacdo entre 0 PAR2 e o PAFR em cultura de macrofagos por
meio de ensaio de coimuprecipitacdo. Nossos resultados mostraram um aumento da interagao
fisica entre PAFR/PAR2 somente quando ambos os receptores sdo ativados concomitantemente
por seus respectivos agonistas, uma vez que, quando os macrofagos foram estimulados somente
com agonista do PAFR ou do PAR2 a imunoprecipitacio PAFR/PAR2 ndo foi alterada. Em
conjunto, nossos resultados sugerem que durante a resposta inflamatoria, o PAF pode estimular
a liberagdo de proteases que ativam o PAR2 e, assim, a ativagdo simultanea do PAR2 e do
PAFR parece favorecer esta interacao fisica, o que possivelmente pode contribuir para aumento
da sinalizagao pro-inflamatéria envolvendo a ativagdo de ambos os receptores. Adicionalmente,
¢ possivel que a ativacao do PAR2 por proteases enddgenas possa retroalimentar positivamente
a libera¢do de PAF favorecendo a rede de colaboracao entre o PAFR/PAR2.

A ativacdo do receptor do PAFR promove a liberacdo de Ca®" intracelular mediante
ligagdo as subunidades Gqq da proteina G, que por sua vez, estimula a produ¢ao intracelular de
IP; responsavel pela liberagdo das reservas intracelulares de Ca®>" (YUE et al, 1991;
GARDNER; LASKIN; LASKIN, 1993; SATTAYAPRASERT et al., 2005). Em nosso estudo,
avaliamos se o bloqueio da ativacdo do PAR2 poderia influenciar na resposta de liberagao de
Ca?’ intracelular induzida pelo PAF em macrofagos. Nossos resultados mostraram que o
bloqueio da ativagdo do PAR2 reduziu a amplitude dos sinais de Ca** intracelular, bem como a
responsividade dos macrdéfagos ao estimulo com PAF, sugerindo um papel para o PAR2 nos
eventos de sinalizacdo intracelular de Ca** mediados pela ativagdio do PAFR. Para avaliar
melhor esta hipdtese, analisamos se o bloqueio da sinalizagdo do PAR2 poderia alterar a
expressdo do fator de transcricio NF-KB (p65) induzida por PAF, que tem sua ativacdo
sabidamente aumentada pela sinalizagdo do PAFR (BORTHAKUR et al., 2013; KO et al.,

2002). Nossos resultados mostram que o bloqueio da sinalizagdo do PAR2 reduziu a ativacao
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do NF-KB (p65) induzida pelo PAF em macrdofagos. Sabe-se que a ativagdo de subunidades do
NF-«B ¢ fundamental para a indugdo da transcri¢ao e expressao de genes pro-inflamatorios (p.
ex., IL-6 IL-1 ou TNF-a) (LAWRENCE, 2009; LIU, Y. et al., 2017). Assim, sugerimos que
durante a inflamagdo induzida pelo PAF, a ativacdo do PAR2 ¢ importante para ativar o NF-
KB, o que regula positivamente a expressdo de fatores quimiotaticos para a migracdo de
neutrofilos, incluindo CXCL1 e CXCL2.

Até aqui nossos resultados sugerem que a ativacdo do PAR2 participa de eventos de
inflamacdo mediados pelo PAF. Para compreender melhor esta cooperagdo, avaliamos se o
estimulo com o PAF poderia alterar a expressdo do PAR2 em macrofagos. Nossos resultados
confirmaram que o PAR2 ¢ expresso constitutivamente em macrofagos (DE ALMEIDA et al.,
2020), no entanto, curiosamente, a expressio do PAR2 foi prejudicada em macrofagos
estimulados com C-PAF. Além disso, vimos que o antagonismo do PAR2 ndo alterou a
expressdo do PAR2 em células estimuladas com C-PAF. Para compreender os mecanismos
subjacentes envolvidos nesta resposta, investigamos a expressao do mRNA do PAR2 em
macrofagos. Os resultados mostraram que o estimulo com C-PAF aumentou a expressdo do
RNAm do PAR2 em todos os tempos analisados. Sabe-se que a ativacdo do PAR2 por proteases
ou peptideos sintéticos ¢ seguida da fosforilagao por GRKs, que recrutam proteinas B-arrestinas
para promover a endocitose do receptor para reciclagem ou degradagao (DEFEA et al., 2000;
JUNG et al., 2016). Assim, sugerimos que apos 4h do estimulo com o PAF, o PAR2 ja tenha
sido internalizado e degradado, justificando, entdo, a redu¢do da fluorescéncia do PAR2 nos
macrofagos estimulados com C-PAF.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a producao das quimiocinas CXCL1
e CXCL2 e o recrutamento de neutréfilos mediatos pelo PAF, pelo menos em parte, sdo
dependentes da ativacdo do PAR2 em pulmdo de camundongos. Além disso, demonstramos

pela primeira vez uma interagdo fisica entre PAR2/PAFR em macréfagos. Adicionalmente,



85

mostramos que o antagonismo farmacologico do PAR2 prejudica a sinalizacdo intracelular de
calcio e a ativacao do fator de transcrigdo NF-KB (p65) induzidos pelo PAF em macrofagos,
evidenciando uma cooperagao entre PAR2 e PAFR no controle do acaimulo de neutrofilos para
o pulmao. Por fim, mostramos que a expressao do PAR2 reduz mediante estimulo com PAF, e
em contrapartida, o estimulo com PAF aumenta o RNA mensageiro do PAR2 em macréfagos,
sugerindo a possibilidade de ativagdo seguida de internalizacdo do PAR2 em macrofagos
estimulados com PAF. No entanto, mais estudos s3o necessarios para uma melhor compreensao
da complexidade dos eventos pro-inflamatoérios conjuntamente mediados pela ativagdo do

PAR?2 e do PAFR nas vias aéreas.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, este trabalho demonstra pela primeira vez uma cooperacao entre o
PAFR/PAR2 mediando o recrutamento de neutrofilos para o pulmio de camundongos, bem
como, em eventos de sinalizagdo intracelular como a mobilizacdo de Ca®* e ativacio de NF-kB
(p65) em macréfagos murinos. Embora mais estudos sejam necessdrios para esclarecer a
complexidade dessa interacdo e seu significado fisiopatologico para as doencas pulmonares
inflamatorias, o presente estudo propde uma nova visdo para compreensdo da falha dos
antagonistas do PAFR no uso clinico da asma em humanos. Tendo como base nossos
resultados, sugerimos que novas abordagens farmacologicas que combinem a redugdo na
ativacdo de PAF e PAR2 para o tratamento de doencas inflamatdrias apresentam-se como
alternativas promissoras, embora mais estudos ainda sejam necessarios para confirmar esta

hipotese.
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Figura 17: Possivel mecanismo de interaciao entre PAF e PAR2 na inflama¢ao pulmonar.
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