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RESUMO

As serinoproteases agem através da clivagem do grupamento amino terminal de
receptores acoplados a proteina G denominados PAR (proteinase activated
receptors, PARs). Apos clivagem, a porgao restante de aminoacidos serve como
ligante para o seu receptor. Estes receptores s&o classificados de 1 a 4,
dependendo do local de clivagem do grupamento N-terminal e da serinoprotease
responsavel pela clivagem. Os PAR sdo expressos em um grande numero de
células e estdo envolvidos em mecanismos fisioldgicos diversos, entre eles a
inflamacdo. PAR-4 s&o expressos em leucdcitos e sua ativagao por trombina ou por
tripsina parece estar envolvida com a ativacdo destas células, bem como nos
mecanismos proé-inflamatérios induzidos por estas proteases. No entanto, os
mecanismos envolvidos na regulagdo do recrutamento de leucécitos para o sitio
inflamatorio em resposta as serinoproteases ainda nao foram elucidados. Desta
forma, neste trabalho, investigou-se a participagdo da tripsina no recrutamento de
neutréfilos para a cavidade pleural de camundongos BALB/c, em resposta a
diferentes estimulos inflamatdrios, avaliando-se a importancia do PAR-4 no controle
deste processo. O pré-tratamento dos animais com aprotinina ou com o antagonista
seletivo de PAR-4, tcY-NH,, inibiu a migracdo de neutréfilos induzida por
carragenina ou por tripsina. O recrutamento de neutréfilos induzido pela tripsina foi
também inibido apo6s tratamento com antagonista de leucotriena(LT)Bs. A
administragao intrapleural de um peptideo ativador de PAR-4, LTB4 e interleucina
(IL)-8 também foram capazes de induzir o recrutamento de neutrdfilos para a
cavidade pleural. Em conclusdo, nossos resultados demonstram que a ativacédo de
PAR-4 exerce um papel importante na regulagdo do recrutamento de neutréfilos em
modelo de pleurisia experimental. Em conjunto, estes resultados expandem o
conhecimento da participagao de proteases na resposta inflamatoria, sugerindo uma

nova estratégia terapéutica para o seu controle, através do bloqueio de PAR-4.

PALAVRAS-CHAVE: PAR-4, recrutamento de neutrdfilos, carragenina, tripsina,

pleurisia.



ABSTRACT

Serine proteases act through the cleavage of the N-terminus cluster of G protein-
coupled receptors known as PARs (proteinase activated receptors). After the
cleavage, the remaining aminoacid chain acts like a ligand for its own receptors.
Those receptors are classified from 1 to 4, and this classification depends on two
factors: first, the cleavage spot in the N-terminal domain and second, on the serine
protease responsible for the cleavage. PARs are expressed on a vast array of cells
and are involved in various physiological mechanisms, being inflammation one of
them. PAR-4 are expressed on leukocytes and their activation by trombin or trypsin
seems to be involved with the activation of those cells, together with the pro-
inflammatory phenomena induced by these proteases. However, the regulation
process involved in the leukocytes recruitment to the inflammatory site in response to
the serine proteases has not been elucidated. In this way, the trypsin participation on
neutrophils recruitment to the pleural cavity of BALB/c mice in response to different
inflammatory stimuli was investigated in this work, assessing the PAR-4 importance
in the control of this process. Pre-treatment of the animals with aprotinin or with a
PAR-4 selective antagonist, tcY-NH,, inhibited neutrophils migration induced by
carrageenan or by trypsin, the neutrophils recruitment induced by trypsin equally
inhibited after a treatment with a leucotrien(LT)Bs antagonist. Intrapleural
administration of a PAR-4 activator peptide, LTB4, and interleucin (IL)-8 were also
capable of inducing neutrophils recruitment to the pleural cavity. In conclusion, our
studies demonstrate that PAR-4 activation plays an important role on the regulation
of neutrophils recruitment in the pleurisy experimental model. Altogether, these
results expand the knowledge of proteases participation in inflammatory response,
thus suggesting a new strategic therapy to its control, through PARs-4 blockade/

inhibition.

KEYWORDS: PAR-4, neutrophil recruitment, carrageenan, trypsin, pleurisy.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Proteases e Receptores Ativados por Proteases (PARS)

As proteases participam de inumeras fungdes fisiologicas importantes no
organismo, desde a digestdo intra e extra-celular de proteinas a processos como
inflamagéo, fibrindlise, resposta imune e coagulacdo sanguinea (Dash e
colaboradores, 2003), e sao classificadas em exo e endopeptidases de acordo com
a posicdo da ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia polipeptidica. As
exopeptidases atuam na porcédo final das cadeias polipeptidicas, em regides N e C
terminais, e as endopeptidases ou proteases como também sido conhecidas, clivam
ligacdes peptidicas entre as regides N-terminal e C-terminal da cadeia polipeptidica,
sendo essas classificadas de acordo com os seus mecanismos cataliticos (Bond e
Butler, 1987).

Recentemente, foi sugerida uma nova classificacdo em familias baseada na
similaridade dos aminoacidos das proteases (Rawlings e colaboradores, 2006) e no
seu mecanismo de catalise, sendo nomeadas em aspartico, metalo, cisteino, serino
e treonino-proteases (Ramachandran e colaboradores, 2008). As serinoproteases
constituem uma classe de enzimas proteoliticas caracterizada por um catalisador
unico, composto por uma triade de serina (Ser), histidina (Hist) e aspartato (Asp),
residuos capazes de hidrolisar ligagbes peptidicas (Rinderknecht, 1986). A maioria
das enzimas dessa familia sdo endopeptidases, tendo a tripsina, a quimiotripsina, a
elastase, a catepsina G de neutrdfilos, a proteinase C de leucdcitos e enzimas da
homeostasia e da coagulagdo, exemplos importantes (Rawlings e colaboradores,
2006).

Produzidas como precursores inativos (zimogénios), as serinoproteases sao
convertidas em enzimas fisiologicamente ativas através de um processo chamado
de "protedlise limitada" ou ativagdo de zimogénios (Walsh e Ahmad, 2002), sendo
que muitas respostas fisiolégicas mediadas por serinoproteases podem ocorrer
através da sinalizagcédo via PAR (Steinhoff e colaboradores, 2005). Em mamiferos,
atuam como moduladores da resposta imune durante a inflamagéo, além de regular
o balango fibrinolitico e hemostatico e degradar neuropeptideos envolvidos na

inflamagao neurogénica (Thomas e colaboradores, 1977).
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Esses receptores acoplados & proteina G sdo expressos de acordo com a
ordem cronoldgica da descoberta em PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4, sendo
expressos em uma variedade de células incluindo plaquetas, células endoteliais e
epiteliais, células das vias aéreas, neutréfilos e mononucleares, desencadeando
respostas como agregacgao plaquetaria, aumento intracelular de calcio, quimiotaxia e
proliferagao celular (Cocks e colaboradores, 2000).

Os membros da familia PAR distinguem-se dos demais receptores acoplados
a proteina G por sua peculiar caracteristica de ativacdo: apdés o reconhecimento
seletivo do receptor por uma serinoprotease, ha uma clivagem proteolitica dos sitios
especificos da porgdo N-terminal extracelular do receptor. Apdés a clivagem, é
exposta uma nova sequéncia N-terminal que, finalmente, agindo como um ligante
ancorado ativa o proprio receptor desencadeando eventos de sinalizacdo celular
(Hollenberg e colaboradores, 2004; Coughlin, 2000; Steinhoff e colaboradores, 2005)
(Figura 1). Dessa forma, ao contrario dos agonistas convencionais, a atividade
proteolitica € requerida para a sua ativagao. Estudos de Vu e colaboradores, em
1991, mostraram que uma mutacdo no local da clivagem torna o receptor nao
responsivo a acado das proteases, sendo a ativagao proteolitica irreversivel e, uma
vez clivados, os receptores sdo degradados em lisossomos (Reed e colaboradores,
2004).

Proteases também podem regular negativamente a ativagdo e clivagem de
PARs através do desarme do receptor por clivagem de uma sequéncia de
aminoacidos que ativa um sitio responsavel pela remogéo da porg¢ao ligante. Assim,
esses receptores continuam respondendo aos agonistas PAR, mas ndo conseguem

sinalizar em um ambiente fisiolégico (Ramachandran e colaboradores, 2008).
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Proteases A

PAR,: NATLDPR/SFLLRNPNDKYEPFWEDEEKNES....
PAR,: NRSSKGR/SLIGKVDGTSHVTGKGVTVETVFS...
PAR,: KPTLPIK/TFRGAPPNSFEEFPFSALEGWTGA...
PAR,: SILPAPR/GYPGQVCANDSDTLELPDSS..

Sequiéncia Especifica de Aminoacidos

Ligante Especifico Exposto

PAR,: SFLLRNPNDKYEPFWEDEEKNES...
PAR,: SLIGKVDGTSHVTGKGVTVETVFS....
PAR,: TFRGAPPNSFEEFPFSALEGWTGA...
PAR,: GYPGQVCANDSDTLELPDSS..........

g
§188481588

Clivageme ativagiao do receptor

PAR,: TFLLR-NH, (h)

PAR,: SLIGKV-NH, (h), SLIGRL-NH, (h, m, r), 2F-LIGRL-NH, (h, m, r,)

PAR,: TFRGAP (Doesnot activate PAR,)

PAR,: GYPGQV-NH, (m), AYPGQV-NH, (h), GYPGKF-NH, (m,r) AYPGKF-NH, (m,r)

Clivageme ativagdo do receptor

Figura 1. Mecanismo de ativagao dos PAR. (A) Ocorre clivagem do receptor, por uma
serinoprotease, na por¢do N-terminal liberando um ligante especifico (TL). (B) Ativagédo da
sinalizagdo do PAR, por manipulagdo exdgena de peptideo agonista PAR sintético (AP),
sem a necessidade da clivagem proteolitica (Adaptado de Ramachandran e colaboradores,
2008).

A descoberta de que serinoproteases exercem seus efeitos por meio da agao
proteolitica em receptores despertou um maior interesse por essas enzimas quanto
aos seus papeis como reguladores de mecanismos inflamatérios bem como em

outros fendmenos bioldgicos.
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O desenvolvimento de peptideos sintéticos capazes de clivar ou nao,
sequéncias especificas do grupamento N-terminal vem permitindo o
desenvolvimento de novos estudos sobre o papel de determinadas serinoproteases
na regulagao de fenébmenos bioldgicos.

Assim, os PARs, com excecdo de PAR-3, também podem ser ativados por
uma curta sequéncia de peptideos sintéticos, semelhante a sequéncia revelada pelo
ligante especifico (Scarborough e colaboradores, 1992). Essa sequéncia,
usualmente compreendida por seis ou mais aminoacidos, é especifica para cada
receptor, por isso a sintese de peptideos agonistas tem sido ferramenta essencial na
elucidagao de acédo dos PARs.

Outro aspecto importante do novo mecanismo de ativagao desses receptores
€ que uma molécula de protease agonista € capaz de ativar multiplos receptores, em
contraste com a maioria dos eventos mediados por receptores convencionais, nos
quais a ocupacdo do receptor pelo ligante é necessaria para manter um estado
ativo. Assim, as respostas dos eventos mediados por essas proteases sao
fortemente influenciadas pela concentragao do receptor.

A inducgédo de pleurisia em murinos constitui um modelo de inflamac&o aguda
bem estabelecido, sendo utilizada para o estudo de drogas com potencial em reduzir
parametros inflamatérios como formacao de exsudato, extravasamento de proteinas
ou migracado de leucdcitos para tecidos inflamados (Ackerman e colaboradores,
1980). O modelo é caracterizado pelo rapido influxo de polimorfonucleares, seguido
pela infiltracdo de mononucleares, para a cavidade pleural dos animais (Murai e
colaboradores, 2003). Esse processo € regulado tanto por células mononucleares
residentes (Cailhier e colaboradores, 2006) como também pelo mesotélio (Antony,
2003), o qual é constituido por células epiteliais e forma a pleura, membrana que
envolve o pulmao.

Tanto o tecido mesotelial como as células mononucleares residentes
funcionam como gatilhos da resposta inflamatoria, uma vez que, apos alguma leséo
liberam mediadores lipidicos, aminas e citocinas que irdo atuar ativando outras
células, recrutando leucécitos da circulagdo, além de promover a expressdo de
moléculas de adesao tanto nas células do endotélio vascular como nos leucdécitos
(Antony, 2003; Cailhier e colaboradores, 2006). Dessa forma, o modelo de pleurisia

sera uma importante ferramenta no estudo da participagao da tripsina e do PAR-4 no
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recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural induzido por diferentes

estimulos inflamatorios.

1.2 Papel dos PARs na Inflamacao

A disponibilidade de agonistas e antagonistas seletivos, inibidores de
proteases e modelos genéticos reunem evidéncias que sugerem que proteases e
seus receptores estdo envolvidos na regulacdo de importantes aspectos da
inflamagdo como, por exemplo, na atividade de células endoteliais (McDougall e
colaboradores, 2009), no recrutamento in vivo de leucocitos (Houle e colaboradores,
2005) e na liberacdo de citocinas (Schmidlin e colaboradores, 2001; Slofstra e
colaboradores, 2007; Smith e colaboradores, 2009).

