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RESUMO

Os receptores ativados por proteases (proteinase-activated receptor, PAR) fazem parte de uma
familia de receptores acoplados a proteina G que sao ativados por serino-proteases através da
clivagem proteolitica de uma sequéncia especifica de aminoacidos em sua porcao N-terminal.
Sua ativagdo vem sendo associada a regulacao de diferentes fendbmenos inflamatérios. Estes
receptores foram classificados de 1 a 4 por ordem de descoberta apresentando similaridade
estrutural mas, também possuem diferencas no grupamento N-terminal e da serino-protease
responsavel pela clivagem. PAR-2 é expresso nas vias aéreas, no epitélio, endotélio e masculo
liso do tecido pulmonar, fibroblastos da traqueia e brénquios, e células inflamatérias tais como
mastdécitos e eosindfilos. Nos Ultimos anos, estudos tém demonstrado o envolvimento de PAR-
2 no recrutamento e na ativacao de leucécitos, no entanto, embora existam na literatura alguns
estudos mostrando a presencga e ativagdo de receptores PAR-2 em eosindfilos, ainda ndo
estdo bem esclarecidos os mecanismos moleculares envolvidos na sinalizacdo desencadeada
pela ativacdo deste receptor pelos seus respectivos agonistas. Nosso objetivo foi avaliar o
papel do PAR-2 para o recrutamento de eosinéfilos em pleurisia experimental, bem como a
participacdo da triptase de mastécitos e a importancia de sua inibicdo para este fenbmeno. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética animal (CEUA/UFMG,
193/2012). Apos realizagdo do protocolo de tratamento os animais foram sacrificados em
camara de CO,, e o lavado pleural foi coletado para posteriores analises nos tempos
adequados. As andlises estatisticas utilizadas foram: One-Way ANOVA seguido do pés-teste
de Newman-Keuls para as analises de migracdo celular e Student’s t test para as analises de
western blotting. A injecdo intrapleural (i.pl.) em camundongos BALB/c naive com agonista
seletivo de PAR-2 SLIGRL-NH, (30 pg), ou triptase de mastdcitos (300 ng) ou ovalbumina (1
Hg), em animais previamente sensibilizados para este antigeno, induziu recrutamento de
eosindfilos para a cavidade pleural destes animais. Sendo assim, camundongos foram
injetados por via i.pl. com antagonista seletivo de PAR-2 ENMD1068 (3 pg) 15 minutos antes
da injecdo i.pl. de OVA (OVA; 1 pg), em camundongos imunizados, ou com triptase de
mastdcitos (300 ng) ou eotaxina-1 (100 ng) em camundongos naive para estudar o papel de
PAR-2 no recrutamento de eosindéfilos. O ENMD1068 inibiu a eosinofilia induzida por OVA
(97%), por triptase (87%) como também por eotaxina-1 (61%), o que sugere a participacdo da
ativagdo de PAR-2 no recrutamento de eosinodfilos induzido por estes estimulos. De outra
forma, em camundongos tratados com triptase (300 ng) foi avaliada a expresséo de PAR-2 por
western blotting 4, 8, 24 e 48 horas apés o estimulo i.pl. demonstrando aumento da expressao
do receptor 24 e 48 horas ap6s o tratamento quando comparados aos respectivos controles,
em leucécitos obtidos do lavado pleural. Além disso, testes de imuno-citoquimica
demonstraram co-localiza¢do do receptor PAR-2 na membrana e citoplasma de eosindfilos e
células mononucleares 24 e 48 horas ap6s desafio i.pl. com triptase. Uma vez demonstrada a
participagdo do PAR-2 no recrutamento de eosindfilos induzido pela triptase, foi avaliada a
importancia da triptase endégena para o recrutamento de eosindfilos no modelo de pleurisia, e
0 pré-tratamento com APC366 (5 mg/kg) via um inibidor seletivo de triptase, diminuiu o
recrutamento de eosindfilos induzido pelo SLIGRL-NH, (30 ug) ou eotaxina-1 (100ng). Em
conclusdo, nossos resultados sugerem um papel de PAR-2 e de sua ativacdo no controle do
recrutamento de eosinéfilos, e consequentemente para o desenvolvimento da resposta
inflamatéria na cavidade pleural. O presente estudo contribui para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na eosinofilia, sugerindo uma nova estratégia terapéutica para o seu
controle, através do bloqueio de PAR-2. Suporte financeiro: CNPg/CAPES/ FAPEMIG

PALAVRAS-CHAVE: PAR-2, recrutamento de eosindfilos, triptase, OVA, eotaxina-1, pleurisia.



ABSTRACT

Proteinase-activated receptors (PAR) are part of a family of G-protein-coupled receptors that
are activated by serine proteases via proteolytic cleavage of a specific sequence of amino acids
in N-terminal portion, and its activation has been associated with the regulation of different
inflammatory phenomena. These receptors were classified from 1 to 4 by order of discovery,
have structural similarities but also have differences in the group N-terminal and the serine-
protease responsible for cleavage. PAR-2 is expressed in the airways, the epithelium,
endothelium and smooth muscle tissue of the lung, trachea and bronchial fibroblasts and
inflammatory cells such as mast cells and eosinophils. In recent years, studies have shown the
involvement of PAR-2 in the recruitment and activation of leukocytes, however, although there
are few studies in the literature showing the presence and activation of PAR-2 in eosinophils,
the mechanisms involved in molecular signaling triggered by activation of this receptor by their
respective agonists are not well understood. Our objective was to evaluate the role of PAR-2 in
the control of eosinophil recruitment in experimental pleurisy, as well as the participation of mast
cell tryptase and its importance in inhibiting this phenomenon. The experimental protocols were
approved by the animal ethics committee (CEUA / UFMG, 193/2012). After the treatment
protocol, mice were sacrificed in a CO, chamber, and pleural lavage was collected for further
analysis in the proper times. One-Way ANOVA followed by Newman-Keuls post-test was used
for analysis of cell migration and Student's t test for analysis of western blotting. Intrapleural
(i.pl.) injection in naive BALB/c mice with selective agonist of PAR-2 SLIGRL-NH2 (30 ug), or
mast cell tryptase (300 ng) or ovalbumin (OVA; 1 ug) in animals previously sensitized to this
antigen, induced eosinophil recruitment into the pleural cavity of these animals. Thus, mice
were injected i.pl. with selective antagonist of PAR-2 ENMD1068 (3 pug) 15 minutes before the
i.pl. injection OVA (1ug) in mice immunized; or with mast cell tryptase (300 ng) and eotaxin-1
(100 ng) in naive mice to study the role of the PAR-2 in the recruitment of eosinophils. The
ENMD1068 inhibited eosinophilia induced by OVA (97%), by tryptase (87%), and also by
eotaxin-1 (61%), suggesting the involvement of PAR-2 activation in the recruitment of
eosinophils induced by these stimuli. Otherwise, in mice treated with tryptase (300 ng) we
evaluated receptor expression 4, 8, 24 and 48 hours after stimulation i.pl., using western
blotting. The results demonstrated increased receptor expression 24 and 48 hours after
treatment compared to their respective controls in leukocytes obtained pleural lavage.
Furthermore, immuno-histochemical tests have demonstrated co-localization of the receptor
PAR-2 in the membrane and cytoplasm of eosinophils and mononuclear cells 24 and 48 hours
after i.pl. challenge with tryptase. Once demonstrated the involvement of PAR-2 in eosinophil
recruitment induced by tryptase we evaluated the importance of endogenous tryptase to the
recruitment of eosinophils in the pleurisy model, and the pre-treatment with APC366 (5 mg/kg),
a selective inhibitor of tryptase, decreased the recruitment of eosinophils induced by SLIGRL-
NH2 (30 pg) and eotaxin-1 (100 ng). In conclusion, our results suggest a role of PAR-2

activation in the control of eosinophils recruitment and thus in the development of the
inflammatory response in the pleural cavity. The present study contributes to the understanding
of the mechanisms involved in eosinophilia, suggesting the blockage of PAR-2 as a new
therapeutic strategy for its control. Financial support: CNPg/CAPES/ FAPEMIG

KEYWORDS: PAR-2, eosinophils recruitment, tryptase, OVA, eotaxin-1, pleurisy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais dos receptores ativados por proteases no

desenvolvimento da inflamacao

As proteases participam de inameras funcgdes fisioldégicas importantes no
organismo, desde a digestdo intra e extracelular de proteinas a processos
como inflamacéo, fibrindlise, resposta imune e coagulacao sanguinea (DASH et
al., 2003). Estas séo classificadas em exo ou endopeptidases de acordo com a
posicdo da ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia polipeptidica. As
exopeptidases atuam na porcéo final das cadeias polipeptidicas, em regiées N
e C terminais, e as endopeptidases ou proteases — como também s&o
conhecidas — clivam ligacdes peptidicas entre as regibes N-terminal e C-
terminal da cadeia polipeptidica, sendo essas classificadas de acordo com o0s
seus mecanismos cataliticos (BOND; BUTLER, 1987). Mais recentemente, foi
inserida uma nova classificacdo em familias baseada na similaridade dos
aminoacidos das proteases (RAWLINGS et al., 2006) e no seu mecanismo de
catélise, sendo nomeadas em aspartico, metalo, cisteino, serino e treonino-
proteases (RAMACHADRAN; HOLLENBERG, 2008). As serino-proteases
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 ligacdes peptidicas
(RINDERKNECHT, 1986). A maioria das enzimas dessa familia séo
endopeptidases, tendo a tripsina, quimiotripsina, elastase, catepsina G de
neutrofilos, proteinase C de leucécitos e enzimas da homeostasia e da
coagulacéao, como exemplos importantes (RAWLINGS et al., 2006).

Muitas das respostas fisiolégicas mediadas por serino-proteases podem
ocorrer através da sinalizacdo via receptores ativados por proteases
(Proteinase Activated Receptor - PAR) (STEINHOFF et al,. 2005). Esses
receptores acoplados a proteina G sao classificados de acordo com a ordem
cronologica de descoberta em PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4 (VU et al.,

1991), sendo expressos em uma variedade de células incluindo plaquetas,
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células endoteliais, epiteliais, celulas das vias aéreas, neutrofilos e
mononucleares, desencadeando respostas como agregacdo plaquetaria,
aumento intracelular de calcio, quimiotaxia de neutréfilos e eosindfilos,
proliferacéo celular e recrutamento de leucdcitos in vivo (COCKS, MOFFATT,
2000; REED et al.,, 2004; SCHMIDLIN et al., 2002; RAMACHANDRAN,
HOLLENBERG, 2008; BRAGA et al., 2010; GOMIDES et al.,, 2012). Os
membros da familia PAR distinguem-se dos demais receptores acoplados a
proteina G por sua caracteristica peculiar de ativacao.

Apés o reconhecimento seletivo do receptor por uma serino-protease
ocorrera clivagem proteolitica dos sitios especificos na por¢cdo N-terminal do
receptor, e posterior a clivagem, € exposta uma nova sequéncia N-terminal
que, finalmente, agindo como um ligante ancorado ativa o préprio receptor
desencadeando eventos de sinalizacdo celular e consequente aumento de
calcio intracelular. Dessa forma, ao contrario da ativagdo de receptores
convencionais, € requerida uma atividade proteolitica para a ativacdo dos PAR,
cabendo ressaltar que a ativacdo destes receptores € irreversivel, uma vez
clivado por serino-proteases, o receptor sera degradado em lisossomos (VU et
al., 1991; ASOKANANTHAN et al., 2002; VERGNOLLE, 2005; TAKIZAWA et
al., 2005; REED et al., 2004; BOITANO et al., 2011; OSSOVSKAYA,
BUNNETT, 2004). Este mecanismo de ativacdo e de producdo de diferentes
ligantes apos clivagem em sitios especificos estd mostrado esquematicamente

na figura 1.

A Proteolytic cleavage B Binding of tethered ligand =

LA

C Functionally important PAR domains
IAmino-terminus: Protease binding, cleavage and tethered ligand domains

PAR; PESKATNATLDPR [SFLLRN| PN [DKYEPF| WEDEEKNES [] tethered ligand
PAR) GTIQGTNRSSKGR [SLIGKV| DGTSHVTGKGVIVETCF [ hirudinike site
PAR3 DTNNLAKPTLPIK [TFRGAP|PNS [FEEFP| FSALEEGWT

PAR4y GDDSTPSILPAPR |GYPGQV| CANDSDTLELPDSSRAL

Extracellular loop II: tethered ligand binding domains
[PAR; QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PARZ QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
[PAR3 QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
[PARy QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

Carboxy

PAR] SSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLLT425
PAR, SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY397
PAR3 SKTRNHSTAYLTK374

PAR; SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ385

Figura 1: Dominios estruturais e funcionais de PAR. A figura mostra o alinhamento de
dominios de receptores humanos PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. A e B: mecanismo
de clivagem e interacao do ligante com dominios de ligacao extracelular. C: dominios
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de importancia funcional de cada receptor na por¢cdo amino-terminal, no segundo
dominio extracelular, e na porcdo carboxi-terminal (Retirado de Ossovskaya, V. S.;
Bunnett, N. W. 2004).

