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Obrigada pela beleza e harmonia.
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Obrigada pelo riso e pela brincadeira.
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Obrigada pela Paz que Eu Sou.
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Simplesmente por serem meus pais. As criaturas mais lindas que ja conheci na minha vida!
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Por terem me entendido enquanto eu crescia e por terem aceitado minhas tao rapidas
mudancas. Deve ter sido dificil manter-se em calma comigo, mas vocés sempre tentaram e
quase sempre conseguiram...

Por terem me ouvido e terem me dado claras e breves respostas as davidas e perguntas que
eu levava a vocés. Por terem reforcado minha confianca para continuar revelando meus
pensamentos e sentimentos.

Por terem me aplaudido quando fui verdadeiro, por terem me compreendido quando eu
disse mentiras, por terem me provado que elas maculam nosso carater.

Por terem me falado sobre os seus erros e sobre as coisas que vocés aprenderam com eles.
Isso fez com que eu aceitasse meus proprios erros, que também aprendesse e que me

perdoasse.

Por prestarem-me atencao e gastarem tao grande parte do seu tempo comigo. Isso me levou
a acreditar que sou importante e que tenho muito valor.

Por agirem sempre do modo que desejassem que eu agisse. Foi assim que vocés me deram
um modelo positivo para seguir.

Por confiar em mim e me respeitar mesmo quando eu era menor do que vocés. Por terem
considerado meus sentimentos e necessidades, e terem me mostrado muitas vezes que elas

eram semelhantes as suas.

Pelos elogios e pelos incentivos. Foi sempre por isso que eu me senti boa e quis continuar
sendo digna da sua fé em mim.

Por ajudarem-me a explorar meus talentos e potenciais. Por terem me ensinado que para
ser feliz eu tinha que ser eu mesmo.

Por serem vocés mesmos. Com isso eu aprendi a buscar uma vida feliz.

Obrigada.



Ao meu irmao Renato
Por ser meu irmao, meu “bro” o cara mais engracado que ja vi.
Vocé é meu irmao por natureza, por qualquer coisa do destino, mas se eu pudesse ter
escolhido, nao podia ter sido melhor ou diferente.
Renato, porque eu quis.

Irmao porque eu te amo!!

Agradecer voce.....

Vocé, que esteve ao meu lado nas horas que chorei e nas horas que sorri, nas horas que me
lamentei e nas horas e que de uma forma ou de outra demonstrei total alegria...

Agradecer pelo sorriso diario (ou quase diario....) sem magoas nem rancores, agradecer de
peito aberto, de alma explosiva...
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Ao Mike
Por me mostrar que felicidade significa manter o coracao aberto para aquilo que acontece
ao seu redor.

Amo vocé!

It's a little bit funny this feeling inside
I'm not one of those who can easily hide
I don't have much money but boy if I did

I'd buy a big house where we both could live

If I was a sculptor, but then again, no
Or a man who makes potions in a traveling show
I know it's not much but it's the best I can do

My gift is my song and this one's for you

And you can tell everybody this is your song
It may be quite simple but now that it's done
I hope you don't mind
I hope you don't mind that I put down in words

How wonderful life is while you're in the world

I sat on the roof and kicked off the moss
Well a few of the verses well they've got me quite cross
But the sun's been quite kind while I wrote this song

It's for people like you that keep it turned on

So excuse me forgetting but these things I do
You see I've forgotten if they're green or they're blue
Anyway the thing is what I really mean
Yours are the sweetest eyes I've ever seen

(Elton John)
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Resumo

DALE, C.S. Caracterizacio da atividade antinociceptiva de peptideos homologos ao C-
terminal da proteina S100A9 murina. A¢do sobre neurdnios sensoriais, via canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo N [Characterization of the antinociceptive effect of peptides
homologous to the C-terminus of murine S100A9 protein. Effects on sensory neurons, via type-N
voltage-dependent calcium channels] Sao Paulo, 2006. 179f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo.

Resumo

O peptideo idéntico ao C-terminal da proteina S100A9 murina (pS100A9mH’*-G''%) inibe a
hiperalgesia inflamatoria induzida pela carragenina. Em adicdo, este peptideo inibe a hiperalgesia
inflamatoria induzida por tripsina, uma serino protease capaz de ativar receptores ativados por
protease do tipo 2 (PAR;). O objetivo inicial deste trabalho foi caracterizar a relagdo estrutura/
efeito do pS100A9m, a fim de determinar a menor seqiiéncia peptidica dotada de atividade
antinociceptiva. Ainda, como parte dos objetivos, neste trabalho foram investigados os
mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do pS100A9m e da menor seqiiéncia ativa sobre
a hiperalgesia induzida pela ativagdo de PAR,. Diferentes seqiiéncias peptidicas homologas ao
pS100A9m foram sintetizadas e avaliadas em ratos submetidos ao modelo de hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina. Dentre todas as seqiiéncias peptidicas investigadas, o peptideo
denominado AcE”’-G'* foi determinado como a menor seqiiéncia ativa com efeito semelhante ao
pS100A9m. Com relagdo aos estudos sobre a ativagdo de PAR;, os resultados obtidos
demonstraram que o pS100A9m bem como o AcE’’-G'*® inibem a hiperalgesia térmica e
mecanica decorrentes da ativagdo de PAR; (induzida por um peptideo agonista deste receptor -
PAR,AP). A andlise por imuno-histoquimica demonstrou que a ativagdo de PAR, aumenta a
expressao da proteina Egr-1 em neurdnios nociceptivos, sendo o pS100A9m capaz de inibir este
efeito. Em adigdo, ambos pS100A9m e AcE”’-G'® inibiram o influxo de calcio induzido por
PAR,AP ou tripsina, em neurdnios sensoriais do ganglio da raiz dorsal da medula espinhal
(DRG). Por outro lado, nenhum dos peptideos apresentou efeito sobre a mobilizagao de calcio em
células HEK-293, que naturalmente expressam PAR;, ou em células KNRK transfectadas com
este tipo de receptor, sugerindo que o efeito tanto do pS100A9m quanto do AcE’’-G'*, sobre a
ativagio de PAR,, seja especifico para neurdnios sensoriais. O pS100A9m e o AcE”’-G'*