Receptores ativados por proteases 1, 3 e 4 foram os primeiros alvos
identificados para a trombina, mas também podem ser ativados por tripsina ou
catepsina G(CG). Por outro lado, PAR-2 é resistente a trombina, porém responde a
tripsina e a varias outras serinoproteases, incluindo triptase, proteinase-3 de
leucdcitos (PR3), enzimas derivadas de bactéria (Ossovskaya e colaboradores,
2004; Coughlin, 2000), além de proteases reguladoras da coagulacéo, fatores Vlla e
Xa (Camerer e colaboradores, 2000; Kawabata e colaboradores, 2000; Houle e
colaboradores, 2005).

Cada receptor tem se mostrado capaz de modular diferentes processos
relacionados ao desenvolvimento da resposta inflamatéria. Desta forma, PAR-2,
expresso em células endoteliais, epiteliais e no musculo liso de uma variedade de
orgaos (Déry e colaboradores, 1998), desencadeia respostas celulares tais como
reparo e injuria tecidual, angiogénese, recrutamento celular e percepgdo da dor
(Macfarlane e colaboradores, 2001; Coughlin e colaboradores, 2003).

Muitos efeitos bioldégicos dos agonistas de PAR-2 s&o pro-inflamatorios,
incluindo vasodilatacdo dependente de Oxido nitrico, extravasamento de proteinas
plasmaticas, infiltracdo de neutréfilos e secreg¢ao de citocinas pro-inflamatorias. Além
disso, agonistas de PAR-2 promovem rolamento de leucécitos em células endoteliais
(Vergnolle, 1999), sendo que elevado rolamento observado apds procedimentos
cirurgicos €& notavelmente diminuido em camundongos deficientes de PAR-2

(Lindner e colaboradores, 2000).
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Nas vias aéreas, o papel pré-inflamatério de agonistas PAR-2 esta
relacionado com a liberagdo de metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9) e fator
estimulador de colénia para macréfagos e granulécitos (GM-CSF), promovendo a
sobrevivéncia de eosindfilos (Vliagofts e colaboradores, 2001), células com alta
afinidade por esse receptor (Miike e colaboradores, 2001).

Os receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4 também desempenham importantes
papéis sinalizadores, funcionando muitas vezes de forma integrada. A trombina,
apesar da alta afinidade por PAR-3, ndo é capaz de ativar mecanismos de
transducdo de sinais intracelulares. Sendo assim, apdés a sua ligacdo, PAR-3
funciona como um co-fator para a ativacdo de PAR-1 ou PAR-4 (Sambrano e
colaboradores, 2001; McLaughlin e colaboradores, 2007), sendo que, muitas ag¢des
fisiologicas da trombina envolvem células endoteliais, plaquetas e leucdcitos,
resultado da ativagdo de PAR-1, PAR-4 ou ambos (Cirino e colaboradores, 2000).

A trombina se liga a PAR-1 em dois sitios na por¢cdo N-terminal extracelular
do receptor que se estendem no sitio de clivagem. Assim, PAR-1 é clivado entre
Arg-41 e Ser-42 e expde um novo dominio ligante N-terminal com a sequéncia
SFLLRN. Esse interage com dominios extracelulares do receptor, que altera a sua
conformacao permitindo o acoplamento as proteinas G. PAR-3 também contém os
locais de ligacdo da trombina, porém PAR-4 carece de tais sitios e, por isso,
responde apenas a altas concentragdes dessa protease (Schmidlin e Bunnett, 2001).

Entre as repostas para a ativacdo dos PARs pela trombina podem ser citadas
propriedades pro-inflamatorias como aumento da permeabilidade vascular,
desgranulagdo de mastdcitos, quimiotaxia para neutréfilos, liberagdo de citocinas,
entre outras (Vergnolle e colaboradores, 2002). Também foi demonstrado que a
trombina € capaz de induzir rolamento e adesdo de leucécitos no endotélio vascular
(Toothill e colaboradores, 1990), provavelmente por ativagado de PAR-1 (Zimmerman
e colaboradores, 1994).

Além disso, em plaquetas, a ativagcdo de PAR-1 por trombina pode amplificar
a resposta inflamatoéria e/ou o recrutamento de células inflamatérias através da
producdo de mediadores como serotonina e prostaglandina (Coughlin, 2000), além
da producédo endotelial de interleucina (IL)-6 e interleucina (IL)-8 (Asokananthan e
colaboradores, 2002; Ossovskaya e colaboradores, 2004).

O receptor ativado por protease 4 (PAR-4) foi primeiro descrito como um

importante receptor ativado pela trombina, para a agregagdo de plaquetas em
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humanos e em camundongos (Kahn e colaboradores, 1998). Camundongos
deficientes para o gene que expressa PAR-4 apresentavam aumento no tempo de
sangramento, enfatizando a importancia deste receptor na sinalizagao para eventos
de coagulagdo in vivo (Sambrano e colaboradores, 2001). Além do papel de
agregacao plaquetaria induzida pela trombina, estudos tém demonstrado os efeitos
de agonistas de PAR-4 no recrutamento de leucdcitos e extravasamento de plasma
(Vergnolle e colaboradores, 2002).

A expressao de PAR-4 € bem caracterizada em células do epitélio respiratorio
(Lan e colaboradores, 2000), na superficie de neutrofilos de ratos (Vergnolle e
colaboradores, 2002), figado, intestino delgado, pancreas, placenta, tiredide,
préstata, megacariécitos (Hoogerwerf e colaboradores, 2002; Xu e colaboradores,
1998; Marcfarlane e colaboradores, 2001) e articulagbes (McDougall e
colaboradores, 2005).

A importancia da ativacdo de PAR-4 nas vias aéreas se da pela regulagdo da
resposta inflamatodria, no recrutamento de células (Cocks e colaboradores, 2001),
além de remodelamento do tecido pulmonar (Lan e colaboradores, 2000). Estudos in
vitro acrescentaram o papel de PAR-4 na sinalizacdo para a liberacdo de
mediadores como citocinas e prostaglandinas (Asokananthan e colaboradores,
2002; Mule e colaboradores, 2004).

O PAR-4, na articulagdo do joelho do camundongo, parece ser
essencialmente pro-inflamatoério (McDougall e colaboradores, 2009), enquanto no
trato gastrointestinal e em seus aferentes sensoriais, baixas doses de seu agonista
inibem o desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia in vivo e o influxo de Ca*? frente
a diversos estimulos in vitro (Augé e colaboradores, 2009).

A tripsina, uma das serinoproteases melhor caracterizada até o momento,
exerce suas fungbes através da ativagdo de PAR-2 e PAR-4 (Cottrel e
colaboradores, 2004; Macfarlane e colaboradores, 2001), mediando efeitos
inflamatorios e nociceptivos. Embora produzida pelo pancreas a fim de degradar as
proteinas da dieta no intestino, a tripsina também esta presente no sistema nervoso
e em células epiteliais da pele, eséfago, estbmago, intestinos grosso e delgado,
pulmao, figado e rim, bem como nos leucocitos do bago, de seres humanos e de
camundongos (Koshikawa e colaboradores, 1998), onde desempenha diversas
acdes pela ativacdo dos PARs. Tanto a tripsina como agonistas de peptideos

ativadores de PAR-2 induzem a producédo de neuropeptideos como a substancia P
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(SP) e peptideos relacionados ao gene da calcitonina (CGRP) de neurdnios
aferentes espinais, com consequente formacao de edema na pata dos ratos in vivo
(Steinhoff e colaboradores, 2005).

Além da tripsina e da trombina, outras proteases importantes na ativagao de
PAR-4 séo as proteases de neutréfilos. Essas células armazenam uma variedade de
proteases (catepsina G, elastase e proteinase-3) nos granulos azurdfilos (Korkmaz e
colaboradores, 2010). A catepsina G é liberada dos neutrofilos ativados e causa
agregagcdo plaquetaria que pode ser mediada pelo PAR-4 (Vergnolle e
colaboradores, 2002).

Portanto, espera-se que a compreensao da estrutura de cada PAR, bem
como dos mecanismos envolvidos na sua clivagem e ativacdo em diferentes
modelos experimentais, possa contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias farmacoldgicas para o tratamento de doengas onde as proteases estédo

envolvidas e apresentam papel relevante dentro do processo fisiopatoldgico.
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2. JUSTIFICATIVA

Alguns trabalhos tem mostrado que o bloqueio de PAR-4 pode ser util para o
tratamento de edema e recrutamento de granuldcitos (Houle e colaboradores, 2005)
e da inibigdo do recrutamento de neutréfilos em diferentes tecidos sobre o modelo
de inflamacgdo sistémica induzido por LPS (lipopolissacarideo da membrana de
bactérias) (Sjoukje e colaboradores, 2007), além de reduzir a inflamacao na pata de
camundongos induzido pela carragenina, sugerindo que a ativagcdo enddgena de
PAR-4 contribui para a resposta inflamatéria nesse modelo (Houle e colaboradores,
2005).

Além disso, também foi demonstrado que peptideos agonistas de PAR-4 podem
mediar a formagcdo de edema na pata de ratos independente da liberacdo de
neuropeptideos dos neurdnios sensoriais e de desgranulagdo de mastdcitos
(Hollenberg e colaboradores, 2004). Estes estudos suportam a participagdo de PAR-
4 na inflamagao, e em particular no controle do recrutamento de neutrofilos, bem
como das proteases endogenas e peptideos agonistas que o ativam, porém até o
momento, 0s mecanismos e as serinoproteases envolvidas neste processo ainda
nao estdo muito bem esclarecidos.

Dessa forma, propomos investigar a contribuicdo deste receptor e o papel da
tripsina na modulagdo do recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural em

modelo de pleurisia.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da tripsina e da ativacdo de PAR-4 no recrutamento de

neutroéfilos para a cavidade pleural de camundongos BALB/c.

3.1 Objetivos especificos:

* Caracterizar a migragao de neutréfilos para a cavidade pleural em modelo de
pleurisia;

* Avaliar a capacidade da tripsina e do peptideo ativador de PAR-4 (AY-NHz) em
induzir o recrutamento de neutrofilos para a cavidade pleural;

* Avaliar a importédncia de PAR-4 sobre a migragdo de neutréfilos na pleurisia

induzida por carragenina, tripsina e interleucina-8 (IL-8).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com 6 a 8 semanas e
massas de 20 a 25 gramas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO), ICB,
UFMG. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo que
racdo e agua foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos utilizando
animais foram analisados, estdo de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal, e foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG, protocolo n® 005/2011) (Anexo A).

4.2 Drogas e reagentes

* PBS (Tampao fosfato salino) - Veiculo;

» Carragenina A tipo IV (Sigma, EUA) - Estimulo inflamatorio;

* Interleucina (IL)-8 (PeproTech, EUA) - Quimiocina pro-inflamatoria;

* Leucotriena (LT)-B4 (Cayman chemical - Ann Arbor, MI, EUA) - Agente
quimiotatico para leucacitos;

* U75302 (6-(6- (3R- hydroxy- 1E, 5Z- undecadien- 1- yl)- 2- pyridinyl)- 1, 5S-
hexanediol) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) - Antagonista do
receptor de LTB4 (LTB+);

* Tripsina (Sigma, EUA) - Serinoprotease;

* Aprotinina (Sigma, EUA) - Inibidor n&o seletivo de proteases;

* AY-NH; (Tocris Bioscience - Bristol, Reino Unido) - Peptideo agonista seletivo
de PAR-4;

* tcY-NH;, (Tocris Bioscience - Bristol, Reino Unido) - Peptideo antagonista
seletivo de PAR-4;

* Fosfato dissodico de dexametasona (Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A,
Brasil) — Antiinflamatorio esteroidal,

* Giemsa (QEEL-Quimica Especializada Erich Ltda, Brasil) - Corante para

microscopia;
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* May Grunwald (Dindmica Contemporanea Ltda, Brasil) - Corante para
microscopia;

* Violeta de Genciana (Vetec Quimica fina Ltda, Brasil) - Preparo de solugéo
diluidora de leucocitos;

» Acido acético glacial P.A (Vetec Quimica fina Ltda, Brasil) - Preparo de
solucgdes;

* BSA (Calbiochem, EUA) - Albumina de soro bovino tipo V;

* BSA (Calbiochem, EUA) - Albumina de soro bovino tipo V, livre de acidos

graxos, nucleases e proteases.

4.3 Preparo de solugoes

4.3.1 Solugao de PBS

Foi preparada uma solugdo tampédo de PBS pH 7,4 (Na;HPO4 8,1 mM,
KH2PO4 1,84 mM, NaCl 0,14 M e KCI 2,68 mM).