Os PAR, com excecdo de PAR-3, podem ser ativados por peptideos
sintéticos que sdo capazes de clivar ou ndo sequéncias especificas do
grupamento N-terminal, 0s quais tém sido U(teis como ferramentas
farmacoldgicas no estudo sobre o papel das serino-proteases na regulacéo de
fenbmenos biologicos. Essa sequéncia, usualmente compreendida por seis ou
mais aminoacidos, € especifica para cada receptor, por isso a sintese de
peptideos agonistas tem sido ferramenta essencial na elucidacdo de acao dos
PAR (SCARBOROUGH et al.,, 1992). Ainda, a descoberta de agonistas e
antagonistas seletivos para estes receptores tém fornecido um grande avango
para estudos da regulacdo de processos inflamatérios utilizando a via de
ativacdo desses receptores como, por exemplo, na atividade de células
endoteliais (McDOUGALL et al., 2009), no recrutamento in vivo de leucdcitos
(HOULE et al., 2005) e na liberacdo de citocinas (SCHMIDLIN et al., 2001;
SMITH et al.,, 2009). Cabe ressaltar que ja foram identificados agonistas
enddgenos para estes receptores, por exemplo PAR-1, 3 e 4 sdo ativados por
trombina, tripsina ou catepsina G, enquanto que PAR-2 é resistente a trombina,
porém responde a tripsina e a varias outras serino-proteases, incluindo triptase
liberada de mastdcitos, proteinase-3 de leucécitos (PR-3), catepsina G,
enzimas derivadas de bactéria (OSSOVSKAYA, BUNNETT, 2004; COUGHLIN,
2000; CARVALHO et al., 2010), além de proteases reguladoras da coagulacéo,
fatores Vlla e Xa (KAWABATA et al., 2000; HOULE et al., 2005; VERGNOLLE,
2005; BARRY et al., 2010).

Cada receptor tem se mostrado capaz de modular diferentes processos
relacionados ao desenvolvimento da resposta inflamatoria, a saber: PAR-2
(expresso em células endoteliais, células epiteliais, neurbnios sensoriais,
monaocitos, fibroblastos da traquéia e brénquios e células inflamatdrias)
desencadeia respostas celulares tais como injuria tecidual, angiogénese,
recrutamento celular, hiperresponsividade brénquica e percepcdo da dor
(MACFARLANE et al., 2001; COUGHLIN, CAMERER, 2003, COELHO et al.,
2003; SEVIGNY et al. 2011; REED et al., 2004). Muitos dos efeitos bioldgicos

dos agonistas de PAR-2 sdo pro-inflamatorios, incluindo vasodilatagéo
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dependente de Oxido nitrico, extravasamento de proteinas plasmaticas,
infiltracdo de neutrdéfilos e secre¢do de citocinas pro-inflamatorias. Além disso,
agonistas de PAR-2 promovem o rolamento de leucocitos em células
endoteliais (VERGNOLLE, 1999; LINDER et al. 2000), inflamac&o neurogénica,
hiperalgesia, reparo tecidual, angiogénese, efeito mucoprotetor, liberacdo de
mediadores inflamatorios e recrutamento de eosindfilos in vivo (VERGNOLLE,
1999; COELHO et al. 2003; VERGNOLLE et al.,, 2010; RUF, ROTHMEIER,
2012; STEINHOFF et al., 2000; MATOS et al., 2013) (Figura 2). Ao contréario
desses efeitos mediados por agonistas, a inibicdo das acdes de PAR-2 pode
ser obtida através do uso de antagonistas seletivos para este receptor. O
ENMD1068  (N1-3-methlybutyryl-N4-6-aminohexanoyl-piperazine) é um
antagonista derivado da substituicdo de um composto piperazina (KELSO et
al., 2005; RAMACHANDRAN, HOLLENBERG, 2008) capaz de inibir
seletivamente o receptor PAR-2 tanto in vitro quanto in vivo, atenuando o

processo de artrite em modelo animal (KELSO et al., 2005).
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Figura 2: Resumo da acado de agonistas PAR-2 (Retirado de COELHO et al., 2003).
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A ativacdo dos PAR é importante para o desenvolvimento da resposta
inflamatdria e respostas imunes inata e adaptativa uma vez que nestes
processos hé presenca de serino-proteases e estes receptores estdo presentes
na superficie de leucdcitos e demais células imuno-competentes
(SHPACOVITCH et al., 2008). Como exemplo os neutréfilos expressam PAR-2
e PAR-3 (HOWELLS et al., 1997; LOURBAKOS et al., 1997), os eosinofilos
PAR-2 (BOLTON et al., 2003; MIIKE et al., 2001), mondcitos PAR-1, PAR-2 e
PAR-3 (COLOGNATO et al.,, 2003), macréfagos PAR-1, PAR-2 e PAR-3
(COLOGNATO et al., 2003), mastécitos PAR-2 (MOORMANN et al., 2006),
linfécitos B PAR-4 (RULLIER et al., 2006) e linfocitos T PAR-1, PAR-2 e PAR-3
(MARI et al., 1996, HANSEN et al., 2004). Além disso, PAR-1 e PAR-2 séo
altamente expressos em queratindocitos, células endoteliais e nervos sensoriais
(KAWAGOE et al., 2002; SEELIEGER et al., 2003; STEINHOFF et al., 2003).
Em modelo experimental de dermatite de contato, por exemplo, PAR-2 tem um
papel fundamental no desenvolvimento de alergia e em animais nocautes para
PAR-2 ocorreu reducdo de inchaco na orelha, como também da infiltracdo de
células imunes tais como neutrdfilos, linfécitos T, macréfagos, eosinofilos,
extravasamento plasmatico e da aderéncia de leucdcitos (KAWAGOE et al.
2002; SEELIGER et al. 2003).

Na inflamacéo das vias aéreas e alergia, a resposta desencadeada pela
ativacdo dos PAR tem se mostrado importante em patologias como asma,
edema pulmonar e hipersensibilidade (REED et al., 2004; LAN et al., 2002;
KAWABATA, KAWAO, 2005), uma vez que estes receptores estdo presentes
em uma grande variedade de células das vias aéreas, como células epiteliais,
endoteliais, musculo liso brénquico, neutréfilos e macréfagos (REED et al.,
2004; MOFFATT et al., 2004). A ativacdo de PAR-2 por peptideos sintéticos
promove inflamacdo pulmonar através do aumento da permeabilidade em
células pulmonares e aumento do recrutamento de leucécitos em lavado
broncoalveolar (SU et al., 2005). Além disso, a ativagédo de PAR-2 proporciona
a liberacdo de fator estimulador de col6nia para macrofagos e granulécitos
(GM-CSF) por células locais que promovem o aumento na sobrevivéncia de
eosindfilos (VLIAGOFITS et al., 2001). J& a ativagdo de PAR-2 pela triptase,
parece estar envolvida na hiperresponsividade das vias aéreas in vitro e in vivo
(BARRIOS et al., 2003; MOLINO et al., 1997), sendo capaz de mobilizar célcio
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intracelular, promover broncoconstricdo (MOLINO et al.,, 1997; CORVERA et
al., 1999; SCHMIDLIN et al., 2001; MINAI, LEVI, 2009; SHAKOORY et al.,
2004; PALMER et al., 2007), ocasionar remodelamento da matriz extracelular
(HERNANDEZ et al., 2012) e também, capaz de ativar PAR-2 expresso na
superficie de células endoteliais e epiteliais promovendo aumento da producéo
de citocinas, de moléculas de adesdo e mediadores quimioatraentes para
eosindfilos e basofilos (HOLGATE, 1999).

No caso de individuos previamente sensibilizados, ao entrarem em
contato com o antigeno, ocorre a producdo de imunoglobulina E (IgE) por
linfécitos B. A IgE ira ativar células que expressam seu receptor (FceRl), tais
como os mastécitos (BACHERT et al., 1990; CHANG et al., 1990) residentes
nos tecidos e submucosa das vias aéreas (PEARLMAN, 1999). Além da IgE,
peptideos e citocinas como IL-3 e GM-CSF e SCF, quimiocinas como IL-8,
MCP-1, MIP-1a e RANTES, fatores da cascata do complemento, parasitas e
bactérias podem ser responsaveis pela ativacdo dos mastocitos (McNEIL,
1996; ZAPPULLA et al., 2002). Os mastocitos maduros sao caracterizados por
um grande numero de granulos secretores ligados a membrana e uma vez
ativados ocorrera o processo de degranulacdo de mediadores pré-formados
gue incluem as aminas biogénicas como histamina, as enzimas como triptase,
guimase, carboxipeptidase, catepsina G, hidrolases &cidas, fosfolipase,
aminopeptidase e hexoaminodase, e 0s proteoglicanos como heparina e sulfato
de condroitina, como também de novos mediadores sintetizados que incluem
IL1-8, TNF-a, IL-12, IL-13, IL-15, quimiocinas, fatores de crescimento e de
angiogénese (VEGF e PDGF), bem como prostaglandinas e leucotrienos
(ROBBIE-RYAN; BROWN, 2002). Estes mediadores produzidos e liberados
pelos mastocitos possuem diferentes atividades biolégicas, sendo que a
triptase € a enzima predominante nos granulos (METCALFE et al.,1997).

A triptase de mastécitos exerce um papel fundamental para o
desenvolvimento de doencas inflamatérias de natureza alérgica como a asma.
Assim, a inibicdo das ac¢les da triptase pode ser considerada uma estratégia
eficaz para a reducdo dos sintomas associados a inflamacao alérgica das vias
respiratorias. Estudos tém demonstrado que inibidores de triptase diminuem a
infiltracdo eosindfilica tecidual e em lavado broncoalveolar e a producdo de

muco e edema brénquico em modelo de asma experimental induzida por
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ovalbumina (OH et al., 2002), como também diminui a infiltracdo eosinofilica e
hiperresponsividade brénquica induzida pela metacolina em modelo
experimental de asma induzida por acaros de poeira (CHEN et al.,, 2006).
Sendo a triptase um agonista endogeno de PAR-2, estratégias farmacologicas

modulando esta via de ativacado também se tornam um grande alvo de estudo.

1.2 Participacdo dos PAR nas acdes mediadas por eosinéfilos

Os eosindfilos sé@o leucdcitos circulantes que geralmente compreendem
apenas 1-2% do total dos leucdcitos sanguineos (RANKIN et al., 2000).
Residem principalmente em tecidos que mantém contato com o ambiente
externo ou com a microbiota intestinal, tais como o trato gastrointestinal e
respiratorio (ADAMKO et al., 2005), e participam da resposta inflamatéria e
infecciosa de diversas doencas, sendo que seu aumento tem sido associado a
doencas alérgicas (asma, rinite, eczema e dermatite atdpica), de origem
bacteriana e parasitaria (inflamacéo intestinal, gastroenterite eosinofilica e
pneumonia) e malignas (doenca de Hodgkin e algumas leucemias (HOGAN et
al., 2008; CONROQY et al., 1997; STONE et al.,, 2010; MONCHY et al., 1985
apud JOSE et al., 1994). Séo recrutados do sangue periférico para o tecido
inflamado em resposta a diversos estimulos produzidos nos locais da
inflamacé@o onde irdo modular a resposta imune, podendo sobreviver por até
duas semanas (SPRY, 1971 apud CONROY et al., 1997; MINAI, LEVI, 2009;
STONE et al., 2010). Sado considerados importantes efetores na morte de
certos parasitas (BUTTERWOTH, 1984 apud CONROY et al., 1997), mas
também podem causar diretamente danos teciduais por uma variedade de
mecanismos, incluindo a liberacdo de proteinas catidnicas, mediadores
lipidicos, radicais reativos de oxigénio, citocinas e quimiocinas que irdo
contribuir para a gravidade da doenca (GLEICH et al. 1988 apud CONROY et
al. 1997; CARA et al., 2000).

De todas as citocinas e quimiocinas envolvidas no recrutamento de
leucdcitos, apenas a IL-5 e a eotaxina sdo seletivas para o trafego de
eosinofilos (TAKIZAWA et al., 2005). Existem 3 subtipos de eotaxina, eotaxina-

1, eotaxina-2 e eotaxina-3 que se diferem na regido amino-terminal mas que
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apresentam propriedades similares. Em geral, a eotaxina € uma proteina
produzida rapidamente em resposta a um alérgeno (CONROY; WILLIAMS,
2001) e varios tipos celulares do pulmédo sdo capazes de sintetiza-la: células
epiteliais, células musculares lisas das vias aéreas, células vasculares
endoteliais, macrofagos, eosindéfilos (HUMBLES et al., 1997; LAMKHIOUED et
al., 1997) e as citocinas sintetizadas por linfocitos Th2 também modulam esta
producdo. A eotaxina age diretamente no receptor CCR3, que é altamente
expresso em eosinofilos (PONATH et al., 1996), sinergicamente com IL-5 para
induzir o recrutamento destas células in vivo (COLLINS et al., 1995;
PALFRAMAN et al., 1998). O aumento na producdo de eotaxina esta
diretamente relacionado com o aumento da infiltracdo de eosindfilos nas vias
aéreas e na presenca de asma, sendo que a ativacdo de PAR-2 em células
epiteliais pode ser essencial para a producdo de eotaxina e consequente
processo inflamatorio alérgico das vias aéreas (TAKIZAWA et al., 2005). Além
disso, em camundongos, geneticamente modificados, que n&o expressam esta
qguimiocina e imunizados com ovalbumina hd uma reducdo de 70% no
recrutamento de eosindfilos para o lavado broncoalveolar 18 horas apoés
desafio, quando comparado aos animais selvagens (ROTHENBERG et al.,
1997)