inibiram o influxo de calcio nos neuronios DRG estimulados com bradicinina, capsaicina ou KCI.



Resumo

Ainda, o pS100A9m inibiu a libera¢do de substancia P induzida por PAR,. Os resultados obtidos
com o tratamento de neurénios DRG com tapsigaragina ou com iondforo de célcio sugerem um
efeito direto do pS100A9m sobre os canais de calcio. Desta forma, foi avaliada atividade do
pS100A9m e do AcE’’-G'* sobre culturas de células HEK-tsA transfectadas com canais de célcio
dependente de voltagem do tipo N ou do tipo L. Os resultados obtidos demonstraram que ambos
peptideos inibirem o influxo de célcio em células transfectadas com receptores do tipo N. Em
conjunto, os dados aqui obtidos demonstram que o efeito do C-terminal da proteina S100A9
murina sobre a nocicep¢ao experimental ¢ devido a uma inibi¢do de canais de calcio do tipo N,
por uma ac¢do direta em neurdnios sensoriais. Ainda, a seqiiéncia responsavel por este efeito esta

localizada na por¢ao E”’-G'** do dominio C-terminal da proteina S100A9 murina.

Palavras-chave: S100A9, PAR,, nocicepgdo, antinocicepgdo, neurdnios sensoriais, canais de

calcio dependentes de voltagem.



Abstract

DALE, C.S. Characterization of the antinociceptive effect of peptides homologous to the C-
terminus of murine S100A9 protein. Effects on sensory neurons, via type-N voltage-
dependent calcium channels [Caracterizacdo da atividade antinociceptiva de peptideos
homologos ao C-terminal da proteina SI00A9 murina. A¢do sobre neuronios sensoriais via canais
de calcio dependentes de voltagem do tipo N]. Sdo Paulo, 2006. 179f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo.

Summary

Peptide identical to the C-terminus of S100A9 protein (mS100A9pH’*-G''%) inhibits
inflammatory hyperalgesia induced by carrageenan and trypsin, a serine protease that activates
protease-activated receptors 2 (PAR;). The aim of this work was to characterize the relationship
between structure and function of mS100A9p in order to identify the shortest peptide sequence
endowed with antinociceptive effect. Furthermore, the mechanisms involved on the
antinociceptive effect of both mS100A9p and the shortest homologous sequence on PAR;-
induced hyperalgesia were also evaluated. Different peptide sequences homologous to mS100A9p
were synthesized and evaluated in rats submitted to the carrageenan-induced mechanical
hyperalgesia model. Among all evaluated sequences, the peptide AcE”’-G'* was found to be the
shortest sequence that showed an antinociceptive effect similar to that induced by mS100A9p. In
regard to PAR; activation, data obtained herein demonstrated that both mS100A9p and AcE”’-
G'* inhibit PAR,-induced mechanical and thermal hyperalgesia, induced by the selective agonist
peptide - PAR,AP. Imunohistochemical evaluation demonstrated that PAR, activation increased
Egr-1 protein expression on sensory neurons and mS100A9p inhibited this effect. In addition,
both mS100A9p and AcE”’-G'** inhibited PAR>- and trypsin-induced calcium influx in dorsal
root ganglia neurons (DRG). On the other hand, no effect on the calcium influx of the peptides
were observed on HEK-293 cells or KNRK-PAR; transfected cells, suggesting that the effects of
mS100A9p and AcE’’-G'” on PAR; activation are specific for sensory neurons. Both mS100A9p
and AcE”’-G'” inhibited DRG calcium flux when cells were stimulated with bradykinin,
capsaicin or KCl. Also, mS100A9p inhibited PAR-induced substance P release in DRG.

Treatment of DRG with either thapsigargin or calcium ionophore suggest a direct effect of



Abstract

mS100A9p on calcium channels. To evaluate this hypothesis the effects of mS100A9p and AcE’’-
G'* were evaluated on N-type or L-type voltage-dependent calcium channel transfected HEK-tsA
cells. Both peptides inhibited calcium influx of N-type transfected cells. In conclusion, data
presented herein demonstrate that the C-terminus of murine S100A9 protein inhibits experimental
nociception through a block of N-type voltage-dependent calcium channels, directly on sensory
neurons. Also, the domain involved in this effect is localized on the sequence E*’-G'* of the C-

terminus of murine S100A9 protein.