Fosfato dibasico de sodio 1,159
Fosfato monobasico de potassio 250,00 mg
Cloreto de sodio 8,20 g
Cloreto de potassio 200,00 mg
Agua destilada 1.000,00 mL

O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de acido fosférico 0,1 M e, em
seguida, a solugao foi esterilizada por autoclavagcéo a 120 °C, 2 ATMs durante 20

minutos, estando assim pronta para ser utilizada.
4.3.2 Solugao de albumina bovina (BSA)
A solugéo de BSA 3% (p/v) foi preparada em PBS e congelada a temperatura

de -20 °C. No dia do experimento, a solugdo era retirada do congelador, colocada

em repouso em temperatura ambiente, sendo utilizada apds descongelamento.
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4.3.3 Solugao diluidora de leucécitos (TurK)

A solucdo de Turk, utilizada para a lise de hemacias na contagem total de

neutrofilos, obedeceu as seguintes proporgoes:

Violeta genciana 100 mg
Acido acético glacial 30 mL
Agua destilada 70 mL

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solugdo contendo agua

destilada e acido acético glacial.

4.4 Tratamentos Farmacoloégicos

Imediatamente antes da sua administragdo, as drogas foram devidamente
preparadas com base nas concentragdes desejadas para a realizagdo de cada
protocolo. As seringas de 1 mL com agulhas 13 x 3 mm foram utilizadas, através do
uso de ponteiras adaptadas, passando a medir aproximadamente 3 mm de
comprimento a fim de ndo aprofundar na cavidade pleural além do necessario para a
administragdo das drogas. A agulha foi introduzida do lado direito da cavidade
toracica dos camundongos para realizagdo da injegdao do estimulo, e um volume
igual de PBS (100 uL) foi injetado nos animais do grupo controle. Todos os animais
foram submetidos a eutanasia em cadmara de CO; imediatamente antes da coleta do

lavado para contagem de leucdcitos.

4.4.1 Preparo da suspensao de carragenina

Foram preparadas suspensdes de carragenina (30, 100, 300 pg/0.1 mL) em
PBS estéril. Foi feita uma solugédo estoque (300 ug/0.1 mL) e a partir dessa foram
feitas as diluigdes para a obtengdo das demais doses. Apos a construgdo de uma
curva dose resposta (Figura 03), a suspenséo de carragenina com concentragao de

30 pg/0.1mL foi escolhida para a realizagdo dos protocolos posteriores.
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4.4.2 Preparo da solugao de aprotinina

Para a construcdo da curva dose resposta da aprotinina foram utilizadas
doses de 10, 30 e 100 ng/0.1 mL. Para isso, foi feita uma solugdo estoque de
aprotinina 5 mg/mL em PBS estéril, de onde foram pipetadas aliquotas suficientes
para fazer as solugbes com as respectivas concentragdes. Apos a construgcado da
curva dose resposta (Figura 04), a solugdo de aprotinina com concentragdo de 100

Mg/0.1mL foi escolhida para a realizagdo dos protocolos posteriores.

4.4.3 Preparo da solucgao de tripsina

As concentragdes de tripsina utilizadas na curva dose resposta foram 0.1, 1.0
e 10 pg/0.1 mL (Figura 05). Sendo assim, foram diluidos 100 mg de tripsina em 1
mL de PBS estéril de onde foram retiradas aliquotas para fazer as solu¢gdes com as
doses citadas. ApOs a construgdo da curva, a suspensdao de tripsina com
concentragdo de 10 ug/0.1mL foi escolhida para a realizagdo dos protocolos

posteriores.

4.4.4 Preparo da solucao de tcY-NH,

A construgédo da curva dose resposta do tcY-NH; foi feita com as doses de
0.1, 0.3 e 1.0 ug/0.1mL (Figura 08) e apds a realizacdo da mesma, a dose de 1.0
Mg/0.1mL foi a escolhida para o seguimento dos protocolos posteriores.

Pesou-se 1 mg de tcY-NH; e dilui-se em 1 mL de PBS estéril. Dessa solugéo
estoque foram pipetadas aliquotas suficientes para o preparo das solucdes

descritas.

4.4.5 Preparo da solugao de U75302

Foram pipetadas aliquotas da solugao estoque para produzir as solugdes de
U75302 3 pg/0.1mL, dose testada e mantida para a realizacdo dos protocolos
posteriores. De acordo com o fabricante a solubilidade do U75302 em PBS estéril

(pH 7.2) é aproximadamente 80 ug/ml.
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4.4.6 Preparo da suspensao de AY-NH;

Para a construgao da curva dose resposta do AY-NH, foram utilizadas doses
de 0.1, 1.0 e 10.0 ug/0.1mL (Figura 14). Foram pesados 1 mg da droga e diluidos
em 1 mL de PBS estéril, resultando em uma solu¢cdo estoque de onde foram

pipetadas as aliquotas necessarias a construgao da curva dose resposta.

4.4.7 Preparo da solugcao de LTB,4

O LTB4 é soluvel em PBS (pH 7.2) na concentracdo de 1 mg/ml. A solugéo de
LTB4 (500 ng/0.1 mL) (Klein e colaboradores, 2001) foi preparada a partir da diluigdo
de uma solugao estoque de LTB4 (50 pug/500 pyL) em PBS estéril.

4.4.8 Preparo da solugao de IL-8

A solugdo de IL-8 (60 ng/0.1 mL) (Ramos e colaboradores, 2003) foi
preparada a partir da diluicdo de uma solugéao estoque de IL-8 (1 pg/1 yL) em uma

solugédo de PBS + BSA (0,1%) livre de acidos graxos, nucleases e proteases.

4.4.9 Preparo da solugao de Dexametasona

A dose de dexametasona utilizada foi de 0.5 mg/Kg e os animais
apresentaram peso médio de 26 g. Dessa forma, foram pipetados 32 yL da solugéo
de dexametasona comercial (4 mg/mL) e acrescentados 968 uL de PBS estéril,
resultando em uma solugdo com a concentragdo desejada da droga por kg de

animal.
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4.4.10 Pré-tratamentos dos animais com aprotinina (inibidor de protease), tcY-
NH: (antagonista PAR-4), U75302 (antagonista LTB4) e AY-NH, (agonista PAR-

4) e a indugao da pleurisia por diferentes agentes flogogénicos

A fim de avaliar a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural de
camundongos, os animais foram submetidos ao pré-tratamento com aprotinina ou
tcY-NH, ou U75302 30 minutos antes da reagao de pleurisia induzida por injecéo
intrapleural (i.pl.) de 100 yL das seguintes solu¢des flogogénicas: carragenina (30
Mg/0.1 mL) ou tripsina (10 pug/0.1 mL) ou LTB4 (500 ng/0.1 mL) ou IL-8 (500 ng/0.1
mL) ou AY-NH; (Figura 2).

Carragenina
Tripsina
LTB,
IL-8
AY-NH,
P e p———————————————— 4
S N D I
-1/4 0 1 2 3 4horas
Aprotinina Sacrificio
tcY-NH,
U75302

Figura 2. Esquema representando o pré-tratamento dos camundongos com aprotinina, tcY-

NH,, U75302 e AY-NH;, bem como os estimulos flogogénicos.

Inicialmente, foi construida uma curva dose resposta para carragenina (30,
100, 300 pg/0.1 mL), aprotinina (10, 30 e 100 pg/0.1 mL), tripsina (0.1, 1.0, 10 ug/0.1
mL), tcY-NH, (0.1, 0.3 e 1.0 pg/0.1 mL), U75302 ( 0.1, 1.0 e 10.0 ug/0.1 mL) e AY-
NH2 (0.1, 1.0 e 10 pg/0.1 mL) 0.1 mL (i.pl.), conforme apresentado na segédo de
resultados. Para os mediadores inflamatorios especificos LTBs e IL-8 foram

utiizadas as doses de 500 ng/cavidade/0.1 mL e 60 ng/cavidade/0.1 mL,
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respectivamente, de acordo com Klein e colaboradores (2001) e Ramos e
colaboradores (2003). A dexametasona, antiinflamatorio usado para avaliacdo da
migragdo com IL-8 foi utilizada na dose de 0.5 mg/kg do camundongo. Em todos os
protocolos, os animais foram eutanasiados em camara de CO, 4 horas apos a
administragdo do agente inflamatério, com excegdo do tratamento com a tripsina
onde foram realizadas duas curvas tempo resposta: na primeira, os animais foram
sacrificados apds 4 horas e na segunda apds 48 horas apos o estimulo, a fim de

avaliar a presenca de neutréfilos nesses tempos.

4.5 Avaliacao do numero de leucoécitos presentes na cavidade pleural

Para a coleta dos leucdcitos, depois de eutanaziados, os animais tiveram a
cavidade toracica aberta para a coleta do lavado pleural com 2 mL de BSA/PBS
(1:100). O lavado foi centrifugado (4 °C a 100xg) por 4 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e as células ressuspensas com BSA (3%).

Os leucécitos obtidos apos a centrifugagdo foram utilizados para realizar as
contagens total e diferencial. Para isto, 20 pL da solugdo ressuspensa com BSA
(3%) foram colocados em um tubo contendo 180 pL da solugdo de Turk e, em
seguida, uma aliquota foi retirada e colocada em uma cédmara de Neubauer (Brand)

para contagem total de leucécitos em microscopio éptico.

4.6 Avaliacao diferencial dos leucécitos presentes na cavidade pleural

Para realizar a contagem diferencial, 40-50 pyL da solugdo ressuspensa com
BSA (3%), foram adicionados em um Citospin (Fanem), 100 rpm por 40 segundos,
abastecido com laminas de vidro. Apds a secagem, as laminas foram coradas com
solugbes de Giemsa & May Grunwald e utilizadas para realizagdo da contagem
diferencial de leucdcitos em microscopio optico com objetivo de imersao em 6leo,
com aumento de 1.000 vezes. O numero de leucocitos encontrados foi expresso na
forma de células por cavidade x10*.

A avaliagao dos tipos celulares presentes na cavidade pleural dos animais foi
realizada através da analise das laminas histoldgicas obtidas a partir dos lavados
pleurais. Para isto, as laminas foram coradas com May-Grunwald & Giemsa, sendo o

corante Giemsa diluido na propor¢édo de uma gota de corante para 1 mL de agua
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destilada. Assim, as laminas foram colocadas sobre um suporte especifico e com
auxilio de uma pipeta plastica foram adicionadas aproximadamente 50 gotas do
corante May-Grunwald. Apds 3 minutos foram acrescentados aproximadamente 50
gotas de agua destilada sobre as laminas, seguido de mais 1 minuto de intervalo.
Imediatamente apos, as laminas foram escorridas e, sem lavar, foram colocadas
aproximadamente, 50 gotas do corante Giemsa diluido (1 gota por mL de agua
destilada). Ap6s um intervalo de 30 minutos, as laminas foram lavadas em agua
corrente e colocadas em posigao vertical a temperatura ambiente para secagem. As
laminas foram analisadas com auxilio de microscopio 6ptico e o numero de
leucdcitos encontrados foi expresso na forma de células por cavidade x10%, como

descrito anteriormente.

4.7 Analise Estatistica

A construcdo dos graficos e as anadlises estatisticas foram realizadas com
auxilio dos programas GraphPad Prism 5 e SigmaStat 3.5, respectivamente. Os
dados foram analisados por meio da analise de variancia simples, one-way ANOVA,
seguidas pelo teste Newman-Keuls, que compara todos 0s grupos experimentais
entre si, além de evitar o surgimento de erro tipo | na analise experimental. Os
resultados foram expressos como media + erro padrdo da média e comparados com
os resultados dos grupos controles. Foram consideradas estatisticamente

significativas as diferengas com p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacao da dose de carragenina a ser utilizada nos experimentos de

pleurisia

Inicialmente, foram realizados experimentos com o objetivo de determinar a dose
de carragenina eficaz em induzir o recrutamento de neutrofilos para a cavidade
pleural dos animais. As administragbes de carragenina nas doses de 30, 100 e 300
ug/cavidade aumentaram de maneira dose dependente, o numero total de
leucécitos, bem como o numero de neutréfilos na cavidade pleural dos
camundongos (Figura 3), mas ndo de células mononucleares (Tabela 1) em relagcéo
aos valores basais destas células quando avaliado 4 horas apdés a sua
administragdo. Com base neste resultado, a dose de 30 ug de carragenina/cavidade

foi utilizada nos experimentos de pleurisia induzida por esse estimulo.
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Figura 3. Curva dose-resposta de carragenina para a migragao de neutréfilos para a
cavidade pleural de camundongos BALB/c. Os camundongos foram tratados com
carragenina (30, 100 e 300 pg/cavidade, via i.pl) e o0 numero de neutréfilos foi avaliado 4
horas apds. As barras representam média + e.p.m de 7 a 12 animais por grupo. *p<0.05,
**p<0.01 e ***p<0.001 em relagao ao grupo controle.

Tabela 1: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4 horas apos

administragao i.pl. de diferentes doses de carragenina.