O acumulo de eosindfilos ocorre preferencialmente em locais onde
ocorrem reacdes alérgicas, bem como infec¢bes parasitarias e inflamacgdes
alérgicas onde desempenham um papel extremamente importante na
fisiopatologia da asma e outras doencas respiratérias através da liberacao de
uma variedade de mediadores que irdo levar a congestao nasal, aumento da
producdo de muco das vias aéreas, hipersensibilidade e hiperresponsividade
bronquica (CONROQY et al., 1997; HOGAN et al., 2008; NAKAGOME, NAGATA,
2011), liberacdo de mediadores tais como cistenil leucotrienos (CysLts) que é
um importante mediador proé-inflamatério, broncoconstritor e secretagogo
glandular, liberacdo de proteina basica principal (MBP), radicais oxigénio e
citocinas (MOQBEL et al., 1994) que juntos contribuirdo para a piora do quadro
do paciente. Além disso, os eosinofilos sdo capazes de produzir e liberar
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (ex. IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13,
GM-CSF, SCF, TGF-B) bem como mediadores lipidicos (ex. fator ativador de
plaquetas - PAF, leucotrieno (LT)C4 e prostaglandina (PG)-E. (MINAI, LEVI,



24

2009; PRUSSIN, METCALFE, 2006), proteina catibnica eosinofilica,
neurotoxina derivada do eosindfilo, peroxidase eosinofilica, proteina basica
principal que é lesiva ao epitélio bronquico e esté relacionada com a fase tardia
da reagdo alérgica e defesa contra helmintos (Hogan et al., 2008). E de
extrema importancia entender os mecanismos envolvidos no recrutamento de
eosindfilos, uma vez que a migracdo excessiva destas células promove danos
ao hospedeiro. Estudos tém demonstrado que em modelo de inflamacéo
alérgica utilizando camundongos nocautes, que nao expressam PAR-2, ocorreu
inibicdo de 73% da infiltracdo de eosindfilos, e um aumento de 83% em
camundongos com superexpressdo deste receptor em resposta ao antigeno,
gquando comparado aos camundongos selvagens (SCHMIDLIN et al., 2002).
Dessa forma, o receptor PAR-2 se torna um grande candidato para o
entendimento deste processo e alvo farmacoldgico para o controle de doencas

nas quais os eosinofilos desempenham um papel patologico.
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2. JUSTIFICATIVA

A migracao de eosinoéfilos, bem como de outros leucécitos para o foco
inflamatorio € um fator importante para o controle da inflamacéo e necessaria
para a resolucdo do processo, mas, caso o infiltrado celular ocorra em excesso
pode exacerbar a liberacdo de mediadores inflamatérios, provocar lesdes
teciduais e piorar o prognostico do paciente. Nos Ultimos anos, resultados
experimentais apresentados por alguns grupos véem sugerindo que agonistas
de PAR-2 apresentam um papel proé-inflamatério, assim como tem sido
demonstrado o envolvimento de PAR-2 no recrutamento e na ativacado de
leucdcitos. No entanto, embora existam na literatura alguns estudos mostrando
a presenca e ativacao de receptores PAR-2 em eosindfilos, ainda ndo esta bem
esclarecido seu papel para o recrutamento de eosindfilos para o foco
inflamatério desencadeado pelos seus respectivos agonistas com destaque
para a triptase de mastocitos, uma protease enddgena.

Dessa forma, propomos neste trabalho investigar a contribuicdo deste
receptor e o papel da triptase na modulacdo do recrutamento de eosinofilos

para a cavidade pleural em modelo de pleurisia.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do PAR-2 no recrutamento de eosindéfilos em pleurisia
experimental, bem como a participacdo da triptase de mastocitos e a

importancia de sua inibicdo para este fenébmeno.

3.1 Objetivos especificos:

1. Avaliar a capacidade da triptase e do peptideo ativador de PAR-2
SLIGRL-NH; em induzir recrutamento de eosindfilos para a cavidade

pleural de camundongos BALB/c ndo imunizados (naive);

2. Avaliar a importancia da triptase enddgena para o recrutamento de
eosinofilos no modelo de pleurisia induzida por eotaxina-1 ou pelo
peptideo ativador de PAR-2 SLIGRL-NHj;

3. Avaliar os efeitos do tratamento com o antagonista de PAR-2
ENMD1068 sobre o recrutamento de eosindfilos na pleurisia induzida
por triptase ou eotaxina-1 em camundongos BALB/c naive, ou induzida

por OVA em animais sensibilizados para este imundgeno;

4. Avaliar a capacidade da triptase em induzir a expressdao de PAR-2 em
leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos BALB/c naive.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas, com 6 a 8 semanas,
pesando entre 20 a 25 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG (CEBIO). Os animais foram mantidos em ciclo
claro-escuro de 12 h com livre acesso de racdo e agua. Todos o0s
procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
uso de animais da UFMG (CEUA/UFMG, certificado n® 193/2012).

4.2 Drogas, anticorpos e reagentes

Triptase de mastécito (Cappel MP Biomedicals);

Inibidor de Triptase: APC366 (Tocris Bioscience)

Agonista seletivo para PAR-2: SLIGRL-NH; (Tocris Bioscience)
Antagonista seletivo de PAR-2: ENMD1068 (Tocris Bioscience)
Peptideo inativo de PAR-2: LRGILS-NH, (Tocris Bioscience)
Albumina de ovo de galinha - ovalbumina (Sigma)

Solugéo de hidroxido de aluminio (Sigma)

Eotaxina-1 (Sigma)

© © N o 00k~ W DN

Albumina de soro bovino tipo V - BSA (Calbiochem)

10.Albumina de soro bovino tipo V, livre de acidos graxos, nucleases e
proteases — BSA (Calbiochem)

11.Solucéo de salina tamponada (Phosphate buffered saline, PBS)

12.DMSO (Dimetilsufoxido) (Sigma)

Anticorpos

1. Anticorpo policlonal IgG de cabra anti-PAR-2 (Santa Cruz Biotechnology)
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2. Anticorpo secundario de PAR-2 de cabra anti-camundongo IgG-HRP
(Millipore)

3. Anticorpo monoclonal de camundongo anti-B-actina (Santa Cruz
Biotechnology)

4. Anticorpo secundario de B-actina anti-camundongo produzido em cabra
lgG-HRP (1:8.000)

5. Anticorpo secundario (ADVANCE HRP-ready to use—DakoCytomation)

Corantes para microscopia

1. Giemsa (QEEL - Quimica Especializada Erich Ltda., Brasil)

2. May Grunwald (Dinamica Contemporéanea Ltda., Brasil)

3. Violeta de Genciana (Vetec Quimica fina Ltda, Brasil) - Preparo de
solucéo diluidora de leucacitos;

4. Hematoxilina — contra-coloragdo para imunocitoquimica

Material utilizado no ensaio de Western blotting

TBS (Tris-buffered saline)

Tampéo de amostra

Tampéao de corrida

Tampao de lise (acrescido de inibidores de proteases — Sigma FAST)
Tampéo de transferéncia

Vermelho Ponceau

Gel de poliacrilamida 10%

Membrana de nitrocelulose (Millipore)

© 0 N o o b~ wDdhPRE

Blogueio de membrana — Albumina bovina sérica (BSA) 3%, diluida em
TBS
10.Substrato Luminata Western HRP (Millipore) para reacdo de

guimiluminescéncia

Material utilizado no ensaio de Imunocitoquimica

1. Diaminobenzidina — DAB (Sigma) cromdgeno para imunocitoquimica
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2. Meio permanente para laminas de imunocitoquimica (balsamo ou
entelan)
3. Bloqueio da biotina enddgena (Ultra Block V — Thermoscientific)

4. Bloqueio da peroxidase (10% de peréxido 30 vol para 90% de metanol)

4.3 Preparo de solucdes

4.3.1 Solucgéo de Salinatamponada (PBS)

Foi preparada uma solucdo de PBS pH 7,4 (Na,HPO,4 8,1 mM, KH,PO,
1,84 mM, NaCl 0,14 M e KCI 2,68 mM).

Fosfato dibasico de SOdi0 ----------=-==mmmmmmmm oo 1,159
Fosfato monobasico de potassio ----------=-=-=-m-mmmmmmm oo 250 mg
Cloreto de SOdi0 -------=-m-mmm oo --829¢
Cloreto de pOtASSiO-------=-=-=-mmmm oo 200 mg
Agua destilagda-------==========mmmm e 1.000 mi

O pH foi ajustado para 7,4 com solucao de &cido fosférico 0,1 M e, em
seguida, a solucéo foi esterilizada por autoclavacéo a 120°C, 2 ATM durante 20

minutos, estando assim pronta para ser utilizada.

4.3.2 Solucéo de TBS

Foi preparada uma solucéo tampéo de TBS pH 8,0 (Tris-HCL 100 mM,
NaCl 150 mM, Tween 20).

Tris-HCI ----------------- e e 1,58 ¢
NaCl -------------m-emeeme- T L 8,779
TWEEN 20 -mmmmmm e s s 500 pl
Agua destilada e mmennmmannmmmennmmmenmmmnn e 1.000 ml

O pH foi ajustado para 8,0 e a solucao foi armazenada em geladeira.
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4.3.3 Solucéo de Tris-HCI 0,5 M

Corrigiu-se o pH para 6,8.

4.3.4 Tampéao de lise

Foi preparada uma solucdo tampéo de lise pH 8,0 (NaCl 150 mM, Tris
50 mM, EDTA-2Na 5 mM, MgCl, 1 mM).

N~ mmm e 0,44 ¢
L TR m=mmmmememmem oo eee 0,39
EDTA-2NA ----mm oo oo 0,093¢g
MQCly —---m-mmmmm T 0,059
Agua Milli=Q ==mmmmmmm e s 50 ml

Corrigiu-se o pH para 8,0 e acrescentou-se:

N o g = L 0,5ml
THEON X-100 =-mmmmmm e m o oo oo 0,15 ml

4.3.5 Tampé&o de amostra

Foi preparada uma solucdo de tampao de amostra (2-mercaptoetanol
10%, Tris-HCI 0,125 M, glicerol 20%, SDS 10%, azul de bromofenol 0,004%).

2-MercaptOetaNO] =-----==mmme e oo e 500 pl
Tris-HCl -----=-=----=---- e e e -------- 2,5 ml
Glicerol ------------------ e ——-mem-- 2. Ml
S D R R 2ml
Azul de bromofenol ------------------o-mmm-- e 400 pl

Agua destilada e 10 ml
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Apos o preparo foram feitas aliquotas de 500 ul cada e congeladas a — 20°C.

4.3.6 Tampao de corrida

Foi preparada uma solucéo contendo:

THS —m=mmmmmmm e m e e e e e e e m=mmmeee- 159
Glicina ------------------- LR R -—------72g
SDS mmemmmm e e e e e e e e e e 59
Agua destilada e 500 ml

Apbs o preparo, a solucéo foi filtrada em Millipore 0,45 pum.

4.3.7 Tris-glicina (10x)

THiS-DASE =-mnmnmmm e e 309
Glicina ------------------- e 140 g
Agua destilada o e e e e 1.000 mi

4.3.8 Tampao de transferéncia

Tris-glicina (10X) -----------==n=nmmmmmmmmmnmnee memmmmmmmemeeeeeeaenees - 100 ml
Agua destilada, -=-=-=-====nmemmmmee e e 700 ml
Metanol —-------m oo 200 ml

4.3.9 Vermelho Ponceau 0,3%

Para coloracdo da membrana de nitrocelulose foi feita a solucdo de

vermelho Ponceau contendo:

PONCEAU —--mmmmmmm oo --—-—---0,3¢
ACIAO ACELICO =mmmmmmmm oo 1ml
Agua destilada e 100 ml
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4.3.10 Gel de poliacrilamida 10%

Acrilamida 309 -=-=-=-=s=smmmeme oo e e e e 1,67 ml
THS-HC —mm e e e 1,25 ml
SDS 10% -----------=-=mmmmmm oo memeememmemeeeemeeeeeees -- 100 pl
Agua Milli-Q === 1,90 ml
P S A e 25 pl
TemMed —-m-mmmm oo 10 pl

4.3.11 Solucgéo de albumina bovina (BSA)

A solucao de BSA 3% (p/v) foi preparada em PBS estéril e congelada a
temperatura de -20°C. No dia do experimento, a solugcédo foi retirada do
congelador, colocada em repouso em temperatura ambiente, sendo utilizada

apos descongelamento.

4.3.12 Solucéo diluidora de leucécitos (Solucao de Turk)

A solucéo de Turk, utilizada para a contagem de leucécitos, obedeceu as

seguintes proporc¢des:

Violeta geNCIaNa ==-======mrmmmmme oo 100 mg
Acido acetico glacial -------------------------- S — 30 ml
Agua destilada e 70 ml

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solucdo contendo

agua destilada e acido acético glacial.

4.3.13 Preparo da solucdo de SLIGRL-NH,

As concentracdes do agonista seletivo de PAR-2 SLIGRL-NH; utilizadas
na curva dose resposta foram 10, 20 e 30 pg/0,1 ml. Sendo assim, foram
diluidos os 5 mg de SLIGRL-NH; em 1 ml de PBS estéril dos quais foram

retiradas aliquotas para fazer as solu¢cdes com as concentracdes citadas. O
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mesmo procedimento foi adotado para o preparo da solucdo de peptideo
controle de PAR-2 LRGILS-NH,.

4.3.14 Preparo da solucdo de ENMD1068

As concentragdes de ENMD1068 utilizadas na curva dose resposta
foram 3, 10 e 30 pg/0,1 ml. Sendo assim, foram diluidos 5 mg de ENMD1068
em 5 ml de PBS estéril de onde foram retiradas aliquotas para fazer as

solugbes com as concentracdes citadas.