Key words: S100A9, PAR;,, nociception, antinociception, sensory neurons, voltage dependent

calcium channels.
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AP
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BaCl,
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CsCl

CGRP
CsMeSOy4
egr-1
Egr-1
EGTA
ELISA
e.p.m.
DMEM
DRG
fMLP
FMOC
FUDR
GTP

Ig

IL

Peptideo agonista

Cytosina  — D — arabino — furanoside - hidrochlorido
Cloreto de bério

Cloreto de célcio

Cloreto de césio

Carragenina

Peptideo relacionado com o gene da calcitonina

Sulfato de césio monometil

Gene que codifica para a proteina Egr-1

Proteina de resposta inicial 1 (Early growth response protein 1)
Acido acético (ethylene glycol bis (2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid)
Ensaio imuno-enzimético de liga¢do de anticorpo

Erro padrdo da média

Meio Eagle Dubelco’s modificado (Modified Eagle Medium)
Ganglio da raiz dorsal (dorsal root ganglia)
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
N-alfa-(9-fluorenilmethiloxicarbonil)

5 — fluoro — 2 — desoxi - uridina

Solug¢do salina de Guanosina 5'-trifosfato de sédio
Imunoglobulina

Interleucina

Intraplantar



HBSS
HEK-293
HEPES
HPLC
HVA
H,0
H,0,
KCl
KNRK
KH,PO4
LPS
LTB-4
LVA
MALDI
MIF
MEM
MRP
MgATP
MgCl,
Na,HPO,
NaH,PO,4
NaCl
NaHCO;
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Introdugdo

1. INTRODUCAO
1.1. Dor

A dor € definida como uma experié€ncia sensitiva e emocional desagradavel, associada ou
niao a lesdo tecidual (revisto por RIEDEL & NEECK, 2001). E um sinal caracteristico dos
mecanismos normais de protecdo do organismo contra o dano tecidual (DRAY, 1997). Uma das
funcdes vitais do sistema nervoso € prover informagdes sobre a ocorréncia ou perigo de injuria.
A sensacdo de dor, pela sua natureza inerente, contribui para essa funcdo. A dor ndo é
homogénea e compreende trés categorias: fisiolégica, inflamatéria e neuropatica. E uma funcio
relacionada a estruturas do Sistema Nervoso formada de componentes discriminativo, afetivo-
motivacional, cognitivo e locomotor (revisto por RIEDEL & NEECK, 2001).

Em condigdes fisioldgicas, a dor € iniciada pela geracdo de potenciais de a¢do em fibras
aferentes primdrias, de pequeno didmetro, dos nervos periféricos, do tipo C e AJ. Estas fibras
possuem receptores para a dor, denominados de nociceptores, os quais apresentam terminagdes
sensoriais nos tecidos periféricos e que sdo ativados por estimulos de vdrios tipos, sendo
diferenciados de outros receptores sensoriais, como 0s mecanicos e térmicos, por seu limiar mais
alto, os quais s@o normalmente ativados apenas por estimulos de intensidade nociva (RANG et
al., 1997). Uma vez ativados, os nociceptores ativam sinapticamente neurdnios nociceptivos do
corno dorsal da medula espinhal. Os neur6nios primdrios sensoriais contém Varios
neuropeptideos, os quais sao liberados e atuam como mediadores quimicos nas terminagdes tanto
centrais quanto periféricas destes neurdnios, desempenhando papel importante na resposta
nociceptiva dolorosa (Figura 1) (RANG et al., 1997). Dentre esses neuropeptideos estdo a
substancia P (SP) e o peptideo relacionado com o gene da calciotonina (CGRP), que sao
liberados das terminagdes nervosas dos aferentes nociceptivos primdrios € atuam nos vasos

sangiifneos e células inflamatorias exercendo efeitos pré-inflamatérios nos tecidos periféricos

35



Introdugdo

(DRAY & BEVAN, 1993; RANG et al.,, 1997). Os neurbnios sensoriais utilizam ainda
aminodcidos excitatorios, como o glutamato e aspartato, para a transmissao do impulso doloroso
ao Sistema Nervoso Central (SNC) (DRAY, 1997). Dos neurdnios sensoriais periféricos, a
informacdo nociceptiva segue tanto por neurdnios do trato ascendente, quanto por interneurdnios
que fazem parte das vias de reflexos vegetativos. Os axonios ascendentes do trato espinotalamico
ativam o Sistema Talamo-cortical, que ird produzir a consciéncia da sensacdo de dor (Figura 1)

(revisto por SCHAIBLE & RICHTER, 2004).