Carragenina (ug/cavidade)
PBS 30 100 300
Total 14+01 | 4704 | 6.220.7 12.0+1,5
Neutréfilos 0.8+0,1 36+03 | 5207 106 +1.2"
Mononucleares 0.5+01 1.1+0.2 1.0+ 0.1 15204

Os valores representam a média e o erro padréo da média x 10* células. *p<0.05, **p<0.01 e
***p<0.001 em relagéo ao grupo controle (PBS).n=7 a 12.
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5.2 Avaliagao da participagao de serinoproteases na migragao de neutréfilos

induzida pela carragenina

A fim de avaliar o envolvimento de serinoproteases na pleurisia induzida pela
carragenina, os camundongos foram pré-tratados com aprotinina (10, 30 e 100
ng/cavidade) i.pl. 30 minutos antes da injec&o i.pl. de carragenina (30 pg/cavidade).
O pré-tratamento dos animais com aprotinina inibiu o recrutamento de neutrofilos
para a cavidade pleural dos animais desafiados com carragenina (Figura 4). O
numero de células mononucleares também foi reduzido pelo pré-tratamento com
aprotinina (Tabela 2). Diante desses resultados, adotou-se para os procedimentos

posteriores a dose de 100 ng de aprotinina/cavidade.
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Figura 4. Efeito induzido pela aprotinina sobre o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade pleural de camundongos BALB/c induzido por carragenina. Os camundongos
foram pré-tratados com aprotinina (10, 30 e 100 ng/cavidade, via i.pl.) 30 minutos antes da
injecao de carragenina (30 pg/cavidade) e o numero de neutrofilos foi avaliado 4 horas apos
o desafio. As barras representam média + e.p.m de 10 a 12 animais por grupo. *p<0.001 em
relacdo ao grupo nado desafiado com carragenina, *p<0.001 em relagdo ao grupo desafiado
com carragenina.

Tabela 2: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta a
injecdo i.pl. de diferentes doses de aprotinina em pleurisia experimental induzida por

carragenina (30 pg/cavidade).

Carragenina (30 pg/ cavidade)

Aprotinina (ng/cavidade)
PBS + PBS PBS 10 30 100
Total 37+06 [140+14"[93+12°[104+1.0*| 6.5+0.9*
Neutrofilos 19403 [11.2+1.0°[76+1.0*| 83+0.9* 52 +0.8*
Mononucleares | 1.7+0.3 | 3.2+05" [16+02*|20+02* | 1.6+0.3*

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. Para Total e
Neutréfilos: #p<0.001 em relagdo ao grupo ndo desafiado com carragenina (controle),
*p<0.001 em relagdo ao grupo desafiado com carragenina. Para mononucleares: 'p<0.05
em relagao ao grupo nao desafiado com a carragenina e *p<0.05 e **p<0.01 em relagcéo ao
grupo tratado com carragenina. n= 10 a 12.
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5.3 Capacidade da tripsina em induzir recrutamento de neutréfilos para a

cavidade pleural

A administracdo de tripsina na dose de 0.1 pg/cavidade n&o aumentou
significativamente o numero de neutrdfilos na cavidade pleural dos camundongos 4
horas apés a sua administragao (Figura 5). As doses de 1 e 10 pg/cavidade, por
sua vez, apresentaram um aumento de maneira dose dependente do numero de
neutréfilos na cavidade pleural . Nao houve variagdo significativa do numero de
células mononucleares em relacdo aos valores basais dessas em nenhuma das
doses administradas (Tabela 3). Diante desse resultado, a dose de 10 ug/cavidade
foi adotada para ser utilizada nos experimentos posteriores de pleurisia induzida por
tripsina.

O mesmo protocolo foi realizado a fim de avaliar o numero de neutréfilos na
cavidade pleural dos camundongos 48 horas apds a administragcdo de tripsina.
Observou-se que, apods esse intervalo de tempo, ndo houve alteracdo do numero de
neutrofilos na cavidade pleural em relacdo aos valores basais desses em resposta
ao estimulo administrado na dose de 0.1 ug/cavidade (Figura 6). Além disso,
observou-se que nas doses de 1 e 10 pg/cavidade o numero de neutréfilos estava
reduzido em relagdo aos seus valores basais e que ndo houve alteragao significativa

em relacdo ao numero de células mononucleares (Tabela 4).
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Figura 5. Curva dose-resposta da tripsina para a migracdo de neutréfilos para a
cavidade pleural de camundongos BALB/c. Os camundongos foram desafiados com
tripsina (0.1, 1.0 ou 10 pg/cavidade) por via intrapleural e o numero de neutréfilos foi
avaliado 4 horas apds. As barras representam media £ e.p.m de 9 a 12 animais por grupo.

*p<0.01 e **p<0.001 em relagéo ao grupo controle.

Tabela 3: Leucocitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4 horas apos

administragao i.pl. de diferentes doses de tripsina.

Tripsina (pg/cavidade)
PBS 0.1 1.0 10.0
Total 1.6+0.1 1.8+0.3 20+0.2* 26+04*
Neutrdfilos 0.02+0.004 | 0.06 £0.02 | 0.3+0.05* 1.2+0.4*
Mononucleares 1.6+0.1 1.7+0.3 1.7+0.2 1.5+0.2

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.01 e

**p<0.001 em relagao ao grupo controle. n=9 a 12.
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Figura 6. Curva dose-resposta da tripsina para a migragao de neutréfilos na cavidade
pleural de camundongos BALB/c. Os camundongos foram desafiados com tripsina (0.1, 1
ou 10 pg/cavidade) por via intrapleural e o numero de neutréfilos foi avaliado 48 horas apos
a injecao de tripsina. As barras representam média + e.p.m de 6 animais por grupo. *p<0.01
e **p<0.001 em relagao ao grupo controle.

Tabela 4: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 48 horas apos

administragao i.pl. de diferentes doses de tripsina.

Tripsina (pg/cavidade)
PBS 0.1 1.0 10.0
Total 3.8+1.3 3.8+04 27+05 3.0+£0.2
Neutrofilos 0.2 +0.01 0.2+0.01 0.07 £ 0.02* 0.04 + 0.006**
Mononucleares | 3.7 £1.3 3604 27105 3.0+£0.2

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.01

**p<0.001 em relagao ao grupo controle. n=6.
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5.4 Avaliacao do pré-tratamento com aprotinina no recrutamento de neutréfilos

induzido por tripsina

Os camundongos foram pré-tratados com aprotinina (100 ng/cavidade), dose
escolhida apds plotagem da curva em pleurisia induzida por carragenina, 30 minutos
antes da administragdo de tripsina (10 pg/cavidade). O pré-tratamento com a
aprotinina reduziu significativamente o numero de neutréfilos na cavidade pleural

induzido pela tripsina (Figura 7), bem como o de células mononucleares (Tabela 5).
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Figura 7. Efeito induzido pelo pré-tratamento com aprotinina sobre a migragao de
neutréfilos induzida pela administragao intrapleural de tripsina. Os camundongos
foram tratados com aprotinina (100 ng/cavidade), por via intrapleural, 30 minutos antes da
injecao intrapleural de tripsina (10 pg/cavidade). O numero de neutréfilos foi avaliado 4
horas apds o desafio. As barras representam média + e.p.m de 6 animais por grupo.
#5<0.001 e *p<0.001 em relagdo ao grupo controle (PBS) e ao grupo tratado com tripsina,
respectivamente.

Tabela 5: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta a
injecdo i.pl. de aprotinina (100 ng/ cavidade) em pleurisia experimental induzida por

tripsina (10 pg/cavidade).

Tripsina (10 pg/ cavidade)

PBS + PBS PBS Aprotinina (100 ng/ cavidade)
Total 29+05 6.2 +0.6" 35+0.3"
Neutrofilos 0.4 +0.1 3.9+ 04" 1.8+0.3
Mononucleares 2.5+0.3 2.3+0.3" 17+0.2

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10*. ¥p<0.001 em relagéo ao
grupo controle, p<0.01 e p<0.001 em relagdo ao grupo tratado com tripsina. n=6.
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5.5 Avaliacao da participagdo do receptor PAR-4 sobre a migragao de

neutréfilos na pleurisia induzida pela carragenina

Uma vez que demonstramos que o recrutamento de neutrofilos induzido por
carragenina € dependente de serinoproteases e, como serinoprotease tal qual a
tripsina também é capaz de induzir recrutamento de neutréfilos quando administrada
em pleura, e ainda ja que tripsina atua através da ativacdo de PAR-4, resolvemos
investigar a importancia desse receptor para o recrutamento de neutréfilos. Dessa
forma, os camundongos foram pré-tratados com tcY-NH; (0.1, 0.3 e 1.0 pg/cavidade)
30 minutos antes da administracdo de carragenina 30 pg/cavidade. O tratamento
com tcY-NH; reduziu significativamente o numero de neutrdéfilos na cavidade pleural
induzido pela carragenina (Figura 8). Em relacdo as células mononucleares, nas
doses de 0.1, 0.3 e 1.0 pg/cavidade observou-se uma redugdo, como mostrado na
(Tabela 6).



45

Neutréfilos x 10 cavidade

"PBS +PBES PBS 0.1 0.3 1

tcY-NH> pgfcavidade

Carragenina 30 pg/cavidade

Figura 8. Curva dose-resposta do tcY-NH, para inibicao do recrutamento sobre a
migragcao de neutréfilos induzida pela administragao intrapleural de carragenina. Os
camundongos foram pré-tratados com tcY-NH, (0.1, 0.3 e 1.0 upg/cavidade) por via
intrapleural, 30 minutos antes da injecdo de carragenina (30 pg/cavidade). O numero de
neutrdéfilos foi avaliado 4 horas apods o desafio. As barras representam média + e.p.m de 12
animais por grupo. *p<0.001 em relagdo ao grupo tratado com tcY-NH; e #5<0.001 em
relagdo ao grupo controle.

Tabela 6: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta a
injecdo i.pl. de diferentes doses de tcY-NH, em pleurisia experimental induzida por

carragenina (30 pg/cavidade).

Carragenina (30 ug/cavidade)
tcY-NH; (ug/ cavidade)
PBS + PBS| PBS 0,1 0,3 1,0
Total 41+04 [87+06"| 48+04 [59+03 | 41+04
Neutrofilos 17+02 [70+05 | 35+04 |48+03 | 28+0.3
Mononucleares | 24+0.3 [20+0.17[1.1+0.08[1.0+0.1T| 13+0.1™

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.001 e
'p<0.05 em relacdo ao grupo controle e *p<0.001 e ""p<0.05 em relagdo ao grupo
que recebeu carragenina. n=12.
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5.6 Avaliagao do papel do PAR-4 sobre a migragao de neutréfilos na pleurisia

induzida por tripsina

Uma vez que o tratamento com o tcY-NH. reduziu significativamente o
numero de neutrofilos na cavidade pleural induzido pela carragenina, faz-se
necessario investigar se o antagonista de PAR-4 utilizado era, na mesma dose
utilizada nos experimentos de carragenina, capaz de inibir sua ativagdo por seu
ativador natural, a tripsina. Para isso, os camundongos foram pré-tratados com tcY-
NH2 (1.0 pg/cavidade) 30 minutos antes da administracdo de tripsina 10
pg/cavidade. O tratamento com a tcY-NH; reduziu significativamente o numero de
neutréfilos na cavidade pleural induzido pela tripsina (Figura 9), ndo havendo
variagao significativa no que se refere ao numero de células mononucleares (Tabela
7).
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Figura 9. Efeito induzido pelo pré-tratamento com tcY-NH, sobre a migragao de
neutréfilos induzida pela administragao intrapleural de tripsina. Os camundongos foram
pré-tratados com tcY-NH; (1 pg/cavidade) por via intrapleural, 30 minutos antes do desafio
com tripsina (10 pg/cavidade). O numero de neutrdfilos foi avaliado 4 horas apés o desafio
com tripsina. As barras representam média + e.p.m de 10 animais por grupo. *p<0.001 em
relacdo ao grupo controle e *p<0.001 em relagdo ao grupo tratado com tripsina.

Tabela 7: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta a

injecdo i.pl de tcY-NH. (1 pg/ cavidade) em pleurisia experimental induzida por

tripsina (10 pg/cavidade).

Tripsina (10 pg/cavidade)

PBS + PBS PBS tcY-NH; (1 pg/ cavidade)
Total 57+0.7 13.7 £1.1* 6.8 £+ 0.9
Neutrofilos 22+04 10.6 + 1.0" 4.1+0.5*
Mononucleares 3.5+04 3.1+£0.2 27+04

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.001 em
relacdo ao grupo controle e *p<0.001 em relagao ao grupo que recebeu. n=10.
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5.7 Papel da Leucotriena B4 no recrutamento de neutréfilos induzido por

tripsina

Os camundongos foram pré-tratados com U75302 (3.0 ug/cavidade) 30
minutos antes da administragdo de tripsina (10 pg/cavidade). O tratamento com o
U75302 reduziu significativamente o numero de neutrdfilos (Figura 10), bem como o
numero de leucdcitos totais na cavidade pleural induzido pela tripsina. Observou-se
uma redugao do numero de células mononucleares na cavidade pleural dos animais
desafiados com tripsina em relacdo aos valores basais dessas células e esse valor
ndo sofreu alteragéo frente ao pré-tratamento com U75302 (Tabela 8).