4.3.15 Preparo da solucéo de Triptase

Para a obtencé&o da curva dose resposta de triptase foram utilizadas
concentracbes de 30, 100 e 300 ng/0,1 ml. Para isso, foi feita uma solucdo
estoque de triptase 10 pg/ml em PBS estéril, de onde foram pipetadas
aliguotas suficientes para fazer as solugbes com as respectivas concentracoes.
Para avaliacdo do efeito proteolitico desta serino-protease, foi realizado o
procedimento de inativacdo da triptase através do seu aquecimento em
eppendorf vedado ja na dose padronizada para o0s experimentos (300
ng/0,1ml), durante 10 minutos sob fervura com auxilio de um recipiente com

agua e ebulidor.

4.3.16 Preparo da solucao de ovalbumina (OVA)

A dose de OVA utilizada para imunizacéao foi de 0,5 mg/ml e o volume a
ser administrado via subcutanea foi de 200 ul. Dessa forma, pesou-se 25 mg
de OVA e acrescentou-se 50 ml de hidréxido de aluminio. Enquanto que a
solucéo de OVA utilizada para o desafio intrapleural (1 pg/0,1 ml) foi preparada
a partir da diluicdo de uma solugéo estoque de OVA (1 mg/1 ml) em PBS estéril
(Klein et al., 2000).
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4.3.17 Preparo da solucao de Eotaxina-1

A solucéo de eotaxina-1 (100 ng/0,1 ml) foi preparada a partir da diluigao
de uma solucéo estoque de eotaxina-1 (1 pg/l ml) em uma solucédo de PBS +

BSA (0,1%) livre de acidos graxos, nucleases e proteases (Klein et al., 2001).

4.3.18 Preparo da solucao de APC 366

A dose de APC 366 utilizada foi de 5 mg/kg e os animais apresentaram
peso médio de 25 g. Dessa forma, foram pesados 2 mg de APC 366 e
acrescentados 1,6 ml de DMSO 20% (20% DMSO + 80% PBS estéril),
resultando em uma solu¢cdo com a concentracdo desejada da droga por kg de

animal.

4.4 Estudos do recrutamento de leucocitos em pleurisia

4.4.1 Contengado dos camundongos

Os camundongos foram manipulados de maneira firme e gentil a fim de
gque se evitasse estresse desnecessario. Para uma total imobilizacdo do
camundongo, segurou-se a pele da nuca com o polegar e o indicador, virando-
se a mao de maneira que ele ficasse com o abdémen voltado para cima.
Prendeu-se, entdo, a cauda entre o terceiro e quarto dedo, conforme mostra a
Figura 3, e posteriormente a substancia a ser utilizada foi administrada pela via

intrapleural de maneira rapida.
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Figura 3. Contencdo do camundongo para a administracdo intrapleural (i.pl.).

4.4.2 Imunizacéo

Os animais receberam duas injeces subcutaneas (s.c.) de (50 pg/100
pl) de uma solugcdo de hidréxido de aluminio contendo ou ndo OVA e este
procedimento foi repetido apdés sete dias. Quatorze dias apds a primeira
imunizacdo, os animais foram desafiados com a injecéo intrapleural de OVA
(1,0 pg/100 pl) ou de PBS (100 pl).

4.4.3 Tratamentos farmacoldgicos e coleta do lavado pleural

Imediatamente antes da sua administracdo, as drogas foram
devidamente preparadas com base nas concentracdes desejadas para a
realizacdo de cada protocolo. As seringas de 1 ml com agulhas 0,30 x 13 foram
utilizadas, através do uso de ponteiras adaptadas, a fim de se obter uma trava
e passar a ter uma agulha medindo aproximadamente 3mm de comprimento,
objetivando néo aprofundar na cavidade pleural além do necessario para a
administragéo das drogas. A agulha foi introduzida do lado direito da cavidade
tordcica dos camundongos para realizagcdo da injecdo do estimulo, e um
volume igual de PBS estéril (100 pl) foi injetado nos animais do grupo controle.

Todos o0s animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO,
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imediatamente antes da coleta do lavado (Figura 4), e em seguida suas
cavidades toracicas foram abertas e lavadas com PBS+albumina 3%, com um
volume final de 2 ml. Este volume do interior da cavidade foi recolhido com

pipeta automatica para avaliacdo do acumulo de células inflamatérias.

Figura 4. Coleta do lavado pleural

4.4.4 Inducédo de pleurisia por triptase de mastécitos, eotaxina-1 ou OVA

4.4.4.1 Pré-tratamentos dos animais com antagonista de PAR-2 ou com
inibidor de triptase e a inducédo da pleurisia por diferentes agentes

A fim de avaliar a participacdo do PAR-2 na migragéo de eosinofilos para
a cavidade pleural de camundongos, os animais foram submetidos ao pré-
tratamento com antagonista seletivo de PAR-2 ENMD1068 (3 pg/0.1 ml) 15
minutos antes da injecao intrapleural de 100 pl de triptase (300 ng), OVA (1 ug)
ou eotaxina-1 (100 ng) (Figura 5).

Além disso, os animais foram pré-tratados com APC366 (5 mg/kg)
subcutaneamente 1 hora antes da injecéo i.pl. de 100 pl de SLIGRL-NH (30
pg/0,1 ml) ou eotaxina-1 (100 ng/0,1 ml) (Figura 6). LRGILS-NH; (30 ug/0,1 ml)
foi utilizado como peptideo controle para o agonista de PAR-2 SLIGRL-NH..



* SLIGRL-NH; i.pl.
+PBS i.pl.
*Triptase i.pl.
+OVAipl.
*Eotaxina-1li.pl.

BALB/c
{(20-25¢g)

Tempo apésinjeg¢do i.pl.

‘ ENMD1068 i.pl. ‘

24h 48 h

72h
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Figura 5 - Esquema representando o pré-tratamento dos camundongos com

ENMD21068 e os diferentes estimulos.

* SLIGRL-NH, i.pl.

*PBSi.pl.

*LRGILS-NH, i.pl.
* Eotaxina-1i.pl.

BALB/c
(20-25g)

‘ Tempo apédsinjegio i.pl. ‘

.\

.l

. ‘

-1h Oh

APC 366 s.c.

.
ade

24h 48 h

Figura 6 - Esquema representando o pré-tratamento dos camundongos com APC366

e os diferentes estimulos.

Inicialmente foi construida uma curva dose resposta para SLIGRL-NH,
(10, 20, 30 pg/0,1 ml), triptase (30, 100 e 300 ng/0,1 ml) e ENMD1068 (3, 10,

30 pg/0,1 ml). Para os mediadores inflamatorios especificos OVA e eotaxina-1

foram utilizadas as doses de 1 pg/cavidade/0,1 ml e 100 ng/cavidade/0,1 ml,

respectivamente. O agente inibidor da triptase enddégena, APC366, foi utilizado

na dose de 5 mg/kg.
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Para a construcdo da curva dose resposta 0s animais foram
eutanasiados em camara de CO, 24 h ap6s a administracdo do agente
inflamatdrio, para migracéo celular 4, 24 ou 48 h ap6s estimulo e para a curva
tempo-resposta 24, 48 e 72 horas apos desafio. Para os experimentos de
western blotting, foi montada uma curva com os tempos 4, 8, 24 e 48 horas
apos injecdo de triptase a fim de avaliar a variagdo da expressao do receptor
nesses tempos. Para detec¢do do receptor por imunocitoquimica, as células

foram analisadas 24 e 48 horas ap0s injecéo de triptase.

4.4.4.2 Avaliacao de leucocitos presentes na cavidade pleural em resposta
aos estimulos inflamatdrios

Para a coleta dos leucdcitos, os animais foram eutanasiados e 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 100g) por 4 min, o sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspensas com BSA (3%).

Os leucdcitos obtidos apos a centrifugacdo foram utilizados para realizar
a contagem total e diferencial. Para isto, 20 pl da solugcéo ressuspensa com
BSA (3%) foram colocados em um tubo contendo 180 pl da solucéo de Turk e,
em seguida, uma aliquota foi retirada e colocada em uma camara de Neubauer

para contagem total de leucécitos em microscépio optico.

Para realizar a contagem diferencial, 40-50 pL da solucao ressuspensa
com BSA (3%), foram adicionados em um Citospin (Fanem), 100 rpm por 40 s,
abastecido com laminas de vidro. ApGs a secagem, as laminas foram coradas
com solucdes de Giemsa & May Grunwald e utilizadas para realizacdo da
contagem diferencial de leucdcitos em microscopio 6ptico com imersdo em
6leo, com aumento de 1.000 vezes. O numero de leucdcitos encontrados foi

expresso na forma de células por cavidade x10°.

4.4.4.3 Avaliacéo diferencial dos leucocitos presentes na cavidade pleural



39

A avaliacdo dos tipos celulares presentes na cavidade pleural dos
animais foi realizada através da andlise das laminas histolégicas obtidas a
partir dos lavados pleurais. Para isto, as laminas foram coradas com May-
Grunwald & Giemsa, sendo o corante Giemsa diluido na proporcdo de uma
gota de corante para 1 ml de agua 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.

Apo6s 3 minutos foram acrescentados aproximadamente 50 gotas de
agua destilada sobre as laminas, seguido de mais 1 minuto de intervalo.
Imediatamente apds, as laminas foram escorridas e, sem lavar, foram
colocadas aproximadamente, 50 gotas do corante Giemsa diluido (1 gota por
ml de &gua destilada). Apés um intervalo de 30 minutos, as laminas foram
lavadas em agua corrente e colocadas em posicdo vertical a temperatura
ambiente para secagem. As laminas foram analisadas com auxilio de
microscopio Optico e o numero de leucdcitos encontrados foi expresso na forma

de células por cavidade x10°, como descrito anteriormente.

4.5 Avaliacdo da expressdo e localizagdo de PAR-2 em leucoécitos de
camundongos naives desafiados com triptase de mastocitos

4.5.1 Determinacao da expressdao proteica de PAR-2 por Western blot

Para avaliar a expressdo de PAR-2 em leucécitos, o lavado pleural de
camundongos tratados com triptase (300 ng/0,1 ml) ou PBS foram obtidos 4, 8,
24 e 48 horas ap6s a injecao i.pl do estimulo. Foram utilizados quatro animais
para cada tempo. O lavado pleural foi centrifugado (4°C a 1300g) por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso e homogeneizado em
0,3 ml de tampéo de lise (NaCl 150 mmol/L; Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5
mmol/L; MgCl, 1 mmol/L) acrescido de 1% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de

coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma).

O lisado foi centrifugado a 8000 g por 8 minutos, e a concentracao de



40

proteinas no sobrenadante foi determinada por espectofotometria pelo método
de Bradford. Trinta microgramas de proteinas foram separadas em gel de
poliacrilamida (10%) e transferidas para membrana de nitrocelulose
(Millipore®). A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloracdo
da membrana com solucdo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada
em &gua destilada e colocada em solucao de bloqueio (0,1% TBS-Tween; 3%
de albumina sérica bovina), a 4°C overnight. Os seguintes anticorpos primarios
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram utilizados: anticorpo
policlonal anti-PAR-2 feito em cabra (1:1000) e anti-p-actina feito em
camundongo (1:3000). Os anticorpos secundarios (Millipore®) foram: anti-
camundongo feito em cabra IgG-HRP (1:8.000) e anti-cabra feito em coelho
IgG-HRP (1:8000). As bandas proteicas foram detectadas por uma reacéao de
quimioluminescéncia (Luminata Western HRP Substrates - Millipore®) e a
intensidade das mesmas foi avaliada por andlise densitométrica através do
software Image J 1.4 (National Institute of Health, USA). A B-actina foi utilizada
como controle da quantidade de proteinas aplicadas as diferentes canaletas,

sendo considerado como um normalizador.

4.5.2 Localizagdo do receptor PAR-2 por imunocitoquimica

Os animais foram injetados por via intrapleural com triptase de mastdcito
(300 ng/0,1 ml) e ap6s 24 ou 48 horas realizadas as coletas dos lavados
pleurais e obtencdo das preparacfes de células em citospin conforme descrito
em 4.4.4.2, sendo as laminas fixadas em &lcool 70%. Antes de iniciar o
procedimento de imunocitoquimica, as laminas foram lavadas com PBS
durante 5 minutos. Para o bloqueio da peroxidase enddgena todas as laminas
foram incubadas em 10 % per6xido de hidrogénio (volume 30) para 90% de
metanol durante 15 minutos, e repetiu-se este procedimento mais uma vez. Em
seguida, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS durante 5 minutos

cada.

Para o bloqueio da biotina enddgena foi utilizado Ultra Block V (Thermos

cientific) e ap0s o bloqueio, as laminas foram incubadas com o anticorpo
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primario anti-PAR-2 (Santa Cruz Biotechnology) por uma hora a 37°C. Na
sequéncia foi aplicado o método de amplificacdo biotina-peroxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario e revelacdo polimérica
(ADVANCE HRP - ready to use — Dako Cytomation). Por ultimo, as células
foram expostas ao cromogeno 3,3 — diaminobenzidina 4 HCI e contra-coradas
com hematoxilina de Mayer's. Controles negativos foram obtidos pela

substituicdo do anticorpo priméario por PBS.

4.6 Andlise Estatistica

A construgdo dos gréficos e as analises estatisticas foram realizadas
com auxilio dos programas Graph Pad Prism 5 e Sigma Stat 3.5,
respectivamente. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia
simples, one-way ANOVA, seguida pelo teste Newman-Keuls, que compara
todos os grupos experimentais entre si, com excec¢do das analises de migracao
de 4h para a triptase e do western blotting para os quais foi utilizado o teste t
de Student. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média e comparados com o0s resultados dos grupos controles. Foram

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

5.1 Recrutamento de eosinéfilos induzido pelo agonista seletivo de PAR-2

(SLIGRL-NH,) para a cavidade pleural dos camundongos

Inicialmente, foram realizados experimentos com o objetivo de
determinar a dose do agonista seletivo de PAR-2 (SLIGRL-NH,) capaz de
induzir o recrutamento de eosindfilos para a cavidade pleural dos animais.