Sistema limbi Via d T e

Liberaciio de:
Substincia P
Serotoning

-~ Histamina
Bradicinina
Prostaglandinas

| Aferente primério
[_ Neurotransmissores

!)E‘ . Candidatos:

Bubstincia P
Trato espinotalimico —

N
{

Cutamato
GABA
VIP

Somatostating
Nervo aferente

== Liberaciio de
— Norepinefrina

. - I-‘ motor

Reflexos segmentares

Figura 1. Esquema representativo da via de transmiss@o nociceptiva. Adaptado de JESSELL &

KELLY et al., 1991.
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A transmissdo de sinais dolorosos em nivel espinhal envolve a participacdo de canais
i6nicos (ALTIER & ZAMPONI, 2006). Estes canais i0nicos s3o expressos nos neurdnios
sensoriais e sua ativagdo gera a formacgdo de correntes em direcdo ao interior ou ao exterior das
células, que despolarizam ou hiperpolarizam a membrana celular causando excitacdo ou inibi¢ao
dos neuronios (revisto por LEE et al., 2005; revisto por WOOD, 2003). Para se despolarizar os
terminais de membrana dos nervos, tanto as correntes em dire¢do ao interior devem ser geradas,
quanto as correntes em direcdo ao exterior devem ser inibidas. A ativacdo destes canais em
neurdnios sensoriais € evidentemente critica para dar inicio aos sinais nociceptivos. Os principais
canais responsdveis pela geracdo das correntes internas nos nociceptores sao os canais de sédio e
canais de célcio dependentes de voltagem, enquanto que as correntes externas sdo principalmente
geradas pelos fons potéssio (revitso por LEE et al., 2005; revisto por WOOD, 2003). Ainda, a
ativacdo de canais catidnicos ndo seletivos (como canais vanilddes de potencial transitorio,
canais purinérgicos e canais ionotrépicos para serotonina) também € responsdvel pela excitacio
dos neurdnios sensoriais. Desse modo, a excitabilidade dos neurdnios pode ser controlada pela
regulacdo da expressdo ou modulacio da atividade destes canais (revitso por LEE et al., 2005).

A dor inflamatéria é gerada pela estimulacdo inespecifica da inervacdo sensitiva dos
tecidos e pela acdo de mediadores quimicos, os quais sdo liberados durante a interagdo de
leucdcitos e agentes a serem eliminados do tecido lesado (revisto por RIEDEL & NEECK, 2001;
revisto por SCHAIBLE & RICHTER, 2004). Ja a dor neuropdtica é causada por lesdes
periféricas ou centrais do Sistema Nervoso. Ambos os tipos de dor, inflamatdria e neuropdtica,
sdo caracterizadas pelo aumento na sensibilidade tanto no sitio da lesdo quanto no tecido normal
adjacente. Esta sensibilizacdo acarreta os fendmenos de alodinia mecanica ou térmica, que

surgem como sintomas a partir de estimulos que geralmente ndo causariam dor, ou de
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hiperalgesia, traduzida por dor intensa e prolongada resultante de estimulag@o nociva (revisto por

RIEDEL & NEECK, 2001; revisto por SCHAIBLE & RICHTER, 2004).

A inflamacdo, por si s6, € um grande agente causador de dor. Durante o desenvolvimento
de uma resposta inflamatodria, particularmente as fibras C sdo ativadas em resposta a acdo de
mediadores quimicos liberados por células lesadas, ou por substincias sintetizadas durante os
eventos que se seguem apos a injuria tecidual (DRAY, 1997). A liberacdo de mediadores gerados
durante o processo inflamatério induz um aumento da atividade dos nociceptores, o que se traduz
em dor inflamatéria (LEVINE & REICHLING, 1999). Esses mediadores podem agir direta ou
indiretamente sobre os nociceptores, conjuntamente com a formacio de edema local e lesdo dos
feixes nervosos periféricos sensitivos (DRAY & BEVAN, 1993). E importante ressaltar que
além da estimulacdo de fibras sensoriais periféricas, muitas alteracdes fisioldgicas importantes
estdo associadas com a inducdo de dor. Sdo alteragdes na circulagdo local e permeabilidade
vascular, ativacdo e migracdo de células imunes e mudancas na liberagdo de fatores tréficos e de

crescimento dos tecidos adjacentes (revisto por DRAY, 1995).

Os mediadores quimicos produzidos durante a inflamag¢do podem ativar neurdnios
sensoriais nociceptivos de duas maneiras, quais sejam ativando diretamente os nociceptores
causando dor, como no caso da bradicinina, histamina, leucotrienos, serotonina, ions hidrogénio
e glutamato (revisto por RIEDEL & NEECK, 2001; revisto por SCHAIBLE & RICHTER,
2004), ou sensibilizando-os gerando o fendmeno de hiperalgesia periférica, que resulta em um
aumento na percepcdo em resposta a dor, gerada pela acdo indireta dos mediadores quimicos
sobre os nociceptores, diminuindo o limiar de ativacdo desses receptores para um segundo
estimulo (FERREIRA, 1990; DRAY e BEVAN, 1993; revisto por DRAY, 1995; DRAY, 1997;

LEVINE e REICHLING, 1999). Diferentes mecanismos foram propostos para explicar o
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fendmeno de hiperalgesia, tais como a sensibilizacdo dos nociceptores pela producdo de
prostandides ou pela liberacido de diferentes mediadores durante a injuria do tecido, andéxia ou
baixo pH (revisto por RIEDEL & NEECK, 2001; revisto por SCHAIBLE & RICHTER, 2004).
Dentre os mediadores que participam do fendmeno de hiperalgesia estdo os leucotrienos, a
serotonina, a histamina, a adenosina, o fator de crescimento neural (NGF), a noradrenalina ¢ a
bradicinina (DRAY, 1995; DRAY, 1997; FERREIRA, 1990; LEVINE & REICHLING, 1999).
As substancias que medeiam o fendmeno de dor durante o processo inflamatdrio sdo liberadas
por leucdcitos circulantes e plaquetas, células endoteliais, células residentes (incluindo
mastocitos), neurdnios sensitivos primadrios e fibras sensoriais simpdticas (revisto por BESSON,

1999; LEVINE & REICHLING, 1999).