Uma vez observado que a pleurisia induzida tanto pela carragenina quanto
pela tripsina envolve a participacdo de PAR-4, fez-se necessario verificar se a
mesma dose do antagonista de LTBy, utilizada nos experimentos com a tripsina,
reproduz resultado semelhante com o estimulo do LTB4. Dessa forma, os animais
foram pré-tratados com U75302 (3 ug/cavidade) 30 minutos antes da administragéo
de LTB4 (500 ng/cavidade). Observou-se que na dose de 3 pg/cavidade, o U75302
foi eficaz em diminuir o recrutamento de leucdcitos induzido pelo seu agonista

endogeno (Figura 11), bem como o de células mononucleares (Tabela 9).
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Figura 10. Efeito induzido pelo pré-tratamento com U75302 sobre a migrag¢ao de
neutréfilos induzida pela administragao intrapleural de tripsina. Os camundongos foram
pré-tratados com U75302 (3.0 uyg/cavidade) por via intrapleural, 30 minutos antes do desafio
com tripsina (10 pg/cavidade). O numero de neutréfilos foi avaliado 4 horas apds o desafio
com tripsina. As barras representam média + e.p.m de 5-6 animais por grupo. *p<0.05 em
relacdo ao grupo controle e *p<0.05 em relagdo ao grupo tratado com tripsina.

Tabela 8: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta a
injecéo i.pl. de U75302 (3.0 pg/cavidade) em pleurisia experimental induzida por

tripsina (10 pg/cavidade).

Tripsina (10 pg/cavidade)
PBS + PBS PBS U75302 (3.0 pg/cavidade)
Total 3.5+0.4 2.8+0.5 1.5+ 0.08**
Neutrofilos 0.9+0.2 23+04" 1.1+0.1*
Mononucleares 25+0.3 0.4 +0.1" 0.3 £ 0.04

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.05 e Tp<0.001
em relagdo ao grupo controle e *p<0.05 e **p<0.001 em relagdo ao grupo que recebeu
tripsina. n=5 a 6.
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Figura 11. Efeito induzido pelo pré-tratamento com U75302 sobre a migrag¢ao de
neutréfilos induzida pela administragcido intrapleural de LTB,. Os camundongos foram
tratados com U75302 (3.0 pg/cavidade) por via intrapleural, 30 minutos antes do desafio
com LTB4 (500 ng/cavidade). O numero de neutrofilos foi avaliado 4 horas apés o desafio
com LTB4. As barras representam média £ e.p.m de 5-6 animais por grupo. #5<0.001 em
relacdo ao controle e *p<0.001 em relagao ao grupo tratado com LTB,.

Tabela 9: Leucécitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta
ao tratamento intrapleural de U75302 (3.0 pg/cavidade) em pleurisia experimental
induzida por LTB4 (500 ng/cavidade).

LTB4 (500 ng/cavidade)
PBS + PBS PBS U75302 (3.0 pg/cavidade)
Total 25+0.2 18.0 £ 1.9* 42+0.8"
Neutrofilos 1.2+0.1 11.9 £ 2.0 3.6+0.7*
Mononucleares 1.4+01 22+0.5 0.6 +0.1%

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.001 em
relacdo ao grupo controle e *p<0.001 em relagdo ao grupo que recebeu LTB,4. n= 5-6.
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5.8 Avaliagao do papel do PAR-4 sobre a migragao de neutréfilos induzida por
IL-8

Os camundongos foram pré-tratados com tcY-NH; (1 pg/cavidade) ou com
Dexametasona (0.5 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de IL-8 (60
ng/cavidade). O tratamento com o tcY-NH; reduziu significativamente o numero de
leucécitos totais na cavidade pleural dos animais em relacdo aos valores basais
desses (Tabela 10), bem como o numero de neutrofilos na cavidade pleural induzido
pela IL-8 (Figura 12). Em relacdo as células mononucleares, embora o numero
tenha sido reduzido com o pré-tratamento com a dexametasona, nao houve variagao
significativa com o pré-tratamento com o tcY-NH, em relagdo ao grupo de animais
desafiados com IL-8 e sem tratamento. No entanto, o pré-tratamento dos animais
com 3.0 pg/cavidade de tcY-NH, reduziu o numero de neutrdfilos a nivel basal em
relacdo ao grupo de animais tratados apenas com IL-8 (Figura 13). Esta inibicdo no
recrutamento de neutrofilos se mostrou seletiva para essas células, uma vez que o
pré-tratamento de tcY-NH, n&o alterou o niumero de mononucleares, em animais

desafiados com IL-8 e em relagc&o aos tratamento (Tabela 11).
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MNeutréfilos ><101 fcavidade

PBS + PBS PBS tcY-NH, 1 pg/cay  Dexa 0,5 morkg

IL-8 60 ng/cavidade

Figura 12. Efeito induzido pelo pré-tratamento com tcY-NH, sobre a migracido de
neutréfilos induzida pela administragido intrapleural de IL-8. Os camundongos foram
tratados com tcY-NH, (1.0 pg/cavidade) por via intrapleural, ou Dexametasona (Dexa 0.5
mg/kg), por via intraperitoneal, 30 minutos antes do desafio com IL-8 (60 ng/cavidade). O
numero de neutréfilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apdés o
desafio. As barras representam média + e.p.m de 7 animais por grupo. #5<0.05 em relacéo
ao grupo controle e *p<0.05 e **p<0.001 em relagéo ao grupo desafiado com IL-8.

Tabela 10: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta
a injecao i.pl. de tcY-NH, (1 pg/cavidade) em pleurisia experimental induzida por IL-8
(60 ng/cavidade)

IL-8 (60 ng/cavidade)
tcY-NH- Dexa
PBS + PBS PBS _
(1 pg/cavidade) (0.5 mg/kg)
Total 1.7 +0.3 43+04" 3.6 +0.3** 0.7 £ 0.09**
Neutrofilos 1.0+0.2 3.3+0.3" 25+0.3* 0.4 +0.08**
Mononucleares 0.7+0.1 1.0+0.2 1.0+ 0.06 0.2+0.03**

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10* células. *p<0.05 e Tp<0.001
em relagdo ao grupo controle, *p<0.05 e **p<0.001 em relagdo ao grupo que recebeu IL-8.
n=7.
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Neutrofilos x 101fcavidade

PBS+PBS PBS  tcY-NH; 3 pg/cav Dexa 0,5 mo/ka

IL-8 60 ng/cavidade

Figura 13. Efeito induzido pelo pré-tratamento com tcY-NH, sobre a migracido de
neutréfilos induzida pela administragdo intrapleural de IL-8. Os camundongos foram
tratados com tcY-NH, (3.0 pg/cavidade) por via intrapleural, ou Dexametasona (0,5
mg/cavidade), por via intraperitoneal, 30 minutos antes do desafio com IL-8 (60
ng/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na cavidade pleural dos animais foi
avaliado 4 horas apoés o desafio. As barras representam média £ e.p.m de 13-14 animais por
grupo. #p<0.001 em relagdo ao grupo controle e *p<0.001 em relagdo ao grupo tratado com
IL-8.

Tabela 11: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta
a injegao i.pl. de tcY-NH, (3 ug/cavidade) em pleurisia experimental induzida por IL-8
(60 ng/cavidade).

IL-8 (60 ng/cavidade)
tcY-NH- Dexa
PBS + PBS PBS .
(3 pg/cavidade) (0.5 mg/kg)
Total 2.0+0.3 2.3+0.37 1.3+0.1* 0.7 + 0.05*
Neutrofilos 0.9+0.1 2.3+0.2% 0.6 + 0.08* 0.2 + 0.05*
Mononucleares 1.2+0.1 1.0+0.1 0.6 +£0.08 0.6 +£0.07

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10* células. *p<0.001 e Tp<0.05
em relagédo ao grupo controle, e *p<0.001 em relagao ao grupo que recebeu IL-8. n=13 a 14.



54

5.9 Avaliagdao da ativagao direta do PAR-4 em induzir o recrutamento de

neutrofilos para a cavidade pleural dos camundongos

As administragbes do agonista PAR-4 (AY-NH) nas doses de 0.1, 1.0 e 10
pg/cavidade apresentaram um aumento de maneira dose dependente do numero de
leucdcitos totais, bem como do numero de neutréfilos na cavidade pleural (Figura
14) em relagdo aos valores basais destas células quando avaliado 4 horas apos a
sua administragdo. Além disso, também houve variagao significativa do numero de
células mononucleares em relagdo ao valor basal dessas em todas as doses
administradas (Tabela 12). Diante desse resultado, a dose de 10 pg/cavidade foi
adotada para ser utilizada no experimento posterior de pleurisia induzida por AY-
NH,.



Neutrofilos x 10 /cavidade
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Figura 14. Curva dose-resposta do AY-NH, para a migragao de neutréfilos na cavidade
pleural de camundongos BALB/c. Os camundongos foram tratados com AY-NH; (0.1, 1.0
ou 10 pg/cavidade) por via intrapleural e o nimero de neutrdéfilos foi avaliado 4 horas apés.
As barras representam média + e.p.m de 6 animais por grupo. *p<0.001 em relagdo ao

grupo controle.

Tabela 12: Leucocitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4 horas apos

administragao i.pl. de diferentes doses de AY-NH,.

AY-NH; (ug/cavidade)
PBS 0.1 1.0 10.0
Total 1.8+0.2 1.8+0.3 1.7+0.2 3.0+£05*
Neutrofilos 0.5+0.04 0.9+0.16* 1.3+0.2** 2.05+0.3**
Mononucleares | 1.3 +0.1 09+0.1* 0.5+ 0.05* 09+0.2*

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10" células. *p<0.01 e
**p<0.001 em relagao ao grupo controle. n=6.
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Uma vez observado que o agonista PAR-4, AY-NHa, induziu o recrutamento
de neutréfilos de maneira dose-dependente, fez-se necessario verificar se a mesma
dose do antagonista de PAR-4, utilizada nos experimentos anteriores com a
carragenina, tripsina, LTB4 e IL-8, seria capaz de reproduzir resultado semelhante
em inibir esse recrutamento ao bloquear seu ligante endogeno. Dessa forma, os
animais foram pré-tratados com tcY-NH, (1 pg/cavidade), 30 minutos antes da
administragdo de AY-NH; (10 ug /cavidade). Observou-se que essa dose de tcY-NH;
€ eficaz ndo s6 em diminuir o recrutamento de leucdcitos totais, induzido pelo seu
agonista, mas também o numero de neutrofilos para a cavidade pleural em relagéo
aos valores basais destas células quando avaliado 4 horas apdés a sua
administragdo (Figura 15), bem como o de células mononucleares (Tabela 13)
corroborando resultados anteriores que sugerem a participagdo desse receptor na

migragao celular.
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MNeutrofilos x 1G1fcavidade

PBS + PES PBES teY-NH, 1 po/cavidade

AY-NH, 10 pgicavidade

Figura 15. Efeito induzido pelo pré-tratamento com tcY-NH, (1.0 pg/cavidade) sobre a
migracao de neutroéfilos induzida pela administragao i.pl. de AY-NH; (10 pg/0.1mL). Os
camundongos foram pré-tratados com tcY-NH, (1.0 ug/cavidade) por via intrapleural 15
minutos antes do estimulo com AY-NH, (10 pg/cavidade). O numero de neutrofilos foi
avaliado 4 horas apos. As barras representam meédia + e.p.m de 6 animais por grupo.
#5<0.001 em relacéo ao grupo controle e *p<0.001 em relagao ao grupo que recebeu AY-
NH,.

Tabela 13: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos em resposta
a injecao intrapleural de tcY-NH; (1 pg/cavidade) em pleurisia experimental induzida
por AY-NH, (10.0 pg/cavidade).

AY-NH; (10.0 pg/cavidade)

PBS + PBS PBS tcY-NH, (1 pg/cavidade)
Total 5.0£0.3 5.8 +0.4* 4.0+04*
Neutrofilos 2.0+£0.1 3.8+0.2 2.0+0.2**
Mononucleares 3.0+0.2 2.0+0.2% 2.0+0.2%

Os valores representam a média e o erro padrao da média x 10* células. *p<0.01 e *p<0.001
em relagéo ao grupo controle e **p<0.001 em relagéo ao grupo tratado com AY-NH;. n=6.
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6. DISCUSSAO

As proteases participam de muitas fungdes fisioldgicas importantes no
organismo, entre essas destaca-se a resposta inflamatéria (Coughlin e Camerer,
2003). Recentemente, com a descoberta de que as serinoproteases em particular
sdo capazes de clivar porgdes especificas de determinados receptores, os PARs,
desencadeando determinadas respostas biolégicas de modo dependente do tipo e
da concentragdo de serinoprotease (Hollenberg e colaboradores, 2004; Coughlin,
2000; Steinhoff e colaboradores, 2005), estas enzimas e seus receptores tornaram-
se alvos potenciais para a abordagem terapéutica em quadros onde possuem
relevancia para o desenvolvimento de doencgas inflamatorias.