A administracdo de SLIGRL-NH; nas doses de 10 e 20 pg/cavidade n&o
aumentou significativamente o numero de eosindfilos na cavidade pleural dos
camundongos 24 horas apés a sua administracado (Figura 7). A dose de 30
pg/cavidade, por sua vez, induziu aumento significativo no numero de
eosindfilos na cavidade pleural. Houve também aumento significativo do
namero de neutrofilos em relagdo aos valores basais desses apos
administracdo das doses de 20 e 30 pg/cavidade (Tabela 1). Diante desse
resultado, a dose de 30 pg/cavidade foi adotada para ser utilizada nos
experimentos posteriores de pleurisia induzida pelo agonista, como também
pelo seu respectivo peptideo controle LRGILS-NH,.

A fim de avaliar o perfil temporal de migracdo de eosindéfilos induzido
pelo agonista na cavidade pleural dos camundongos, os animais foram tratados
com SLIGRL-NH, e os leucdcitos coletados 24, 48 e 72 horas apOs a
administracdo do estimulo. Observou-se que a injecéo intrapleural (i.pl.) do
SLIGRL-NH;, (30 pg/cavidade) induziu recrutamento de eosindfilos para a
cavidade pleural, de modo tempo-dependente, com aumento de eosinofilos

com 24 horas e pico 48 horas ap06s sua administracdo (Figura 8, Tabela 2).
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Figura 7. Migracdo de leucoécitos para a cavidade pleural induzida pelo
agonista PAR-2 SLIGRL-NH,. Camundongos Balb/C foram desafiados com
SLIGRL-NH; (10, 20 ou 30 pg/cavidade) ou PBS (0,1 ml/cavidade) por via
intrapleural e o numero de eosindfilos foi avaliado 24 horas apés. As barras
representam meédia £ e.p.m. de 5 a 6 animais por grupo. *p< 0.001 em relacao
ao grupo controle.

Tabela 1: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 24 horas
apos administracédo i.pl. de diferentes doses de SLIGRL-NH..

PBS SLIGRL-NH, (ug/cavidade)
10 20 30
Total 10,4+ 0,7 109+1,6 18,2 + 1,0** 147+1,4
Eosino6filos 0,01 +£0,01 0,03 £ 0,03 0,4 +£0,07 0,7 £ 0,1***
Mononucleares 10,4 £ 0,7 10,4+ 1,5 16,2 £ 1,0* 13,1+£1,2
Neutrofilos 0,02 + 0,02 0,5+0,3 1,6 £ 0,1%** 0,9+0,1*

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. * p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001 em relacdo ao grupo controle. n=5 a 6.
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Figura 8. Migracdo de eosinodfilos induzida pelo SLIGRL-NH, para a
cavidade pleural de camundongos Balb/c em funcdo do tempo. Os
camundongos foram desafiados com SLIGRL-NH, (30 ug/cavidade) ou PBS
(0,1 ml/cavidade) por via intrapleural e o numero de eosindfilos foi avaliado 24,
48 e 72 horas apos. As barras representam meédia £ e.p.m. de 6 a 7 animais
por grupo. *p< 0,01 em relagc&o ao grupo controle.

Tabela 2: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 24, 48 e
72 horas apés administracéo i.pl. de SLIGRL-NH; (30 pg/cavidade).

Tempo (h)
24 48 72
PBS SLIGRL-NH: PBS SLIGRL-NH> PBS SLIGRL-NH>
Total 12,3+1,2 15,0+1,3 18,7+ 2,9 19,4+19 16,3+0,5 13,6 +1,2
Eosinéfilos 0,09 + 0,06 06+0,1 0,2 £ 0,09 1,8+0,6* 0,1+0,04 0,4 +0,08
Mononucleares 12,1+1,2 139+1,1 18,5+29 176+1,4 16,2+ 0,5 13,2+1,2
Neutroéfilos 0,1+0,07 0,5+0,1* 0,02 + 0,02 0,04 £ 0,03 00 00

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,01 e **p<0,001
em relacdo ao grupo controle do tempo respectivo. n=6 a 7.
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5.2 Efeito induzido pelo pré-tratamento com antagonista de PAR-2
ENMD1068 sobre o recrutamento de eosinofilos induzido por OVA em

modelo de pleurisia experimental alérgica

Primeiramente, foi avaliada a capacidade de um imundégeno em induzir o
recrutamento de eosinofilos para a cavidade pleural de camundongos em
funcéo do tempo. Para isto, os camundongos foram previamente submetidos a
um protocolo de imunizacao para o agente imunizante OVA e desafiados com a
injecédo i.pl. de 1 pg/cavidade de OVA, conforme descrito na se¢do de materiais
e meéetodos. O numero de leucécitos presentes nessas cavidades foi avaliado
24, 48 e 72 horas apés. Assim, a administracdo i.pl. de OVA induziu
recrutamento de eosindfilos 48 e 72, mas nao 24 horas, apos (Figura 9).

No proximo experimento, os camundongos imunizados foram pré-
tratados por via i.pl. com o antagonista PAR-2 ENMD1068 (3, 10 e 30
pg/cavidade) 15 minutos antes da administracao i.pl. de OVA (1 pg/cavidade),
e as células presentes nesta cavidade avaliadas 48 horas apds. O pré-
tratamento com as trés doses do antagonista de PAR-2 reduziu
significativamente tanto o numero total de leucécitos (Tabela 3) como a
migracao de eosindfilos para a cavidade pleural induzida pela OVA (Figura 10).
Diante deste resultado, a dose de 3 ug/cavidade do antagonista de PAR-2 foi
escolhida para ser utilizada nos experimentos posteriores, ja que proporcionou

inibicdo significativa e foi a menor dose utilizada.
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Figura 9: Recrutamento de eosinofilos induzido pela ovalbumina (OVA)
para a cavidade pleural de camundongos Balb/c em func¢&o do tempo. Os
animais foram imunizados durante duas semanas por via subcutanea com
Al(OH); + OVA (0,5 mg/ml, OVA) ou apenas com Al(OH)3 (0,1 ml, PBS) e entao
desafiados por via i.pl. com OVA (1 ug/cavidade) ou PBS (0,1 ml/cavidade). O
namero de eosinofilos foi avaliado 24, 48 e 72 horas ap6s o desafio. As barras
representam média + e.p.m. de 6 a 7 animais por grupo. *p< 0,001 em relacdo
ao grupo controle.
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Figura 10. Efeito induzido pelo ENMD1068 (antagonista de PAR-2) sobre o
recrutamento de eosinofilos para a cavidade pleural induzido por OVA. Os
animais foram imunizados durante duas semanas por via subcutanea com
Al(OH); + OVA (0,5 mg/ml, OVA) ou apenas com Al(OH); (0,1 ml, animais
naive) e entdo desafiados com OVA (1 pg/cavidade, via i.pl.) ou PBS (0,1 ml,
i.pl.) em animais pré-tratados ou ndo com ENMD1068 (3, 10 ou 100
ug/cavidade). O numero de eosindfilos presentes na cavidade pleural dos
animais foi avaliado 48 horas apds o desafio. As barras representam média +
e.p.m. de 5 a 6 animais por grupo. “p< 0,001 em relacdo ao grupo controle,
*p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com OVA.

Tabela 3: Leucécitos presentes na cavidade pleural de camundongos em
resposta a injecao i.pl. de diferentes doses de ENMD1068 em pleurisia
experimental induzida por OVA (1 pg/cavidade).

Animais naive Animais imunizados (OVA 0.5mg/ml)

OVA (1pg/cavidade)

PBS+OVA  PBS+PBS PBS ENMD1068 (ug/cavidade)
3 10 30
Total 20,3+25 16,3+1,6 54,0+50%* 294+45% 375+45% 358+3,3%
Eosinofilos 0,08+0,08 0,0+0,0 9,2+2,7%* 26+06™ 18+07" 13+04™
Mononucleares 20,2 +2,5 16,3+1,6 44,8+2,6%* 26,8+4,0" 348+42 339+33
Neutréfilos 0,1+ 0,06 00£0,0 0z0 0+0 0,9+0,2" 062+0,2*

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. “p<0,001 em relacdo
ao grupo controle/naive; *p<0,001 em relacdo ao grupo controle (PBS+PBS); #p<0,05 ##p<0,01
#%p<0,001 em relac&o ao grupo desafiado com OVA. n=5 a 6.
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5.3 Recrutamento de eosinofilos induzido pela triptase de mastocitos para

a cavidade pleural dos camundongos

A triptase é uma serino-protease liberada por mastocitos ativados
durante processos alérgicos e ligante natural de PAR-2. A fim de avaliar a
capacidade desta protease em recrutar eosinofilos, os animais foram tratados
por via i.pl. com as doses de 30, 100 e 300 ng/cavidade e o acumulo de
leucdcitos avaliado 24 horas apds. As doses de 30 e 100 ng/cavidade né&o
induziram recrutamento de eosinofilos ou de outros leucocitos na cavidade
pleural dos camundongos. No entanto, a dose de 300 ng/cavidade induziu
recrutamento de eosinoéfilos, bem como de células mononucleares (Tabela 4,
Figura 11). Diante desse resultado, a dose de 300 ng/cavidade foi escolhida
para ser utilizada nos experimentos posteriores de pleurisia induzida por
triptase.

Para avaliar o perfil de migracdo de eosindfilos induzida pelo agonista
para a cavidade pleural dos camundongos em funcdo do tempo, 0s animais
foram tratados com triptase (300 ng/cavidade) e os leucdcitos pleurais
coletados 24, 48 e 72 horas ap0s a administracdo do agonista. Observou-se
que a triptase induziu recrutamento maximo de eosindéfilos 24 horas apds o
estimulo (Figura 12), como também um aumento significativo no nimero de
células mononucleares e neutrdfilos (Tabela 5). A Figura 13 representa essa
maior migragao de leucdcitos, através de microscopia optica.

O mesmo protocolo foi realizado em tempo menor, 4 horas, a fim de
avaliar se a administracdo de triptase (300 ng/cavidade) seria capaz de induzir
o recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural de camundongos. Apos
este intervalo, o agonista induziu o recrutamento de eosinoéfilos (Figura 14),
assim como também induziu o recrutamento de outros leucdcitos, tais como os

neutroéfilos e células mononucleares (Tabela 6).
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Figura 11. Migracdo de eosinéfilos para a cavidade pleural induzida pela
triptase de mastocitos. Os camundongos foram desfiados com a injecéo i.pl.
de triptase (30, 100, 300 ng/cavidade) ou PBS (0,1 ml), e o numero de
eosinofilos foi avaliado 24 horas apds. As barras representam média + e.p.m.
de 5 a 7 animais por grupo. *p< 0,001 em relagdo ao grupo controle.

Tabela 4: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 24 horas
apos administracao i.pl. de diferentes doses de triptase.

Triptase (ng/cavidade)

PBS 30 100 300
Total 11,6 +1,7 24,2 + 3,6 17,4+ 3,4 37,7+ 7,0%
Eosindéfilos 0,0+£0,0 1,5+0,2 1,2+£0,2 5,0 £0,9*
Mononucleares 112+14 22,7+ 3,6 16,2+ 3,1 32,4 + 6,2*
Neutrofilos 0,4+0,2 0,04 + 0,04 0,05 + 0,05 0,3+0,1

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,01 **p<0,001
em relacdo ao grupo controle. n=5a 7.
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Figura 12. Migracao de eosinéfilos induzida pela triptase para a cavidade
pleural de camundongos Balb/c em funcdo do tempo. Os camundongos
foram desafiados por via i.pl. com Triptase (300 ng/cavidade) ou PBS (0,1ml), e
0 numero de eosindfilos foi avaliado 24, 48 e 72 horas apds. As barras
representam média £ e.p.m. de 4 a 6 animais por grupo. *p< 0,05 **p< 0,01
***pn< 0,001 em relagéo ao grupo controle.

Tabela 5: Leucocitos presentes na cavidade pleural de camundongos 24, 48 e
72 horas apés administracdo i.pl. de triptase (300 ng/cavidade).

Tempo (h)
24 48 72
PBS Triptase PBS Triptase PBS Triptase
Total 256+1,2 47,2+ 3,7 155+1,4 241+13* 125+19 23,0+1,8*
Eosinofilos 0,3+0,2 6,0 + 0,8**= 0,3+0,1 25+02* 02+0,1 1,7+0,5*
Mononucleares  23,3+1,9 37,1+33** 152+14 216+14 12,3+1,8 21,1+1,7*
Neutrofilos 19+14 4,1+0,2* 0,02+0,02 0z0 00 01+0,1

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,05 **p< 0,01
***pn< 0,001 em relagdo ao grupo controle do tempo respectivo. n=4 a 6.
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Figura 13. Leucécitos de lavado pleural corados pelo método de May
Grunwald-Giemsa. Os camundongos foram desafiados por via i.pl. com: (A)
PBS (0,1 ml) ou (B) triptase (300 ng/cavidade) e os leucécitos foram avaliados
24 horas ap0s o estimulo. A figura representa os leucocitos de lavado pleural,
eosindfilos (setas vermelhas) e mononucleares (setas pretas), visualizados em
microscépio 6ptico acoplado a um sistema de fotografia (aumento de 1000x)
que foram montados em lamina de vidro e corados pelo método de May
Grunwald-Giemsa.
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Figura 14. Migracdo de eosinéfilos para a cavidade pleural de
camundongos induzida pela triptase. Os camundongos foram desafiados por
via i.pl. com triptase (300 ng/cavidade) ou PBS (0,1 ml) e o numero de
eosinofilos foi avaliado 4 horas apés. As barras representam média + e.p.m. de
5 animais por grupo. Analise estatistica foi realizada através do Student’s t-test
com correcao de Welch's, onde * P = 0,0033 em relagdo ao grupo controle.