A producdo de bradicinina é uma das respostas iniciais do tecido a injdria e € critica para
iniciar a dor e exacerbagdo da sinalizacdo sensorial produzindo hiperalgesia (DRAY, 1997). A
liberacdo de bradicinina ocorre em grandes quantidades durante o processo inflamatério agudo,
seguida da liberacdo de proteases de células imunes como mastdcitos, baséfilos e neutréfilos
(DRAY, 1997). Ainda, a bradicinina promove diversos outros aspectos da inflamacao, incluindo
aumento de influxo sanguineo, formacdo de edema e liberacdio de outros mediadores
inflamatérios (LEVINE et al., 1993; DRAY, 1994, 1995). A acdo da bradicinina sobre a
hiperalgesia estd associada com a producdo secunddria de outros mediadores como prostandides,
taquicininas e CGRP, citocinas, produtos derivados de mastdcitos como a serotonina e a
histamina e 6xido nitrico (NO). Dai sua importancia no desenvolvimento e manuten¢do do

processo inflamatério e nociceptivo (CALIXTO et al., 2000).

Além da bradicinina outros mediadores quimicos estdo envolvidos na inducdo de

hiperalgesia inflamatéria. As prostaglandinas, por exemplo, sdo importantes mediadores deste
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fendmeno. A prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaciclina (PGI2) sdo capazes de ativar
diretamente os nociceptores causando dor, mas usualmente sensibilizam os neur6nios aferentes
primdarios reduzindo seu limiar de ativagdo a um segundo estimulo (DRAY, 1994; 1995; 1997).
A PGE?2 ainda € capaz de estimular a liberacdo de SP de neurdnios sensoriais e € um mediador
importante da hiperalgesia induzida pela bradicinina (LEVINE e REICHLING, 1999). A
histamina e serotonina também sdo potentes indutores de hiperalgesia, sendo produzidas apds a
desgranulacdo de mastdcitos. A histamina acarreta hiperalgesia pela indugdo da liberacdo de
neuropeptideos e prostaglandinas. A serotonina sensibiliza fibras aferentes primdrias aumentando
a permeabilidade dessas células ao cdlcio, causando hiperalgesia (DRAY, 1997; LEVINE e

REICHLING, 1999).

A hiperalgesia inflamatéria tem sido demonstrada experimentalmente, auxiliando na
elucidacdo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos no processo. Assim, no modelo de
hiperalgesia mecanica, na vigéncia de inflamac¢ao induzida por carragenina ou lipopolissacarideo
(LPS), o processo € iniciado pela bradicinina que, pela ativagdo de receptores B2, estimula a
producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-at), que por sua vez estimula a produgdo de
interleucina 1 beta (IL-1), IL-6 e IL-8 (CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 1993). A partir
dai duas vias distintas se seguem. A IL-1B e IL-6 irdo estimular a produgdo de prostaglandinas
(FERREIA et al., 1988) e a IL-8, induz a producdo de aminas simpatomiméticas das fibras
simpdticas (CUNHA et al., 1991). Essa seqiiéncia de ativagdo de mediadores também se repete

para a hiperalgesia induzida pela bradicinina.

Leucdcitos, particularmente neutréfilos, também possuem papel importante no processo
de hiperalgesia inflamatéria. Neutréfilos, por exemplo, sdo capazes de se acumular em sitios

inflamatérios degradando o material antigénico ou debris celulares e, o actimulo dessas células no
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sitio inflamatdrio, é associado a presenga de hiperalgesia (LEVINE & REICHLING, 1999).
Neutr6filos liberam uma variedade de citoconas (IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-ot) capazes de induzir
hiperalgesia. Particularmente a IL-1[3 possui potente efeito pré-inflamatério e hiperalgésico, além
de ser capaz de estimular a sintese e liberacdo de diversos mediadores inflamatérios como o NGF
e induzir a expressdo de receptores em neurdnios sensoriais e células imunes (DRAY, 1997).
Ainda, a IL-1P é capaz de estimular a producdo de prostaglandinas, sendo a hiperalgesia induzida
por esta citocina dependente desse mediador (LEVINE et al., 1984). A IL-8 também participa da
inducdo de hiperalgesia inflamatéria, sendo essa hiperalgesia simpdtico-dependente e ndo
mediada por prostaglandinas (CUNHA et al., 1991). Com relagdo a participagdo de leucécitos na
geracdo de hiperalgesia, trabalhos tém demonstrado que a hiperalgesia induzida por leucotrieno
B4 (LTB-4) € dependente de neutréfilos (LEVINE et al., 1984), sendo este processo mediado
pela atracdo e ativagdo dessas c€lulas, com posterior liberacdo de produtos hiperalgésicos capazes

de sensibilizar os neurdnios aferentes primarios (LEVINE et al., 1985).