No presente trabalho, avaliou-se em modelo de pleurisia, a importancia de um
dos receptores ativados por proteases, o PAR-4, para um fenbmeno singular da
resposta inflamatéria: a migragdo de neutréfilos. O recrutamento de leucdcitos a
partir da microcirculagdo adjacente ao tecido € um processo importante para o
desenvolvimento e/ou para o estabelecimento da inflamacdo. Uma vez ativados,
leucécitos sdo capazes de liberar enzimas que causam danos ao tecido e que
modulam a permeabilidade vascular e a producdo de mediadores inflamatorios (Heit
e colaboradores, 2002).

Durante a inflamacao pleural, as células mesoteliais sdo responsaveis pela
secrecao de interleucina (IL)-8 e outras quimiocinas como proteina inflamatéria de
macrofago (MIP)-1a, proteina de quimioatracdo de mondcitos (MCP)-1 e interferon
gama (IFN)-y que atuam no recrutamento de neutréfilos e mononucleares (Hallett e
colaboradores, 1995).

Varias substancias s&o conhecidas por induzir a pleurisia em camundongos
promovendo a liberacdo de diferentes mediadores inflamatérios. Na pleurisia
induzida por carragenina, ocorre a liberagdo de mediadores lipidicos como
prostaglandinas (PGs) e LTs (Raychaudhuri e colaboradores, 1997), além de
citocinas como TNF, IL-1, IL-6 e IL-8. Esses mediadores irdo promover o acumulo de
neutroéfilos e células mononucleares a partir dos vasos sanguineos, além de ativar as
células endoteliais (Frode e colaboradores, 2001). Inicialmente, os experimentos do
presente trabalho visaram avaliar a participagdo de serinoproteases na migracéo de

neutroéfilos induzida pela carragenina, um estimulo flogogénico bastante conhecido.
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Para tal, utilizamos a aprotinina nesse estudo. Essa € caracterizada como um
inibidor de serinoproteases néo especifico, usada extensivamente em operacoes
cardiacas desde meados de 1980, quando alguns grupos relataram que o uso desse
inibidor em pacientes submetidos a cirurgias cardiacas com circulagdo extra-
corporea reduzia a necessidade de transfusdo sanguinea (Westaby, 2008). Possui
amplas propriedades hemostaticas que sdo mediadas por bloqueio de vias de
ativacao do complemento e fibrinolitica, atuando inibindo o sistema cinina-calicreina
e as agbes de proteases como tripsina e a plasmina (Asimakopoulos e
colaboradores, 2000). Também foi observado que a aprotinina modifica respostas
inflamatorias reduzindo a secrecéo de IL-8 no pulméao, no pds-operatoério de cirurgias
cardiopulmonares (Hill e colaboradores, 1996).

Os inibidores de proteases tem sido sugeridos como inibidores da migragao
de leucocitos em cultura de células (Cepinskas e colaboradores, 1997).
Asimakopoulos e colaboradores (2000) também mostraram o efeito da aprotinina no
extravasamento de leucadcitos in vivo e in vitro, demonstrando a sua habilidade em
inibir de forma significativa e de maneira dose dependente a migragédo de neutrofilos.
Foram utilizadas células endotelias do corddo umbilical de humanos (human
umbilical vein endothelial cell, HUVEC), em resposta a quimioatraentes como fator
ativador de plaquetas (PAF), IL-8, e fMLP em resposta ao peptideo Phe (fMLP),
quimioatraente de neutrdfilos.

Nesse ultimo trabalho foi sugerido que a aprotinina intravenosa, em dose
equivalente a usada em cirurgias cardiacas, poderia exercer um efeito inibitorio
sobre o extravasamento de leucdcitos induzido por esses agentes. No entanto,
nestes estudos o mecanismo pelo qual a aprotinina exerceria esta acédo, nao foi
elucidado. Além disso, o grupo de Asimakopoulos (2000) sugeriu que a aprotinina
também é capaz de inibir a secregcdo de mieloperoxidase (MPO) de neutrofilos,
agindo em sinergismo na diminuicdo da migracdo de neutrofilos para o tecido
inflamado.

Os resultados do presente trabalho corroboraram os resultados obtidos por
Asimakopoulos e colaboradores (2000), uma vez que observamos que a aprotinina
inibiu o recrutamento de neutréfilos induzido pela carragenina no modelo de
pleurisia. Esse dado sugere que a inibicdo do recrutamento de neutréfilos possa
estar parcialmente envolvida com uma ou mais vias que potencialmente sao inibidas

pela aprotinina.
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Como citado anteriormente, um dos mecanismos de acido propostos para a
aprotinina € a inibicdo do sistema de cininas plasmaticas, inibindo a calicreina
plasmatica, precursora da bradicinina, bem como a inibicdo da acdo da tripsina
(Smith e colaboradores, 2009). A bradicinina, assim como a carragenina, induz
recrutamento de neutréfilos através da producdo de mediadores lipidicos como o
PAF e a LTB,4 (Sato e colaboradores, 1996) porém os efeitos pro-inflamatorios
mediados pela carragenina ndo dependem apenas da ativacdo do sistema de
cininas, e portanto apenas a inibigdo das agdes e/ou producao destas cininas, por
parte da aprotinina, poderia ndo ser suficiente para explicar a acgao inibitéria da
aprotinina sobre o recrutamento de neutrdfilos induzida pela carragenina nos
experimentos realizados nesse trabalho. Portanto, surgiu a necessidade de
investigar se a inibicdo da tripsina poderia justificar os efeitos da aprotinina na
migragcado de neutréfilos em nosso modelo experimental, e se a tripsina por sua vez
estaria envolvida de alguma forma no recrutamento de neutrdfilos na pleurisia.

Apos um intervalo de 4 horas da administragcdo intrapleural de tripsina,
observou-se um recrutamento de neutréfilos dose dependente. No entanto, n&do foi
observada a presenca significativa de neutrofilos apds o intervalo de 48 horas da
administragao desse estimulo e, mais importante do que isso, ndo ha alteracdes de
infiltrado de outro tipo celular que ndo de mononucleares, como por exemplo,
linfocitos. Esses dados demonstram que o recrutamento celular induzido pela
tripsina para a cavidade pleural é seletivo para neutrdfilos.

A aprotinina, semelhante aos experimentos com a carragenina, também foi
capaz de inibir o recrutamento de neutréfilos induzido pela tripsina. Essa observagao
evidencia que, na mesma dose usada nos protocolos com a carragenina, a
aprotinina também foi capaz de inibir o recrutamento induzido pela maior dose de
tripsina, escolhida nesses experimentos.

A tripsina é conhecida por ativar PAR-2 e PAR-4 (Hollenberg e Compton,
2002), existindo pelo menos trés genes distintos para a tripsina em humanos:
tripsina |, tripsina Il e mesotripsina. A tripsina IV é uma forma variante da
mesotripsina, sendo estas proteases também capazes de ativar PAR-4. As tripsinas
estdo amplamente distribuidas e expressas em muitas células extra-pancreaticas,
incluindo células endoteliais e epiteliais (Koshikawa e colaboradores, 1998), sistema
nervoso (Koshikawa e colaboradores, 1998) e em tumores (Koivunen e

colaboradores, 1989). Entretanto, apesar dessa ampla distribuicdo, pouco se sabe
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sobre o controle da secregdo ou ativacdo de tripsinas extra-pancreaticas e suas
funcdes potenciais como ativadoras dos PARs. A nossa hipotese € que, em um
ambiente inflamado, moléculas que apresentem atividade semelhante a tripsina
como tripsina Il, mesotripsina, a tripsina IV contribuam para o desenvolvimento da
resposta inflamatéria por induzir o recrutamento de neutréfilos através da ativagao
de PAR-4.

No cenario inflamatério, tem sido recentemente demonstrado que a tripsina,
induz vasodilatacdo e extravasamento de proteinas do plasma de ratos (Obreja e
colaboradores, 2006). A tripsina também é capaz de estimular a secregédo de fator
de necrose tumoral (TNF-a) em macréfagos peritoniais (Lundberg e colaboradores,
2000) e induzir vasodilatagcdo dependente de oOxido nitrico (NO) (Kawabata e
colaboradores, 2001), além de potencializar a inflamagéo articular em camundongos
(Kelso e colaboradores, 2006).

Paszcuk e colaboradores (2008), mostraram que a tripsina foi capaz de
produzir uma resposta inflamatéria aguda com formagdo de edema de pata dose
dependente em rato, com acumulo de granulécitos, acompanhado de aumento da
atividade de mieloperoxidase. Somado a esses resultados, a injecdo de tripsina
induziu nocicepcdo dose e tempo dependentes, bem como respostas
hipernociceptivas térmicas e mecéanicas. Ambos estdo ligados a produgédo de
neuropeptideos, provavelmente envolvendo a ativagdo de fibras-C e receptor de
potencial transiente do tipo vanildide-1 (TRPV-1), além da estimulacdo de receptores
B2 de bradicinina.

Estudos realizados por diferentes grupos demonstraram que a ativagéo de
PAR-4 por um peptideo agonista seletivo induz migracdo de neutréfilo para a
cavidade peritoneal de ratos (Vergnolle e colaboradores, 2002) e medeia inflamagéo
articular e dor (McDougall e colaboradores, 2009). Da mesma forma, o bloqueio
desse receptor é util na redugdo do edema e do recrutamento de granuldcitos, bem
como na redugéo do recrutamento de neutrofilos induzido pelo LPS em modelo de
inflamacgéao sistémica (Sjoukje e colaboradores, 2007). Pensando na importancia da
ativacdo do PAR-4 no recrutamento de neutréfilos e sabendo que a tripsina ativa
esse receptor, o proximo passo foi investigar se o PAR-4 estaria envolvido no
recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural induzido pela tripsina ou pela
carragenina. Para isto, foi utilizado um antagonista seletivo para PAR-4, o peptideo
YPGKF-NH; (tcY-NH).
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Assim, o pré-tratamento dos animais com tcY-NH;, reduziu de forma
significativa o numero de neutréfilos na cavidade pleural tanto em resposta a tripsina
como a carragenina, sugerindo que a ativacdo de PAR-4 por esta protease, ou ainda
a ativacao deste receptor, sdo pecas importantes para que ocorra o recrutamento de
neutréfilos em pleurisia induzida por carragenina, e ainda, que a dose do antagonista
PAR-4 utilizado foi efetiva em inibir a agdo da tripsina, que é um de seus agonistas.
Esses dados corroboram os estudos de Houle e colaboradores (2005), em que o
tratamento com o antagonista de PAR-4 (P4pal-10) reduziu expressivamente o
edema e o infiltrado de granulécitos 4 horas apds o desafio com a carragenina na
pata de ratos. Propomos entdo, um mecanismo para o recrutamento de neutrofilos
para a cavidade pleural mediado por PAR-4 em resposta a tripsina ou carragenina.

O estudo de Vergnolle e colaboradores (2002) sugere o PAR-4 como um alvo
para desencadear rolamento e aderéncia de leucocitos em vénulas mesentéricas de
ratos induzido pela trombina. Também Houle e colaboradores (2005) sugeriram um
mecanismo envolvendo a ativacdo de PAR-4 na superficie de neutrdfilos induzida
pela trombina, com consequente ativacdo da cascata de cininas, levando a producao
de bradicinina, edema e migragao de neutréfilos. Em nosso trabalho, o tratamento
com a aprotinina inibiu o recrutamento de leucdcitos induzido por tripsina e por
carragenina. Além disso, a aprotinina € um inibidor de tripsina que também inibe a
calicreina e dessa forma, indiretamente, prejudica a produc¢do da bradicinina; mas
nao inibe a trombina. Assim, tem-se como prosposta no presente estudo, uma via
adicional que nao foi sugerida por Houle e colaboradores, no qual a tripsina esta
envolvida no recrutamento de neutrofilos.

Este caminho demonstra um papel fundamental para a tripsina ou enzimas
semelhantes a tripsina na mediagdo da migracédo de neutrofilos através da ativagéo
de PAR-4. Contudo, a participacdo da trombina neste processo ndo pode ser
descartada. A constatacdo de que a aprotinina e o antagonista de PAR-4 inibem
apenas parcialmente o recrutamento de neutréfilos em camundongos desafiados
com carragenina e trispina & consistente com o envolvimento de outros mediadores
envolvidos, como por exemplo a produgao de trombina e a ativagdo de PAR-4 por
esta protease.