Tabela 6: Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4 horas
apos administracao i.pl. de triptase (300 ng/cavidade).

PBS

Triptase (300 ng/cavidade)

Total 234+28
0,3%+0,1
23,0+£0,3
0,1+0,1

Eosino6filos
Mononucleares
Neutroéfilos

53,3 £ 5,8***

1,5+ 0,2%**

43,6 £ 4,2**
8,2+2,1*

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,02 **p<0,007
***pn<0,0059 ****p<0,0033 em relagéo ao grupo controle. n=5.
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Para avaliar se a migracao de eosindfilos induzida pela triptase € devido
a sua atividade proteolitica, os animais foram tratados com triptase nao-fervida
(300 ng/cavidade) ou triptase fervida (300 ng/cavidade) e os leucdcitos pleurais
coletados 24 horas apés a administragdo do agonista. O tratamento com
triptase nédo-fervida (300 ng/cavidade) recrutou eosinéfilos para a cavidade
pleural (Figura 15), assim como ja demonstrado em experimentos anteriores
(Figura 12, Figura 14), enquanto que a triptase inativada pela fervura nao
induziu a migracdo de eosinofilos, mostrando que esse efeito € dependente de

sua atividade proteolitica.
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Figura 15. Recrutamento de eosinéfilos para a cavidade pleural induzido
por triptase € eliminado por exposicdo da enzima ao calor. Os
camundongos foram desafiados por via i.pl. com triptase (300 ng/cavidade) ou
triptase fervida (300 ng/cavidade) ou PBS (0,1ml), e o numero de eosindfilos foi
avaliado 24 horas ap0s. As barras representam média + e.p.m. de 5 a 6
animais por grupo, *p< 0,0001.
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5.4 Avaliacdo da participacdo do receptor PAR-2 sobre a migracédo de

eosinoéfilos na pleurisia induzida pela triptase

Uma vez que o tratamento com o antagonista PAR-2 reduziu a migracao
de eosindfilos para a cavidade pleural induzida pela OVA, decidimos investigar
se 0 antagonista de PAR-2 também inibiria o recrutamento de eosindfilos
induzido por triptase. Os camundongos foram tratados por via i.pl. com
ENMD1068 (3 pg/cavidade) 15 minutos antes da administracao i.pl. de triptase
(300 ng/cavidade). O tratamento com ENMD1068 reduziu significativamente o
namero de eosindfilos na cavidade pleural induzido pela triptase quando
avaliado 24 horas apds estimulo (Figura 16). Também houve reducéo
significativa do acumulo das células mononucleares, como demonstrado na
Tabela 7.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com ENMD1068 sobre a migracdo de
eosinodfilos induzida pela administracdo intrapleural de triptase. Os
animais foram pré-tratados com ENMD1068 (3 pg/cavidade) ou PBS (0,1 ml)
por via intrapleural, 15 minutos antes do desafio com Triptase (300
ng/cavidade). O numero de eosinofilos foi avaliado 24 horas apds o desafio. As
barras representam média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo. *p< 0,001 em
relacéo ao grupo controle, “p<0,001 em relacdo ao grupo tratado com triptase.

Tabela 7: Leucécitos presentes na cavidade pleural de camundongos em
resposta a injecdo i.pl. de ENMD1068 (3 pg/cavidade) em pleurisia
experimental induzida por triptase (300 ng/cavidade).

Triptase (300 ng/cavidade)

PBS+PBS PBS ENMD1068 (3 pg/cavidade)
Total 113+1,4 20,9 + 1,5** 13,6 + 1,3
Eosinéfilos 0,1+0,03 2,3+ 0,4% 0,3 + 0,06™
Mononucleares 11,2+1,4 185+1,7* 13.2+1.2°
Neutréfilos 0,01 + 0,01 0,08 + 0,04 0,06 + 0,04

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,01 **p<0,001 em
relacdo ao grupo controle, #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 em relacdo ao grupo tratado com
triptase. n=6 a 8.
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Uma vez confirmada a participacdo do PAR-2 no recrutamento de
eosindfilos induzido por triptase, experimentos foram realizados a fim de
demonstrar a expressdo de PAR-2 em leucdcitos obtidos do lavado pleural, dos
animais desafiados com 300 ng/cavidade de triptase. Para isto, os lavados
pleurais de camundongos tratados com triptase ou PBS foram obtidos 4, 8, 24
e 48 horas apos a injecdo i.pl do estimulo. A determinacdo da producdo de
PAR-2 foi realizada por meio de Western blot. A expressao proteica de PAR-2
foi significativamente aumentada 24 horas apos o desafio com triptase, em
relacdo ao seu controle (Figura 17).

Para verificar a presenca e localizagdo do PAR-2 nos leucécitos obtidos
do lavado pleural, os animais foram tratados com triptase (300 ng/cavidade) e
submetidos a eutanasia 24 ou 48 horas ap06s. Apés coleta do lavado pleural e
centrifugacdo da amostra, as células foram preparadas em citospin sobre
laminas gelatinizadas e realizado o processo de imunocitoquimica utilizando
anticorpo anti-PAR-2. Houve marcacdo de PAR-2 em eosindfilos e em células

mononucleares, 24 e 48 horas ap0s a injecdo de triptase (Figura 18).
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Figura 17. Expressdo de PAR-2 apds injecdo intrapleural de triptase. Os
camundongos foram desafiados com triptase (300 ng/cavidade) por via i.pl. e 0
lavado pleural foi coletado em diferentes tempos apos o desafio. Este gel é
representativo de quatro experimentos com resultados similares. Os resultados
foram normalizados pela B-actina contida em cada amostra. A analise
estatistica foi realizada através do Student t-test. * p=0,0486 & p=0,017.
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Figura 18. Imuno-localizagdo de PAR-2 em leucocitos pleurais apoés
administracdo de triptase. Os camundongos foram desafiados com triptase
(300 ng/cavidade) por via intrapleural e as células foram coletadas 24 h (a) ou
48 h (c) apos o desafio. PAR-2 foi localizado em eosindfilos (setas vermelhas)
e em células mononucleares (setas pretas). O controle negativo foi obtido por
meio da omissdo do anticorpo primario (b e d) para cada tempo. A figura &
representativa de trés experimentos com resultados similares.
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5.5 Avaliacdo do pré-tratamento com inibidor de triptase de mastécitos
(APC366) no recrutamento de eosinéfilos induzido por SLIGRL-NH;

Uma vez que demonstramos que a triptase é capaz de induzir
recrutamento de eosindéfilos quando administrada por via i.pl. e que atua por
meio da ativacdo de PAR-2, resolvemos investigar a participacdo da triptase
enddgena para a migragdo de eosinofilos induzida pelo agonista seletivo do
PAR-2. Dessa forma os camundongos foram pré-tratados com o inibidor de
triptase APC366 (5 mg/Kg, s.c) 1 hora antes da administracao i.pl. de SLIGRL-
NH, (30 pg/cavidade). O tratamento com APC366 reduziu significativamente o
namero de eosinofilos na cavidade pleural induzido pelo SLIGRL-NH; 24 horas
apo6s o estimulo i.pl. (Figura 19).
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Figura 19. Efeito induzido pelo pré-tratamento com APC366 (inibidor de
triptase) na migracao de eosinofilos induzida pela administracéo i.pl. de
SLIGRL-NH,. Os animais foram pré-tratados com APC 366 (5 mg/kg) ou com
veiculo (DMSO 20%+PBS 80%) por via subcutanea 1 hora antes do desafio
i.pl. com SLIGRL-NH, (30 pg/cavidade) ou PBS (0,1 ml) ou peptideo controle
LRGILS-NH; (30 pg/cavidade). O numero de eosindfilos foi avaliado 24 horas
apos o desafio. As barras representam média = e.p.m. de 4 a 5 animais por
grupo. *p< 0,05 ** p< 0,001.
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5.6 Avaliacdo da participacdo do receptor PAR-2 na migragdo de

eosinoéfilos na pleurisia induzida pela eotaxina-1

Uma vez que demonstramos que a ativagcdo do PAR-2 em modelo de
pleurisia experimental esta envolvida na migracdo de eosinofilos induzida pelo
peptideo sintético (SLIGRL-NH;), pelo antigeno (OVA) ou pelo agonista
endogeno de PAR-2 (triptase de mastocitos), resolvemos investigar a
importancia deste receptor para o recrutamento de eosindéfilos induzido pela
eotaxina-1, uma quimiocina seletiva para o trafego de eosindfilos e também
presente em respostas alérgicas. Dessa forma, os camundongos foram pré-
tratados por via i.pl. com ENMD1068 (3 pg/cavidade) 15 minutos antes da
administragao i.pl. de eotaxina-1 100 ng/cavidade. O tratamento com
ENMD1068 reduziu significativamente a migracdo de eosindfilos para a
cavidade pleural induzida pela eotaxina-1 48 horas apés o estimulo (Figura
20). Esta inibicdo no recrutamento se mostrou seletiva para essas células, uma
vez que o pré-tratamento com ENMD1068 n&o alterou o numero de

mononucleares em animais desafiados com eotaxina-1 (Tabela 8).
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Figura 20. Efeito induzido pelo ENMD1068 sobre o recrutamento de
eosinofilos para a cavidade pleural induzida pela eotaxina-1. Os animais
foram pré-tratados com ENMD1068 (3 pg/cavidade) ou PBS (+0,1% BSA) por
via intrapleural 15 minutos antes do desafio i.pl. com eotaxina-1 (100
ng/cavidade). O numero de eosinofilos foi avaliado 48 horas apés o desafio. As
barras representam média + e.p.m. de 6 a 7 animais por grupo. *p< 0,001 em
relacéo ao grupo controle, “p<0,001 em relagéo ao grupo tratado com eotaxina-
1.

Tabela 8: Leucocitos presentes na cavidade pleural de camundongos em
resposta a injegdo i.pl. de ENMD1068 (3 pg/cavidade) em pleurisia
experimental induzida por eotaxina-1 (100 ng/cavidade).

Eotaxina-1 (100 ng/ cavidade)

PBS ENMD1068
PBS+PBS (3ug/cavidade)
Total 29,9+6,3 232+3,1 21,3+29
Eosinofilos 0,6 +0,08 2,8+0,3* 1,1+0,1"
Mononucleares 28,8+6,4 20,0+ 2.9 199+28
Neutrofilos 0,5+0,3 0,4+0,1 0,3%+0,1

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10° células. *p<0,001 em relacdo
ao grupo controle, “p<0,001 em relagéo ao grupo tratado com eotaxina-1. n=6 a 7.
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Uma vez demonstrada a participacdo do PAR-2 na eosinofilia induzida
pela eotaxina-1, resolvemos investigar se o inibidor de triptase APC366,
também seria capaz de inibir o recrutamento de eosindfilos induzido pela
eotaxina-1. Os camundongos foram tratados com APC366 (5 mg/Kg, s.c) 1
hora antes da administracédo i.pl. de eotaxina-1 100 ng/cavidade. O tratamento
com APC366 reduziu significativamente o numero de eosindéfilos na cavidade

pleural induzido pela eotaxina-1 48 horas apés o estimulo i.pl. (Figura 21).
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Figura 21. Efeito induzido pelo pré-tratamento com APC366 (inibidor de
triptase) na migracdo de eosinéfilos induzida pela administracao i.pl.
eotaxina-1. Os animais foram pré-tratados (1 hora antes do desafio) com
APC366 (5 mg/kg/0,1 ml, s.c.) ou com veiculo (DMSO 20%+PBS 80% /0,1 ml,
s.c.), uma hora antes do desafio i.pl. com Eotaxina-1 (100ng/cavidade) ou PBS
(0,1 ml). As barras representam média + e.p.m. de 6 a 7 animais por grupo. O
namero de eosindfilos foi avaliado 48 horas apos o desafio. *p<0,01 em relagéo
ao grupo controle, “p<0,01 em relac&o ao grupo tratado com eotaxina-1.
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Figura 22. Esquema final. Os estimulos utilizados neste estudo induziram o
recrutamento de eosinofilos para a cavidade pleural dos camundongos via
ativacdo de PAR-2 uma vez que o bloqueio deste receptor, com o antagonista,
inibiu esse recrutamento. A inibicdo da triptase enddégena via APC366 também
inibiu a migracdo de eosindfilos em pleurisia experimental. Nossos dados
guando analisados em conjunto, sugerem a participacdo do PAR-2 para o
desenvolvimento da resposta inflamatéria para a cavidade pleural dos
camundongos.
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6. DISCUSSAO

A indugao de pleurisia em murinos constitui um modelo de inflamacéo
bem descrito, sendo utilizada para o estudo de drogas com potencial para
reduzir parametros inflamatoérios, como formacao de exsudato, extravasamento
de proteinas ou migracdo de leucécitos para tecidos inflamados (Ackerman et
al.,, 1980). Neste modelo, tanto o tecido mesotelial como as células
mononucleares residentes funcionam como gatilhos da resposta inflamatoria,
uma vez que em resposta a alguma lesdo liberam mediadores lipidicos,
aminas, citocinas e quimiocinas e promovem a expressdo de moléculas de
adesdo tanto nas células do endotélio vascular como nos leucdcitos, levando
ao recrutamento de leucécitos da microcirculacdo adjacente para a cavidade
pleural. Além disso, ap6és um estimulo inflamatério, as células mesoteliais
contribuem diretamente para o desenvolvimento da pleurisia, uma vez que sao
capazes de secretar IL-8/CXCLS8, proteina inflamatoria de macréfago (MIP)-
1a/CCL3, proteina quimiotatica de monaocitos (MCP)-1/CCL2 e interferon (IFN)-
Yy que atuam no recrutamento de neutréfilos e na ativagado e recrutamento de
mononucleares (ANTONY, 2003; CAILHIER et al., 2006).