Por outro lado, trabalhos desenvolvidos por nosso grupo demonstraram que a presenca de
neutrofilos na cavidade peritoneal de camundongos acarreta um efeito antinociceptivo, em
modelo de dor inflamatéria visceral, mediado pela liberacdo de uma proteina ligante de calcio,
pertencente a familia das proteinas S100 (SCHAFER et al., 1995), denominada S100A9 (GIORGI

et al., 1998; PAGANO et al., 2002; PAGANO et al., 2006).

No que diz respeito a participacdo de macréfagos na resposta nociceptiva, tem sido
demonstrado que macréfagos residentes possuem um papel importante no desencadeamento
desse fendmeno. Os macrdéfagos sdo as principais células secretoras de mediadores quimicos
capazes de sensibilizar os nociceptores, dentre eles as prostaglandinas, ou ainda liberam

substincias que participam da cascata de indug¢do da hiperalgesia, como a IL-1B ¢ o TNF-a
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(CUNHA et al., 1991; FERREIRA et al., 1993). Nesse sentido, foi demonstrado que o
sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados com LPS induz nocicep¢do em
camundongos, mediada por IL-1f, TNF-a e IL-8. Em adi¢do, macréfagos podem participar do
desencadeamento da dor neuropdtica por liberarem TNF-o, um mediador importante na génese
deste fendmeno (LEVINE & REICHLING, 1999). Ainda, foi demonstrado que macréfagos
residentes e mastdcitos desempenham importante papel na nocicepg¢do, observada no modelo das
contor¢des abdominais, uma vez que essas células liberam mediadores que desencadeiam a
hiperalgesia inflamatéria (RIBEIRO et al., 2000).

Em contrapartida ao efeito das citocinas na inducdo de hiperalgesia, tem sido
demonstrado que algumas interleucinas também sio liberadas para regular este processo. A IL-
10, por exemplo, é capaz de desativar macrofagos ativados (BOGDAN et al., 1991), além de
limitar a hiperalgesia inflamatéria induzida por carragenina e bradicinina pela inibicdo da
producio de outras citocinas (POOLE et al., 1995). Foi demonstrado que a IL-10 e IL-13 inibem,
de maneira concentragdo dependente, a hiperalgesia inflamatéria induzida no dorso de
camundongos, pela exposicdo aguda dos animais a radia¢do ultravioleta e que este efeito estd
relacionado com a redugdo dos niveis de IL-1B, TNF-a e NGF (SAADE et al., 2000). A 1L-13,
liberada de linfocitos, também limita a hiperalgesia inflamatéria no modelo de pressdo de pata de
ratos pela inibi¢do de IL-1B, TNF-a, IL-8 e prostaglandinas (LORENZETTI et al., 2001). Em
adicdo, a IL-4 liberada de mastdcitos controla a hiperalgesia inflamatéria pela inibicdo da
producdo de TNF-q, IL-1B e IL-8 na fase inicial do processo e as prostaglandinas na fase mais

tardia (CUNHA et al., 1999).

Além da participacdo de citocinas no controle da dor inflamatdria, é demonstrado que a

proteina ligante de cdlcio S100A9, a qual estd presente em altas concentragdes no citosol de
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neutréfilos e mondcitos (EDGEWORTH et al., 1991), também possui a capacidade de inibir a dor
inflamatéria, quando avaliada no modelo das contor¢des abdominais (GIORGI et al., 1998;

PAGANO et al., 2002, PAGANO RL, 2001; PAGANO et al., 2006).

1.2. Proteina S100A9

A proteina S100A9, juntamente com outra proteina denominada S100A8 foram
inicialmente isoladas, seqiienciadas e clonadas de culturas de células das quais se tentava
caracterizar o MIF - Migration Inhibitory Factor (ODINK et al., 1987), dai sua denominagdo
inicial de MRP-8 (para S100A8) e MRP-14 (para S100A9), onde MRP refere-se a “MIF Related
Proteins” e 8 ou 14 aos seus pesos moleculares (ODINK et al., 1987; HESSIAN et al., 1993).
Posteriormente essas proteinas foram denominadas de Myeloid Related Proteins (RAMMES et
al., 1997), uma vez que sdo expressas por células da linhagem mielomonicitica. Estas proteinas
também podem ser encontradas na literatura sob as denominacdes de p8 e pl4 (HOGG et al.,
1989), cadeia leve da L1 e cadeia pesada da L1 (ANDERSSON et al., 1988) e calgranulina A e
calgranulina B (KELLY et al., 1989), respectivamente para SI00A8 e SI00A9.