A importancia da ativacdo de PAR-4 para o recrutamento de neutrofilos
induzido por estimulos quimiotaticos tal como IL-8 também foi estudada, bem como

a avaliacdo do envolvimento LTBs nesse processo. O LTB;s é um metabdlito
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biologicamente ativo derivado do acido araquiddnico, e esta presente em condigbes
patolégicas como doengas inflamatorias. Este metabdlito, produzido por diferentes
células inflamatdrias incluindo mastécitos, eosindfilos e macrofagos, estimula a
adesédo de leucocitos no endotélio vascular, facilitando a migragdo dessas células
para o tecido adjacente (Dahlen e colaboradores, 1981). Além disso, estudos
apontam esse mediador lipidico, como responsavel pelo aumento da permeabilidade
da vénula pods-capilar, vasodilatagdo e desgranulagdo de polimorfonucleares (Lewis
e colaboradores, 1990)

Interessantemente, animais pré-tratados com o antagonista do receptor de
LTB4 (U75302) ndo apresentaram migracao significativa de neutréfilos para cavidade
pleural em resposta a administracdo de tripsina em comparagdo com seus niveis
basais. Somado a isso, no experimento seguinte, ao pré-tratarmos os animais com
o U75302, observamos que houve inibicdo da migragéo de neutrofilos para cavidade
pleural induzida pelo LTB4. Em outras palavras, a mesma dose do antagonista de
LTB4 capaz de inibir o recrutamento de neutrofilos induzido pela tripsina, também
conseguiu prevenir a migragado estimulada pelo seu agonista especifico. O resultado
demonstra que LTB4 participa do recrutamento de polimorfonucleares induzido pela
tripsina.

A IL-8, por sua vez, identificada como o principal fator ativador e quimiotatico
para neutréfilos (Townsend e colaboradores, 2000), é considerada um pivé dos
processos inflamatorios; expressa em neutrofilos, linfocitos, macrofagos e células
endoteliais, ela desencadeia uma cascata de eventos pro-inflamatérios ao se ligar
aos seus receptores. Induz aumento da integrina CD11b/CD18 em neutrofilos;
aumenta a adesdo de leucdcitos em células endoteliais; estimula a angiogénese,
quimiotaxia e desgranulacdo de neutroéfilos, entre outros (Ramos e colaboradores,
2003).

Os resultados obtidos nesse trabalho apontam que a migracdo de
polimorfonucleares para a cavidade pleural induzida pela IL-8 também parece ser
dependente da ativacdo do PAR-4 nesse modelo experimental, uma vez que esse
estimulo na dose de 1 pg/cavidade foi bloqueado pelo tcY-NH2, e ainda, na dose de
3 pg/cavidade reduziu o numero de neutrofilos a niveis basais.

Finalmente, avaliamos a habilidade da ativacdo direta de PAR-4 no
recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural em resposta ao seu agonista

sintético, o AY-NH,. Nossos resultados demonstram que o AY-NH, estimula o
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recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural. Também, na mesma dose
capaz de prevenir o recrutamento de neutrdfilos induzido por agentes como
carragenina, tripsina, LTB4 e IL-8, o tcY-NH;, da mesma forma, conseguiu prevenir a
migragdo com o0 seu agonista enddgeno. Esses dados s&o consistentes com
observagdes na pata posterior e na circulagdo mesentérica de ratos, onde a ativagao
de PAR-4 leva a infiltragdo de granuldcitos e formacdo de edema (Vergnolle e
colaboradores, 2002; Houle e colaboradores, 2005), e sugerem que a ativagao de
PAR-4 seja relevante para que ocorra o recrutamento de neutrofilos, e
consequentemente para o desenvolvimento da resposta inflamatéria na cavidade

pleural.
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7. CONCLUSAO

O modelo de pleurisia foi eficaz em discriminar a migragcédo pleural induzida
pelos agentes estudados nesse trabalho, bem como o envolvimento da participagao
do PAR-4 e de serinoproteases nesse processo. Em conjunto, nossos resultados
evidenciam a importancia do PAR-4 no recrutamento de neutréfilos em um modelo
experimental de pleurisia sugerindo ainda que a tripsina ou moléculas semelhantes a
tripsina sejam as proteases responsaveis por estimular o recrutamento de neutrofilos

para a cavidade pleural via ativagao de PAR-4 e produgao de LTBa..
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Abstract

Background/Aims. The activation of proteinase-activated receptors (PARs) has
been implicated in the development of important hallmarks of inflammation, like in
vivo leukocyte recruitment. Here, we examined the effects of aprotinin, a potent
trypsin proteinase and kallikrein-kinin system inhibitor, and the PAR-4 antagonist
YPGKF-NH; (tcY-NHz2) on neutrophil recruitment in response to carrageenan and
trypsin in the pleural cavity of mice.

Methods. BALB/c mice were intrapleurally injected with trypsin or PAR-4 activating
peptide AY-NHy, pretreated with aprotinin or tcY-NH; (1 pg/cavity) prior to an
intrapleural injection of trypsin or carrageenan, or pretreated with leukotriene(LT)B4
antagonist U75302 (3 ug/cavity) prior to a trypsin injection. The number of infiltrating
neutrophils was evaluated at 4 h.

Results. PAR-4 activating peptide AY-NH; and Trypsin induced a neutrophil
recruitment that was inhibited by aprotinin, tcY-NH, or U75302. Aprotinin and tcY-
NH; also inhibited the neutrophil recruitment induced by carrageenan.

Conclusion. These data suggest a key role for PAR-4 in mediating neutrophil
recruitment in a pleurisy model in mice, specifically due to the activity of trypsin or

trypsin-like enzymes.
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Introduction

Neutrophil accumulation at the site of an injury plays an important role in the
progression of tissue damage through release of proteases contained in their
azurophil granules, like neutrophil elastase, cathepsin G and and proteinase-3 [1,2],
lysosomal enzymes and reactive oxygen species, which then promote lesions in
surrounding tissues and contribute to the severity of the inflammatory disease [3,4].

Neutrophils are circulating cells that are recruited from blood vessels into
tissue in response to chemoattractants released at the local site of injury, including
the CXC chemokines CXCLS8/interleukin (IL-)8, keratinocyte-derived chemokine
(KC/CXCL1, a mice homologue for the human IL-8), and lipid mediators like
leukotriene(LT)By4, acting directly on their surface [5,6].

Serine proteases have been implicated in the development of inflammatory
response because of their ability to selectively activate G-protein-coupled proteinase-
activated receptors (PARs) through the proteolytic cleavage of a specific site on the
N-terminal amino acid sequence of the receptor, revealing a tethered ligand that then
binds to and activates the receptor [7]. The activation of PARs has been implicated in
the regulation of important hallmarks of inflammation, such as vascular endothelial
cell activity [8], in vivo leukocyte recruitment [9] and cytokine release [10,11].

The PARs are a family of four receptors named PAR 1 to 4, according to the
chronological order of their discovery [7], and are activated by different serine
proteinases. These receptors, with the exception of PAR-3, can be pharmacologically
modulated with the use of short synthetic peptides derived from the tethered ligand
by cleaving the N-terminal amino acid sequence at the appropriate site for activation

or at a non-receptor activating site that fails to induce receptor activation [12, 13, 14].



(a4

It has been shown that PAR-4 is expressed on the surface of different cells,
including activated neutrophils and endothelial cells [9,14], and can be activated by
thrombin, trypsin, extrapancreatic trypsin IV, tissue kallikrein and the neutrophilic
granule protease cathepsin G [13,15,16,17], triggering multiple signaling pathways
following PAR-4 agonist exposure [18].

PAR-4 activation has been implicated in the modulation of different aspects of
inflammation, like joint inflammation, pain [19] and, of particular interest, events
associated with leukocyte recruitment. PAR-4 activation, through the use of a
selective PAR-4-activating peptide, induces a time-dependent increase in leukocyte
rolling and adhesion and neutrophil migration into the peritoneal cavity of rats [9].
PAR-4 blockade can be useful for ameliorating edema and granulocyte recruitment
[20] and inhibiting neutrophil recruitment into different tissues in a LPS-induced
systemic inflammation model [21]. In addition, we have demonstrated that PAR-4
activation is also required to mediate the eotaxin-1-induced eosinophil recruitment
[22].

Although there is evidence of a role for PAR-4 activation in the modulation of
leukocyte recruitment and the relevance of its blockade in the inflammatory reaction
has been demonstrated, the mechanisms underlying these activities are still
unknown and remain to be elucidated. In this study, we examined the ability of
trypsin to induce neutrophil recruitment in the pleural cavity of mice through a
mechanism dependent on the activation of PAR-4. We also evaluated the effects of
aprotinin, a potent trypsin proteinase and kallikrein-kinin system inhibitor [23], and a

PAR-4 antagonist on neutrophil migration in the same inflammatory model.
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Material and Methods
Animals

Female BALB/c mice (18-25 g) were used throughout these experiments.
Animals were housed in a temperature-controlled room with free access to food and
water. The experimental procedures have been previously approved by the local

Animal Ethics Committee.

Drugs and reagents

PAR-4 antagonist trans-cinnamoyl-YPGKF-NH, (tcY-NH2) and PAR-4
activating peptide AY-NH;, were purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK), and
dissolved in PBS. Leukotriene B4 (LTB4) and the specific and long-acting LTB4
antagonist U-75302 (6-(6-(3R-hydroxy-1E,5Z-undecadien-1-yl)-2-pyridinyl)-1,5S-
hexanediol) [24,25] were purchased from Cayman chemical (Ann Arbor, MI, USA).
Carrageenan, trypsin and aprotinin were obtained from Sigma. Trypsin, aprotinin,
LTB4 and U-75302 were dissolved in PBS (pH 7.2) to obtain 1mg/ml of a final stock

solution and stored at -20°C until use. Control mice received drug vehicle.

Leukocyte migration into the pleural cavity induced by PAR-4 activating peptide,
carrageenan, trypsin, or LTB4

PAR-4 activating peptide AY-NH; (0.1 — 10 pg/0.1ml), carrageenan (30 pg/0.1
ml), trypsin (0.1 — 10 pg/0.1 ml), LTB4 (500 ng /0.1 ml) or vehicle (PBS/0.1 ml) were
injected intrapleurally (i.pl) in mice, which were then sacrificed in a CO, chamber 4 h
after the injection. The cells present in the cavity were harvested by injecting 2ml of
PBS and total cell counts performed in a modified Neubauer chamber using Turk’s

stain. Differential cell counts were performed on cytospin preparations stained with
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May Grunwald using standard morphologic criteria to identify cell types as previously
described [26]. The results were presented as the number of cells per cavity. The
dose of LTB,4 utilized has been previously described as effective in inducing in vivo

leukocyte recruitment in the same pleurisy model [27].

Effects of aprotinin treatment on the neutrophil recruitment induced by carrageenan
or trypsin

In order to evaluate the role of endogenous serine proteinases on neutrophil
recruitment induced by carrageenan or trypsin, mice were pretreated i.pl. with
aprotinin (10 — 100 ng/0.1 ml) or with vehicle (PBS) 15 min prior to the i.pl. injection
of carrageenan (30 pug/0.1 ml) or trypsin (10 ug/0.1 ml), and the number of infiltrating

neutrophils was assessed after 4 hours.

Effects of PAR-4 antagonist pretreatment on neutrophil recruitment induced by PAR-
4 activating peptide AY-NH,, carrageenan or trypsin.

To investigate the contribution of PAR-4 in the regulating of the neutrophil
recruitment induced by PAR-4 activating peptide AY-NH,, carrageenan or trypsin in
the pleural cavity of mice, the PAR-4 antagonist tcY-NH, (0.1 — 1.0 pg /0.1 ml) was
administered i.pl. 15 min prior to the i.pl. injection of AY-NH, (10 pg/0.1 ml),
carrageenan (30 pg/0.1 ml) or trypsin (10 pug/0.1 ml), and the number of infiltrating

neutrophils was assessed after 4 hours.

Contribution of LTB4 receptors on neutrophil migration induced by trypsin
To evaluate the role of endogenous LTB4 on trypsin-induced neutrophil
migration, we injected the LTB4 antagonist U75302 i.pl. at a dose of 3 pg/0.1 ml 15

min prior to the trypsin i.pl injection (10 pg/0.1 ml). The number of infiltrating
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neutrophils was assessed 4 h later. An experiment was previously performed in order
to confirm the efficacy of U-75302 effective in inhibiting neutrophil recruitment in
response to an i.pl. LTB4 injection. Thus, U-75302 was injected (3.0 pg/0.1 ml) into
the pleural cavity of mice 15 min prior to the i.pl. injection of LTB4 (500 ng/0.1 ml),
and the number of infiltrating neutrophils was assessed 4 h later as previously

described.

Statistical analysis

All the results are presented as mean * standard error mean (SEM). They
were analysed using the software SigmaStat® 3.5 (San Diego, CA, USA).
Comparisons between groups were performed using the one-way ANOVA test, and
differences between groups were assessed using the Tukey post-test. P <0.05 was

considered significant.