A pleurisia experimental vem sendo utilizada para o estudo das acdes de
PAR na inflamacao induzida por diferentes estimulos. Utilizando este modelo,
nosso grupo vem demonstrando um papel dos PAR no controle do
recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatério. Assim, Braga e
colaboradores (2010) demonstraram que o recrutamento de eosindfilos é
dependente das acdes da serino-potease tripsina e da ativagcdo de PAR-4.
Demonstramos, ainda, que o tratamento de camundongos BALB/c com o
antagonista de PAR-4 tcY-NH; inibe o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade pleural induzida por carragenina e que tripsina induz um recrutamento
de neutréfilos de modo dose-dependente via este receptor (GOMIDES et al.,
2012). No presente estudo, utiizamos o modelo de pleurisia induzida por
antigeno em animais previamente sensibilizados, por triptase de mastocitos,
peptideo ativador de PAR-2 (SLIGRL-NH;) ou pela quimiocina eotaxina-1 em

animais naive para estudar o papel de PAR-2 no recrutamento de eosindfilos.



68

Inicialmente, avaliamos a capacidade do peptideo ativador de PAR-2 em
induzir recrutamento de eosinoéfilos e sua importancia para a regulacdo deste
fendmeno. Nossos resultados mostram que a ativacdo de PAR-2 induziu o
recrutamento de eosinofilos no modelo de pleurisia e estdo de acordo com
evidéncias encontradas na literatura que mostram a participacao deste receptor
no recrutamento de leucécitos neste modelo experimental, no qual o agonista
de PAR-2 SLIGRL-NH, foi capaz de ativar o receptor presente em células
mesoteliais da pleura e de promover liberacdo de quimiocinas, aumento dos
niveis de TNF-a, MIP-2 e recrutamento de neutrofilos para a cavidade pleural
(LEE et al., 2005)

O recrutamento de leucocitos a partir da microcirculagdo adjacente ao
tecido constitui um evento de importancia fundamental para os mecanismos de
imunidade natural e adaptativa do organismo. Por outro lado, o acumulo de
leucocitos nos compartimentos extravasculares também pode ocasionar leséo
tecidual em decorréncia da liberacdo excessiva de substancias toxicas,
incluindo proteases e espécies reativas de oxigénio, que modulam a
permeabilidade vascular e a producdo de mediadores inflamatdrios, resultando
no desenvolvimento de quadros patologicos ou ainda contribuindo para o
agravamento de doencas ja estabelecidas (LIU et al., 2004; HEIT et al., 2002;
GUO, WARD, 2002). Nos pulmdes, a migracdo transendotelial, que é a
passagem dos leucocitos circulantes dos vasos sanguineos para o parénquima
pulmonar, estd relacionada a patogenia de doencas inflamatérias, como por
exemplo a asma, a bronquite aguda e a doenca pulmonar obstrutiva cronica
(BLOEMEN et al., 1997, HAMID et al., 2003). No caso de doencas alérgicas, as
proteases liberadas sdo capazes de amplificar a resposta inflamatéria por
comprometer a permeabilidade do epitélio bronquico (WAN et al., 1999).

Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado o envolvimento de PAR-2
no recrutamento e na ativacao de leucocitos (VERGNOLLE, 1999; MIIKE et al.,
2001), assim como agonistas de PAR tém sido relacionados com a produc¢éo
de quimiocinas, inducdo da expressdo de moléculas de adesdo E e P-
selectinas em células endoteliais, de molécula-1 de adeséo de célula vascular
(VCAM-1) e de molécula-1 de adesao intercelular (ICAM-1) (MIIKE et al., 2001;
SENDEN et al., 1998). No entanto, embora existam na literatura alguns estudos

mostrando a presenca e ativagdo de receptores de PAR-2 em eosindfilos,
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ainda ndo estdo bem esclarecidos os mecanismos moleculares envolvidos na
sinalizacdo desencadeada pela ativacdo deste receptor pelos seus respectivos
agonistas (MIIKE et al., 2001; BOLTON et al., 2003), assim como existem
dados conflitantes em relacdo ao recrutamento de eosindéfilos mediado pela
ativacdo de PAR-2. Desta forma, Vliagoftis e colaboradores (2001)
demonstraram que a ativacdo de PAR-2 por agonistas em células epiteliais das
vias aéreas induz a liberagdo de metaloproteinase-9 (MMP-9) e de fator
estimulante de granulocitos e monécitos (GM-CSF) que juntos promovem a
sobrevida de eosinodfilos. Além do mais, em modelo de inflamacédo alérgica
induzida por OVA em camundongos que nao expressam PAR-2, houve
diminuic&o da infiltracdo de eosindfilos para os pulmdes, como também ocorreu
um aumento desta infiltracdo em animais que superexpressam este receptor
(SCHMIDLIN et al., 2002). Ao contrario desses achados, De Campo & Henry
(2005) sugeriram um efeito antiinflamatério resultante da ativacdo de PAR-2,
uma vez que a administracdo intranasal do peptideo ativador de PAR-2 em
camundongos desafiados com OVA inibiu a infiltracdo eosinofilica quando
comparados aos animais tratados com peptideo controle.

Uma vez que os efeitos mediados por PAR podem ser mimetizados por
meio do uso de peptideos sintéticos que sdo semelhantes a sequéncia de
aminoéacidos do ligante especifico e agem como agonistas (SCARBOROUGH
et al., 1992), experimentos iniciais foram realizados com o peptideo ativador de
PAR-2 SLIGRL-NH,. Esse peptideo tem sido ferramenta essencial para a
elucidacao da acdo deste subtipo de receptor ativado por protease (BARRY et
al., 2010; SCARBOROUGH et al., 1992), a fim de avaliar sua capacidade em
induzir o recrutamento de eosindfilos para a cavidade pleural de camundongos.
Em estudo utilizando este mesmo agonista, Vergnolle (1999) demonstrou o seu
papel pré-inflamatério, uma vez que a injecdo intraperitoneal deste peptideo
induziu recrutamento de polimorfonucleares para a cavidade peritoneal, assim
como um aumento no rolamento e adeséo de leucécitos. Em nosso estudo, a
injecdo do peptideo ativador induziu o recrutamento de eosinéfilos para a
cavidade pleural de camundongos de maneira dose e tempo dependente,
sugerindo que a migracao de eosindfilos € dependente da via de ativagao de

PAR-2 também neste modelo experimental.
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Os mecanismos que medeiam o recrutamento de eosindfilos para o foco
inflamatério tém sido uma é&rea de bastante interesse para a pesquisa
principalmente para inflamacao alérgica das vias aéreas nas quais a presenca
dos eosindfilos torna-se um marcador importante para o quadro clinico do
paciente. Estudos publicados na ultima década tém sugerido a participacédo de
PAR-2 na inflamacédo de natureza alérgica. Assim, em modelo experimental de
inflamacéo alérgica induzida por OVA apo6s desafio com o imundégeno em
animais nocautes para o receptor houve uma reducdo de 73% da infiltracédo
eosinofilica, enquanto a superexpressdao de PAR-2 exacerbou esta resposta
em 88% quando comparado aos animais selvagens (SCHIMIDLIN et al., 2002).
A administracdo conjunta de peptideo ativador de PAR-2 e OVA foi capaz de
aumentar significativamente o nimero de leucécitos totais e as concentracdes
de IL-13 e TNFa no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos quando
comparados a administracdo apenas do peptideo controle (EBELING et al.,
2005). De outra forma, realizando um pré-tratamento com o inibidor de
protease inespecifico AEBSF também em modelo de inflamacédo alérgica
induzido por OVA, Saw e colaboradores (2012) observaram uma reducdo da
contagem total de leucdcitos, assim como do numero de eosindfilos e
neutréfilos neste modelo. Sendo assim, utilizamos a OVA para mimetizar os
efeitos da presenca do antigeno para o desenvolvimento da inflamacéo
alérgica e que tem potencial para desencadear uma resposta mediada por
PAR-2. A injecédo i.pl. de 1 pg/cavidade de OVA em animais previamente
imunizados induziu infiltrac@o de eosindfilos e de células mononucleares para a
cavidade pleural 48 horas apdés o desafio com o antigeno, e o antagonista
seletivo de PAR-2 ENMD21068 inibiu este recrutamento.

O mecanismo pelo qual a ativagdo de PAR-2 induz a infiltragdo de
eosindfilos na inflamacado alérgica das vias aéreas ndo esta bem esclarecido.
No entanto os mastocitos sdo grandes candidatos a contribuirem para este
fendmeno, uma vez que estdo presente nestes processos e secretam a triptase
gue é um agonista endogeno de PAR-2. Em outros processos patologicos,
estudos sugerem uma correlacdo entre o aumento do niumero de mastocitos
com o aumento de eosindfilos em patologias como esofagite eosinofilica
(ABONIA et al., 2010) e gastrite eosinofilica (XI LI et al., 2007), como também

entre 0 aumento das concentracdes de triptase com o aumento da infiltragdo
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eosinofilica na asma (STERNBERG et al., 2006) e na presenc¢a de pneumonia
eosinofilica (BARGAGLI et al., 2005). No entanto a relacdo entre mastocitos,
ativacdo de PAR-2 e recrutamento de eosin6filos ndo tem sido bem
demonstrada em modelo de inflamacgé&o das vias aéreas.

A triptase liberada de mastocitos ativa PAR-2 em diferentes células, tais
como fibroblastos de pulmdo (AKERS et al., 2000), células musculares lisas
das vias aéreas (BERGER et al., 2001), neurdnios mesentéricos (CORVERA et
al., 1999), queratindcitos (STEINHOFF et al., 1999), células endoteliais
(SHPACOVITCH et al.,, 2002), entre outras. Entretanto, a capacidade da
triptase em ativar PAR-2 in vivo em condi¢des fisioldgicas e patoldgicas
necessita de mais estudos. Em vista disto, no presente estudo foi verificada a
capacidade da triptase em induzir o recrutamento de eosinofilos para a
cavidade pleural. A injecdo i.pl. de 300 ng/cavidade deste ligante natural de
PAR-2 induziu recrutamento de eosinéfilos com migracdo maxima 24 horas
apos o estimulo, sendo que nos demais tempos de 48 e 72 horas também
houve aumento do nimero de eosindfilos. No entanto, a triptase néo foi seletiva
para o trafego de eosinofilos, pois, esta mesma dose capaz de recrutar células
mononucleares 24 horas apés o estimulo, assim como 4 horas apés a injecao
i.pl. da triptase ja& houve recrutamento de eosinofilos como também de
neutroéfilos e células mononucleares para cavidade, evidenciando a importancia
desta serino-protease para o recrutamento de leucadcitos.

Estudos j4 haviam demonstrado que a triptase in vitro ou o peptideo
ativador de PAR-2 é capaz de ativar as células mesoteliais da pleura
promovendo a liberacdo de MIP-2/CXCL2 e TNFa que contribuem para o
recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural (LEE et al., 2005). J4 o
tratamento de células endoteliais humanas com triptase aumentou
significativamente a producdo de MCP-1/CCL2 e IL-8/CXCL8 nestas células 6
horas apés a exposicéo (KINOSHITA et al., 2005). Os mastdcitos humanos que
contém triptase em seus granulos expressam PAR-2 e, em estudo in vitro, o
pré-tratamento dessas células com peptideo ativador de PAR-2 promoveu
aumento da secrecdo de IL-8/CXCL8 (CARVALHO et al., 2010). A incubacéo
de triptase em cultura de células endoteliais (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells, HUVECS) induz migragdo de neutrofilos in vitro que é dependente da

acdo de IL-8, uma vez que a adicdo de anticorpo anti-IL-8 & cultura inibiu este
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efeito quimiotatico (COMPTON et al., 2000). Este conjunto de informacgfes
pode explicar em parte o aumento do numero total de leucécitos apds o
estimulo pela triptase.

Uma vez que os mecanismos de ativacdo de PAR envolvem a acao
proteolitica de seus ligantes causando a clivagem de uma sequéncia especifica
de amino&cidos nos receptores correspondentes, confirmamos em nossos
experimentos que a capacidade de induzir recrutamento de eosindfilos exibida
pela triptase é dependente de sua integridade e consequente atividade
proteolitica, corroborando a hipdtese de uma atividade quimiotatica para
eosindfilos por meio de sua acdo nos receptores correspondentes a este
ligante (PAR-2). Antes de verificar se este fendmeno era dependente da
ativacdo de PAR-2, demonstramos que a inativacdo da triptase pela fervura
inibiu o recrutamento de eosindfilos para a cavidade pleural. Diante disso, o
proximo passo foi estudar a importancia de PAR-2 no recrutamento de
eosinofilos para a cavidade pleural induzido pela triptase. O ENMD1068, na
mesma dose determinada no experimento com OVA, também inibiu o
recrutamento de eosinéfilos, mondcitos e macrofagos para a cavidade pleural
dos animais desafiados com triptase.