As proteinas SI00A8 e S100A9 pertencem a familia das proteinas S-100 (ZIMMER et
al., 1995; SCHAFER et al., 1995), caracterizadas como um grupo de proteinas acidicas de baixo
peso molecular (10-12 kDa), assim denominadas por serem 100% soliveis em sulfato de amonia
(ZIMMER et al., 1995). Os genes que codificam para estas proteinas estdo localizados na regiao
1921 (SCHAFER et al., 1996). Estas proteinas sdo compostas por dois sitios ligantes de célcio
(KLIGMAN et al., 1988; HESSIAN et al., 1993) e ambas, SI00A8 e S100A9, possuem ainda
sitios de ligacdo para zinco localizados na por¢do His-X-X-X-His (revisto por STRIZ &

TREBICHAVSKY, 2004). Estas proteinas formam entre elas um complexo heterodimérico
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denominado de calprotectina (Figura 2) (STEINBAKK et al.,, 1990; SOHNLE et al., 1991;
revisto por STRIZ & TREBICHAVSKY, 2004), sendo que a por¢cao C-terminal da S100A9 ¢

critica para formacgdo deste complexo (PROPPER et al., 1999).

Figura 2. Esquema representativo da estrutura cristalografica da calprotectina — complexo

heterodimérico formado pelas proteinas SIO0A8 e S100A9 (fonte: www.pubmed.com).

A funcdo das proteinas da familia S100 € tecido-especifica, sendo relacionada com a
regulacdo homeostdsica de célcio intracelular (revisto por STRIZ & TREBICHAVSKY, 2004).
Esta familia de proteinas apresenta fun¢des importantes em processos intracelulares incluindo

progressdao de ciclo celular, regulacdo de eventos de fosforilagdo, interacdo membrana-
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citoesqueleto, transducdo de sinais e metabolismo energético (ZIMMER et al., 1995; DONATO
et al., 2001).

As proteinas S100A8 e SI100A9 sdo altamente conservadas em sua estrutura,
apresentando homologia na seqiiéncia de seus aminodcidos entre 60 a 80% quando se comparam

S100A8 e S100A9 de humano, rato e camundongo (EDGEWORTH et al., 1991). Ainda,

(€

demonstrada funcionalidade equivalente entre S100A9 murina e humana no que se refere a
localizac@o celular, padrao de expressao, presenca de isoformas, capacidade de interagir com a
S100AS e secrecao (NACKEN et al., 2000).

A expressao da SI00A8 e STO0A9 é restrita a células da linhagem mielomonocitica e, sob
certas circunstancias, a queratindcitos (ZWADLO et al., 1988; HOGG et al., 1989). Das células
circulantes apenas os neutrofilos e mondcitos expressam SI100A8 e S100A9, ndo sendo
detectadas em linfécitos, plaquetas, basofios e eosindfilos (LAGASSE et al., 1988; HOGG et al.,
1989). Dados mais recentes demonstraram a expressdo do complexo S100A8/S100A9 por
células endoteliais, onde a expressao da S100A9, em particular, foi observada apds a estimulacio
das células endoteliais murinas com LPS, IL-1 ou TNF-a (YEN et al., 1997). A S100AS8 e
S100A9 sdo encontradas em altas concentracdes no citoplasma de neutréfilos e mondcitos,
chegando a propor¢des de 30-60% das proteinas totais para neutréfilos e 1% para mondcitos
(EDGEWORTH et al., 1991; revisto por STRIZ & TREBICHAVSKY, 2004). Macréfagos
residentes ndao expressam S100A8 e S100A9, implicando na perda destas proteinas durante a
diferenciacdo de mondcitos em macréfagos. Macréfagos recém migrados expressam-nas durante
um curto periodo de evolugdo do processo inflamatério (ZWADLO et al., 1988; HOGG et al.,
1989). Tem sido demonstrada a expressdo de S100A8/9 por macréfagos teciduais, em sitios de

inflamacdo cronica, como por exemplo, em pacientes com artrite reumatéide, sarcoidose ou
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tuberculose (ODINK et al., 1987; PALMER et al., 1987; ZWADLO et al., 1988). Ainda, foi
demonstrada a dissociacdo da expressao destas proteinas no processo inflamatdrio cronico, onde
apenas a S100A9 ¢ expressa por células epitelidides de granuloma tuberculoso humano
(DELABIE et al.,, 1990). Da mesma forma, foi demonstrado que células epitelidides de
granuloma induzido por corpo estranho expressam seletivamente a proteina SI00A9 (AGUIAR-
PASSETI et al., 1997).

As proteinas S100A8 e S100A9 tém sido descritas como proteinas citoplasmaticas
(EDGEWORTH et al., 1989), no entanto, foi demonstrado que na presenca de inflamacdo ou
ap6s mobilizacdo de cdlcio estas proteinas sdo translocadas do citosol para componentes do
citoesqueleto e membrana citoplasmatica (ROTH et al., 1993; van den BOS et al., 1996). Nesse
sentido, foi demonstrado que a SI00A8 e S100A9 sdo secretadas por mondcitos apds ativacio de
proteina quinase C (PKC), por uma via dependente de microtiibulos intactos (RAMMES et al.,
1997).