Results
Effects of aprotinin pretreatment on neutrophil recruitment induced by carrageenan in
the pleural cavity

Initial experiments were carried out to investigate the effects of i.pl. aprotinin
pretreatment on neutrophil recruitment induced by i.pl. injection of carrageenan in
mice. The pretreatment with local injection of aprotinin (10 - 100 ng/0.1 ml/cavity)
significantly inhibited the neutrophil recruitment induced by i.pl. carrageenan injection
(Figure 1, PBS + PBS: 1.9 £ 0.3; PBS + Cg: 11.2 £ 1.1; Cg + aprotinin 10 ng: 7.7
1.0; Cg + aprotinin 30 ng: 8.3 + 0.9; Cg + aprotinin 100 ng: 5.2 + 0.8 x 10

neutrophils/cavity).
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Evaluation of the ability of trypsin to induce neutrophil migration into the pleural cavity
of mice.

Because aprotinin was able to inhibit neutrophil recruitment into the pleural
cavity in response to carrageenan and because this drug is a trypsin inhibitor, we
hypothesized that trypsin may be involved in this phenomenon by exhibiting a

neutrophil chemotactic activity for neutrophils. As shown in Figure 2, the intrapleural

I+

injection of trypsin induced a dose-dependent neutrophil migration (PBS: 0.02

-+

0.004; Trypsin 0.1 ug/0.1 mi/cavity: 0.06 + 0.02; Trypsin 1.0 ug/0.1 ml /cavity: 0.3
0.05; Trypsin 10 pg/0.1 ml/cavity: 1.2 £ 0.4 x 10* neutrophils/cavity). However, the
trypsin injection did not increase the number of mononuclear cells in the pleural
cavity at the two lower doses utilized. Rather, this population of cells was reduced at
the higher dose utilized (see Table 1).

In addition to the ability of trypsin to induce neutrophil migration into the
pleural cavity of mice, and in concordance with the effects of aprotinin on neutrophil
migration induced by carrageenan, aprotinin treatment was able to partially inhibit
neutrophil recruitment in response to trypsin (Figure 3, PBS + PBS: 0.4 + 0.1; PBS +

Trypsin: 3.9 £ 0.4; Trypsin + aprotinin 1.0 pyg: 1.8 £ 0.3 x 10* neutrophils/cavity).

Blockade of PAR-4 inhibits neutrophil recruitment induced by carrageenan or trypsin
Because aprotinin inhibited neutrophil recruitment induced by carrageenan
and trypsin in our experiments, and because aprotinin inhibits serine proteinases that
work through PAR-4 activation, experiments were designed to investigate the
potential contribution of PAR-4 activation on the regulation of carrageenan- or
trypsin-induced neutrophil influx. Pretreatment of mice with the PAR-4 antagonist tcY-

NH: inhibited neutrophil recruitment induced by both carrageenan (Figure 4, PBS: 1.7
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+ 0.2; carrageenan: 7.0 £ 0.5; carrageenan + tcY-NH; 0.1 ug/0.1 ml/cavity: 3.5 + 0.3;
carrageenan + tcY-NH, 0.3 p/0.1 ml/cavity: 5.0 £ 0.3; carrageenan + tcY-NH; 1.0
/0.1 ml/cavity: 2.8 + 0.3 x 10* neutrophils/cavity) and trypsin (Figure 5, PBS: 2.2 +
0.3; trypsin 10 ug/0.1 ml/cavity: 10.6 + 1.0; trypsin + tcY-NH;2 1.0 pg/0.1 ml/cavity: 4.1

+ 0.5 x 10* neutrophils/cavity).

Blockade of LTB4 receptors inhibits neutrophil recruitment induced by trypsin
Because LTB, is a powerful chemotactic agent present in the inflammatory
model induced by carrageenan and other inflammatory stimuli [28], and because the
PAR-4 antagonist tcY-NH, was able to inhibit neutrophil migration in response to
trypsin and carrageenan, the next series of experiments was performed to investigate
the contribution of endogenous LTB4 to neutrophil recruitment in response to a
trypsin injection. Blockade of leukotriene B, receptors partially inhibited the trypsin-
induced neutrophil migration (Figure 6A, PBS: 0.9 £ 0.2; trypsin 10 ug/0.1 ml/cavity:
2.3 £ 0.4; U75302 3 pg/0.1 mi/cavity + trypsin 10 pg/0.1 ml/cavity: 1.1 + 0.1 x 10*
neutrophils/cavity). The dose of the LTB4 antagonist U75302 utilized was effective in
abolishing the neutrophil recruitment induced by LTBs as demonstrated by the
experiment performed with this antagonist in LTBy-treated mice (Figure 6B, PBS: 1.2
+ 0.1; LTB4 500 ng/0.1 ml/cavity: 10.2 + 2.7; LTB4 500 ng/0.1 ml/cavity + U75302 3.0

Mg/0.1 ml/cavity: 3.6 £ 0.7 x 10* neutrophils/cavity).

Blockade of PAR-4 inhibits neutrophil recruitment induced by PAR-4 activating
peptide AY-NH,

The intrapleural injection of PAR-4 activating peptide AY-NH; induced a dose-
dependent neutrophil migration (Figure 7A, PBS: 0.5 + 0.04; AY-NH; 0.1 pg/0.1

ml/cavity: 0.9 £ 0.1; AY-NHz 1.0 pg/0.1 ml /cavity: 1.3 £ 0.2; AY-NH, 10pg/0.1
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ml/cavity: 2.0 + 0.3 x 10* neutrophils/cavity). Pretreatment of mice with the PAR-4
antagonist tcY-NH; inhibited neutrophil recruitment induced by AY-NH, (Figure 7B,
PBS 0.1 ml/cavity: 2.0 £ 0.1; AY-NH2 1.0 pg/0.1 ml/cavity: 3.7 £ 0.2; AY-NH, 1.0
ug/0.1 ml/cavity + tcY-NH, 1.0 pg/0.1 mi/cavity: 2.0 + 0.2; x 10* neutrophils/cavity).
These results confirm that the dose of the PAR-4 antagonist utilized in our
experiments has been effective in selectively inhibit PAR-4-induced neutrophil

migration.

Discussion

The role of neutrophils in the pathophysiology of inflammatory diseases is well
established with evidence supporting a direct correlation of their presence at the
inflammatory site and the progression of inflammatory diseases [3,4]. Therefore,
drugs that inhibit neutrophil recruitment and/or activation may become important new
therapeutic strategies for the treatment of inflammatory diseases. A detailed
understanding of the pathways and the chemoattractant molecules needed for
neutrophil migration from the blood vessels to the inflamed tissues and for their
activation will be important in the development of such strategies.

There are several experimental studies supporting a role for PARs in the
development of inflammation [13, 17, 19, 22, 29]. In the last few years, PAR-1 and
PAR-2 have been studied with a focus on understanding their role in mechanisms of
leukocyte recruitment or activation [30-32]. Of particular interest, PAR-4 is a
thrombin receptor that is activated by trypsin [15], tissue kallikreins [16] and the
neutrophilic granule protease cathepsin G [17] found on the surface of many cells
implicated in inflammation, including lung epithelium, smooth muscle cells, platelets,
endothelial cells and neutrophils [9,15]. PAR-4 has also been implicated in the

modulation of the different aspects of inflammation, including leukocyte recruitment,
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mediation of the rolling and adherence of neutrophils to blood vessels at the
microcirculatory level [9], eosinophil recruitment [22], rat paw edema and pain [19,
33].

In the present study, we investigated the ability of trypsin to induce neutrophil
recruitment in the pleural cavity of mice and the effects of the PAR-4 antagonist
YPGKF-NH; (tcYNH3) in carrageenan- or trypsin-induced neutrophil recruitment in
the pleural cavity of mice. Our initial experiments were designed to investigate the
contribution of the endogenous serine proteases in mediating neutrophil recruitment
in the carrageenan-induced pleurisy and to investigate the ability of aprotinin to inhibit
the neutrophil recruitment following an i.pl. carrageenan challenge. Carrageenan is a
well-known inflammatory stimulus utilized in the studies of the in vivo neutrophil
migration that elicits the production of inflammatory mediators, including cytokines
and lipid mediators, which in turn contribute to the development and progression of
the inflammatory response [34].

The present data demonstrates that an i.pl. injection of aprotinin prior to the
i.pl. injection of carrageenan partially suppressed the neutrophil migration evoked by
carrageenan. Because aprotinin is a serine protease inhibitor with great
stoichiometric inhibitory affinity for trypsin and a weak kallikrein inhibitor [23], these
results suggest that the influx of neutrophils into the pleural cavity in carrageenan-
injected mice may be at least partially dependent on the action of the local release of
proteases that are inhibited by aprotinin, such as trypsin or trypsin-like enzymes. In
our experiments, the i.pl. injection of trypsin induced neutrophil recruitment in a dose-
dependent manner that was inhibited by aprotinin pretreatment. This finding supports

a role for trypsin in mediating neutrophil recruitment in this inflammation model.
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The present experiments suggest that either carrageenan or trypsin’s effects
on neutrophil recruitment may be at least partially due to the local release of trypsin-
like enzymes, which may in turn act on the PAR-4 present on surface of neutrophils
and endothelial cells. Thus, experiments were conducted to investigate the role of
PAR-4 activation in mediating these effects. Trypsin and PAR-4 activating peptide
induced neutrophil recruitment into the pleural cavity of mice, while the blockade of
PAR-4 inhibited the neutrophil recruitment in the pleural cavity of mice following an
intrapleural injection of carrageenan or trypsin. Taken together, our results suggest
that PAR-4 activation by trypsin or trypsin-like enzymes is required for the
carrageenan-induced neutrophil migration.

In addition to its expression in inflammatory cells, PAR-4 is widely expressed
in the gastrointestinal tract, including the pancreas, stomach, small intestine and
duodenum [11,15]; therefore, PAR-4 may be activated by the pancreatic enzyme
trypsin. This activation in the pancreas, or at other sites in the gastrointestinal tract,
could have an important role in the physiopathology of pancreatitis. However,
because trypsin production is restricted to the Gl tract and is not usually found in the
circulatory system, it is unlikely that pancreatic trypsin has a relevant physiological
role in tissues outside of the Gl tract. Extrapancreatic trypsin-like enzymes, such as
trypsinogen and trypsin IV, are also able to cleave and activate PAR-4 [15].
Therefore, it is reasonable to suggest that they may have a pathophysiological role in
the development of an inflammatory response outside of the Gl tract. Based on our
results, we suggest that enzymes with trypsin-like activity that are released in close
proximity to cells expressing PAR-4 may stimulate this receptor during inflammation

and mediate neutrophil migration.
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Carrageenan has been shown to stimulate tissue cells and leukocytes to
release lipid-derived inflammatory  mediators, including the neutrophil
chemoattractant LTB4 [28]. Murine neutrophils express the LTB4 receptors on their
surface [35], and a direct effect of LTB,4 in mediating the recruitment of neutrophils via
surface LTB4 receptors has been previously demonstrated [36]. Experiments were
carried out to investigate whether the effects of trypsin on neutrophil recruitment were
due to its action through an indirect mechanism via the activation of LTB4 receptors.
Interestingly, blocking the LTB4 receptors inhibited the neutrophil recruitment induced
by trypsin, suggesting that the neutrophil recruitment mediated by trypsin is
dependent on the LTB,4 action on neutrophil receptors. Further studies are required to
examine the underlying mechanisms involved in this phenomenon.

Other studies have shown the ability of PAR-4 to modulate the leukocyte
activation in response to a range of different stimuli. For example, PAR-4 activation
through the use of a selective PAR-4-activating peptide induces neutrophil migration
into the peritoneal cavity of rats [9], whereas a PAR-4 blockade can be useful for
ameliorating edema and granulocyte recruitment [20] and for inhibiting neutrophil
recruitment into different tissues in an LPS-induced systemic inflammation model
[21]. In the present study, we propose a mechanism for the PAR-4-mediated
neutrophil recruitment in response to trypsin or carrageenan.

Our results partially agree with a previous study from Houle et al. In that study,
the authors suggest a mechanism involving a thrombin-induced PAR-4 activation at
the neutrophil surface with a consequent activation of the cascade of kinins, leading
to bradykinin production, edema and neutrophil migration. The aprotinin treatment
inhibited the leukocyte recruitment induced by both trypsin and carrageenan.

Moreover, aprotinin is a trypsin inhibitor that inhibits kallikrein (thus indirectly
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impairing bradykinin production) but does not inhibit thrombin. Therefore, we propose
an additional pathway that was not suggested by Houle et al. This pathway has a key
role for trypsin or trypsin-like enzymes in mediating the neutrophil migration through
the activation of PAR-4. A role for thrombin in this process cannot be ruled out. The
finding that aprotinin and PAR-4 antagonist only partially inhibited the neutrophil
recruitment in the carrageenan-injected mice may be consistent with the involvement
of thrombin.

In conclusion, this work demonstrates a key role for PAR-4 in mediating the
neutrophil recruitment in a pleurisy model in mice and suggests that the activity of
trypsin or trypsin-like enzymes may act as mediators of this process. Given that the
inhibition of PAR-4 activation may reduce the migration of neutrophils to sites of
inflammation, a PAR-4-based therapy may be a potential strategy in the treatment of

inflammatory diseases.
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Figures
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Figure 1 - Gomides et al., 2012.
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