Como demonstrado, a ativacdo de PAR-2 pelo peptideo ativador € de
grande importancia para o recrutamento de eosinéfilos, enquanto a resposta
induzida por OVA ou pela triptase ocasiona um aumento significativo no
namero total de leucécitos na cavidade pleural induzindo o recrutamento de
eosinofilos, mondcitos e macrofagos, este recrutamento € inibido pelo
ENMD1068. Estes dados evidenciam uma amplificacdo da resposta mediada
pela ativacdo de PAR-2 no desenvolvimento de uma resposta inflamatoria
induzida por antigeno, provavelmente por meio das ac¢des da triptase nestes
receptores.

A presenca de antigeno nas vias aéreas induz producao de IgE levando
a degranulacdo de mastoécitos dependente de sua ligacdo a superficie destas
células, liberando mediadores inflamatérios e proteases incluindo a triptase
(SHAKOORY et al., 2004), conduzindo entdo a uma resposta Th, com
liberacdo de citocinas que favorecerdo o recrutamento de leucocitos para o
foco inflamatério como exemplo a IL-5 também produzida por mastdcitos, que

promove o recrutamento de eosindfilos da circulacdo adjacente e diferenciacao
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destes leucadcitos a nivel medular (GREENFEDER et al., 2001; KIM et al., 2010;
FACCIOLI et al., 1991; FACCIOLI et al., 1996), assim como a propria triptase é
capaz de ativar os mastocitos promovendo sua degranulacdo (MOORMANN et
al., 2006; BERGER et al., 2003). Os mastocitos também sintetizam e secretam
TNF-a, MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3, GM-CSF, IL-5, IL-13, IL-8, entre outros
mediadores, que contribuem para o recrutamento de eosindéfilos, mondcitos e
macrofagos (KINOSHITA et al., 2005; LEE et al., 2005). Assim, estas células
podem ser consideradas células-chave em mediar o recrutamento de
eosinofilos em respostas alérgicas.

Em nossos experimentos a triptase induziu um recrutamento de
eosindfilos e mondcitos. A capacidade da triptase em promover a migracao de
monaocitos e sua posterior diferenciacao local em macréfagos, sugere um papel
potencial da ativacdo de PAR-2 em mediar mecanismos de diferenciacdo do
macréfago em seus subtipos M1 e M2. Os macréfagos séo células distribuidas
em diferentes tecidos e oOrgdos onde realizam diversas fungdes como
homeostasia, remodelamento tecidual e liberacdo de mediadores em resposta
a antigenos. Dependendo do microambiente, os macréfagos adquirem um perfil
diferenciado.

Geralmente os macréfagos se diferenciam em M1 na presenca de
citocinas inflamatorias e produtos de microorganismos e expressam receptores
do tipo Toll (TLRs: tolllikereceptors) e secretam inUmeras citocinas tais como
IL-12, TNF-q, IL-1, IL-6 (BENOIT et al. 2008). Os M2 séo subdivididos em trés
grupos: M2a induzido por IL-4, IL-13 ou IL-21, M2b por imunocomplexos ou
agonistas de TLR ou IL-1, M2c por IL-10, TGF-3 ou glicocorticides (GORDON,
2003), sendo que os M2a tém sido associados a participacdo na resposta Th2
ao aumento da producgao de IL-33. Em modelo de alergia induzida por OVA em
animais nocautes para IL-33, houve reducdo do processo inflamatério e
diminuicdo da diferenciagcdo para M2 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009).
Em nosso estudo, houve aumento da migracdo de mondcitos para a cavidade
pleural, com posterior diferenciagdo em macrofagos apés estimulo pela OVA
ou triptase por mecanismo dependente da ativacdo de PAR-2 uma vez que
ENMD1068 inibiu o recrutamento destas células, em ambos os estimulos.

Diante deste fato, o proximo passo foi investigar a presenca de PAR-2

em leucécitos obtidos do lavado pleural de camundongos desafiados com
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triptase i.pl. e, posteriormente, se a expressdo do gene do receptor estaria
modificada nos animais tratados quando comparados aquela dos animais
controle. Em modelo de inflamagé&o alérgica induzida por OVA, h& expressao
de PAR-2 nas vias aéreas no epitélio, endotélio e muasculo liso do tecido
pulmonar, no epitélio nasal de camundongos Balb/c, assim como em células
mononucleares e eosindfilos presentes em lavado broncoalveolar (BAL) de
animais tratados com SLIGRL-NH; intranasal, macréfagos alveolares
apresentaram maior intensidade para a marcacao de PAR-2 (EBELING et al.,
2005). PAR-2 também é expresso por mastocitos localizados na pele humana
(MOORMANN et al., 2006) e esta expressao foi aumentada juntamente com o
namero de mastécitos em biopsia de pele de pacientes com inflamacéo crénica
de pele do tipo psoriase ou carcinoma de células basais (CARVALHO et al.,
2010), sugerindo que sua expressdo possa ser modulada através da
inflamagédo. Em nossos experimentos demonstramos um aumento na
expressdo do receptor em animais tratados com triptase 24 horas apds o
estimulo quando comparados aos animais controles e também que ha uma co-
localizacdo deste receptor na membrana plasmatica e no citoplasma em
eosindfilos, mondcitos e macrofagos. Nossos resultados corroboram o0s
resultados encontrados por Ebeling e colaboradores (2005), uma vez que
também houve maior intensidade de marcacéo para PAR-2 em macrofagos e
monaocitos, 0 que sugere maior resposta desencadeada por estes tipos
celulares.

Uma vez que em nossos experimentos a triptase induziu um aumento na
expressdo de PAR-2 e um recrutamento de eosinofilos que foi inibido pelo
antagonista de PAR-2, sugerimos que o recrutamento de leucécitos mediado
pela ativacdo de PAR-2 possa ser dependente da liberacdo de triptase
enddgena pelos mastocitos presentes no ambiente da inflamacao alérgica. Os
mastdcitos participam da resposta imune sendo residentes em muitos tecidos,
principalmente nos subcutdneos e nas mucosas (METCALFE et al., 1997), e
podem ser classificados em fungdo da presenca das proteases neutras
quimase e triptase de acordo com o microambiente em mastocitos triptase e
quimase (MC+c), mastécitos quimase (MCc) e mastécito triptase (MCry)
(METCALFE et al., 1997). Mastocitos pulmonares e intestinais geralmente

contém triptase (MCNEIL, 1996), que possivelmente € o subtipo encontrado em
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nosso estudo. A triptase apresenta um papel fundamental na patogénese da
asma (OH et al., 2002), bem como participa de outros eventos importantes para
o desenvolvimento da resposta inflamatoéria, existindo evidéncias para um
papel desta protease e seu receptor na quimiotaxia de neutrofilos. Assim, a
incubacdao in vitro de neutréfilos humanos com o inibidor de triptase APC366 ou
com antagonista de PAR-2 P2pal-18S pepducin inibiu a acdo quimiotatica da
triptase para estes leucoécitos, (SEVINGNY et al., 2011). Além disso, em
modelo de inflamacéo alérgica induzida por OVA em camundongos Balb/c
fémeas, o pré-tratamento com um inibidor de triptase reduziu o nimero de
eosinofilos e neutrofilos em BAL e reduziu a produgdo de muco e o edema
peribrébnquico (OH et al., 2002). Em nosso estudo, o pré-tratamento com
APC366 reduziu significativamente o niumero de eosindfilos na cavidade pleural
induzido pelo SLIGRL-NH,, 24 horas ap0s o desafio, sugerindo que a migracao
de eosindfilos induzida pela ativacdo de PAR-2 em pleurisia experimental seja
dependente da acéo da triptase liberada de mastocitos da interface pulmonar,
gue é capaz de potencializar a resposta inflamatdria mediante estimulo local.

Nossos resultados demonstram um papel fundamental da ativacdo de
PAR-2 no fenbmeno de migracdo de eosindfilos induzido pela triptase ou por
antigeno, o que nos conduz a contextualizar que em um processo de
inflamacé&o alérgica ocorra amplificacdo da resposta por contribuicdo de cada
um destes estimulos. Contudo, a inflamacdo e o recrutamento de eosinoéfilos
para o foco inflamatério sdo processos amplos e influenciados por diversos
mediadores, tais como citocinas e quimiocinas liberados por células locais, bem
como por células que migram para o tecido afetado. Sendo assim, a
importancia da ativacdo de PAR-2 para o recrutamento de eosindfilos induzido
por estimulo quimiotatico da eotaxina-1/CCL11 também foi estudada. A
eotaxina € uma quimiocina seletiva para o trafego de eosindfilos, age por meio
da interacdo com o receptor CCR3 que é altamente expresso em eosinofilos
(KITAURA et al., 1996), mas também é encontrado em basofilos (UGUCCIONI
et al.,, 1997), mastécitos (ROMAGNANI et al., 1999) e linfocitos do tipo Th2
(SALLUSTO et al., 1997), conduzindo assim o recrutamento destas células na
inflamacéo alérgica.

Varios tipos de células no pulmédo sdo capazes de sintetizar eotaxina,

por exemplo as células epiteliais, do musculo liso, do endotélio vascular,
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macrofagos e também os proprios eosinofilos (CONROY; WILLIAMS, 2001).
Estudos tém mostrado que células epiteliais das vias aéreas produzem
eotaxina quando sao estimuladas por peptideo ativador de PAR-2
(VLIAGOFTIS et al., 2001), de outra maneira em animais desafiados com OVA
observa-se um aumento dos niveis de eotaxina e do numero de eosinofilos em
BAL de camundongos selvagens enquanto que em animais nocautes para
PAR-2 tanto os niveis de eotaxina quanto o numero de eosindfilos sao
reduzidos (TAKIZAWA et al., 2005). Nossos resultados indicam que a migracao
de eosindfilos para a cavidade pleural induzida por eotaxina-1 € dependente da
ativacdo de PAR-2 nesse modelo experimental, uma vez que o antagonista de
PAR-2 ENMD1068 bloqueou o recrutamento de eosindfilos induzido tanto pela
eotaxina como pela OVA.

Finalmente, avaliamos se a triptase liberada de mastécitos teria
importancia na reposta mediada pela eotaxina em pleurisia, uma vez que
demonstramos a participacdo de PAR-2 no recrutamento de eosindfilos
induzido pela eotaxina, como também a importancia da liberacdo de triptase
pelos mastocitos para o recrutamento de eosindfilos em processos mediados
por PAR-2.

Para isto, pré-tratamos os animais com APC366 antes de desafia-los
com eotaxina-1, e de maneira semelhante ao que aconteceu com o SLIGRL-
NH,, a inibicdo da acdo da triptase endégena promoveu reducdo significativa
no namero de eosinodfilos presentes no lavado pleural dos camundongos, o que
mostra que a acdo da eotaxina neste modelo experimental € dependente da
acao de triptase, e uma vez que os efeitos da triptase sdo dependentes de sua
acao proteolitica e esta age por meio de PAR-2, € possivel que os mecanismos
de ativacdo de PAR-2 desencadeados pela triptase estejam envolvidos na
resposta induzida pela eotaxina-1.

A capacidade da eotaxina em induzir o acumulo de eosinofilos no tecido
in vivo parece necessitar tanto do aumento do numero de eosinofilos
circulantes quanto da presenca de mastécitos residentes, tornando-os
importantes para agado quimiotatica de eosinofilos exibida pela eotaxina (DAS et
al., 1998). Das e colaboradores (2006) demonstraram que a administracéo de
eotaxina em animais desafiados com OVA ocasionou eosinofilia em BAL, e

esta resposta foi abolida em camundongos nocautes para mastécitos quando
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comparados a camundongos selvagens nas mesmas condi¢cdes, e o pré-
tratamento com anticorpo anti-CCR3 em camundongos antes do desafio com
eotaxina reduziu em 67% o numero de eosinofilos presentes no BAL quando
comparados ao grupo controle.

Os mastacitos, assim como os eosindéfilos, expressam CCR3. Ensaios in
vitro tém sugerido um papel quimiotaxico da eotaxina também para os
mastocitos (ROMAGNANI et al., 1999). Esta quimiocina também tem sido
relacionada com ativagdo de mastécitos in vivo. Em modelo experimental de
conjutivite alérgica utilizando camundongos deficientes de eotaxina-1, foi
verificada uma reducdo da producdo de citocinas inflamatérias e da
degranulacdo de mastécitos quando comparados aos camundongos selvagens
desafiados com alérgeno (MIYAZAKI et al., 2009), e o bloqueio de CCR3 pelo
antagonista W-56750 em camundongos selvagens, reduziu significativamente
os parametros clinicos, a eosinofilia e a degranulacdo de mastocitos apos
desafio com antigeno (KOMATSU et al., 2008).

Os nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com o
antagonista de PAR-2 ENMD1068 inibiu a migracdo de eosindéfilos para a
cavidade pleural de camundongos desafiados com OVA, triptase e eotaxina-1.
A inibicdo da triptase enddgena prejudicou o recrutamento de eosinoéfilos
induzido pelo peptideo ativador ou eotaxina-1. A triptase promoveu aumento do
namero de eosindfilos, como da expressdo de PAR-2, e este fato também foi
observado em mondécitos e macréfagos sendo que a inibicdo do recrutamento
destas células também ocorreu ap6s o ENMD1068. Em conjunto, essas acdes
sugerem um papel de PAR-2 e de sua ativacao no controle do recrutamento de
eosinofilos, e consequentemente para o0 desenvolvimento da resposta

inflamatéria na cavidade pleural.
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