A presenca de altas concentragdes do complexo ST00A8/S100A9 no soro, plasma, fluido
sinovial, fezes e urina de pacientes portadores de diferentes patologias levaram a utilizacdo da
calprotectina como biomarcador laboratorial de processos inflamatoérios, especialmente no
diagnéstico de doengas inflamatdrias ndo infecciosas como artrite, doenca inflamatoria intestinal
e inflamacdo pulmonar cronica, uma vez que a presenga de calprotectina indica a ativagdo de
fagécitos de maneira mais sensivel do que aquela detectada em outros exames laboratoriais
(revisto por FOELL et al., 2004; revisto por STRIZ & TREBICHAVSKY, 2004).

Com relacdo aos seus efeitos bioldgicos, foi demonstrado que o complexo S100A8/A9
pode ser encontrado no endotélio vascular em locais onde ocorre o influxo de leucdécitos para o
tecido lesado, sugerindo a¢do da calprotectina sobre a exsudagdo leucocitdria (HOGG et al.,

1989). Foi também demonstrado que a proteina SIO0A9 humana atua como moduladora da
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afinidade de neutréfilos ao endotélio, via Mac-1 B2 integrina (NEWTON & HOGG, 1998). Em
adicdo, foi demonstrado que a caprotectina aumenta a expressao/ativacdo de moléculas de adesao
CD11b e ICAM-1 (EUE et al., 2000). Ainda, o anticorpo monoclonal anti-S100A9 murina
bloqueia a migragdo de neutrdfilos para o foco inflamatdrio, induzido pela injecdo intraperitoneal
de glicogénio em camundongos (AMORIM-DIAS, M.A., 2001), bem como a migragcdo de
neutréfilos em resposta ao LPS, para o foco da lesdo (VANDAL et al., 2003). Esses trabalhos
sugerem o envolvimento do complexo S100A8/9, ou somente da SIO0A9, na interagdo célula
mieldide-endotélio e na migracdo leucocitdria. Foi também demonstrado que tanto a
calprotectina, quanto a S1I00A9 isolada, controlam a reorganiza¢do de microtibulos durante a
migragdo transendotelial de fagdcitos, sendo este processo dependente de cdlcio (VOGL et al.,
2004). Dados de literatura tém demonstrado um marcante efeito antiinflamatério da calprotectina
em modelo de artrite induzida em ratos pelo adjuvante avidrina (BRUN et al., 1995). Em adicdo,
a calprotectina, extracelularmente, interfere com o processo inflamatério modulando os estados
de crescimento e sobrevivéncia de fibroblastos normais, sendo esses efeitos controlados
fisiologicamente por ions metélicos (YUI et al.,, 1997). A calprotectina induz apoptose em
células tumorais e este efeito € inibido pela presenga de zinco, sendo que e em altas
concentracdes a SI00A8/A9 inibe a produgdo in vitro de imunoglobulinas (Ig) das classes IgG,
IgM e IgA (YUI et al., 1995; YUI et al., 2002). Trabalhos demonstraram que o heterodimero
formado pela SI00A8/9 se liga a 4cidos graxos poliinsaturados, podendo assim atuar como
ligante das enzimas metabolizadoras de 4cido araquidonico e iniciar uma formacao tardia de
eicosandides (KLEMPT et al., 1997; KERKHOFF et al., 1998). Neste sentido, foi sugerido que o
complexo formado por S100A8/S100A9 e dcido araquidonico possa estar envolvido no

mecanismo de transmigracdo de leucdcitos para o foco inflamatério (KANNAN, 2003). Foi
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demonstrado também, que a calprotectina, a SI00A8 e a SI00A9 isoladas induzem quimiotaxia e
migragdo in vitro de neutrdfilos ao fibrinogénio e em ratos submetidos ao modelo de air pouch,
sendo estes processos dependentes de cdlcio (RYCKMAN et al., 2003).

A respeito das atividades bioldgicas observadas com a S100A9 isolada, ¢ demonstrado
que esta proteina estd presente em altas concentragdes em exsudato inflamatério induzido por
carragenina em ratos (SHIBATA et al., 2004). Estes autores demonstram também que a SI00A9
¢ capaz de estimular a proliferacdo in vitro de fibroblastos, sugerindo um papel da SI00A9 na
formacdo de tecido de granulacdo, pela estimulacdo do crescimento de fibroblastos. Ainda,
camundongos knockout para S100A9 apresentam deficiéncia tanto no recrutamento de
granuldcitos, quanto na polimerizacdo de tubulina (VOGL et al., 2004). A S100A9, mas ndo a
S100AS, é capaz de desativar macréfagos peritoneais ativados, além de inibir o burst respiratorio
dessas células (AGUIAR-PASSETI et al., 1997). Ainda a S100A9 estimula a proliferacdao de
fibroblastos apds inflamacdo induzida por carragenina, sugerindo uma a¢do durante o processo
de cicatrizacdo tecidual (SHIBATA et al., 2004), demonstrando que a proteina S100A9
desempenha papel chave na imunidade inata uma vez que é encontrada em abundancia na
resposta inflamatéria (NACKEN et al., 2003; ROTH et al., 2003).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que a proteina SI00A9 possui
potente atividade antinociceptiva em camundongos submetidos a um modelo experimental de
avaliacdo da sensibilidade dolorosa (GIORGI et al.,, 1998). Ainda, foi demonstrado que a
S100A9, secretada por neutrdfilos, inibe a resposta dolorosa de camundongos, induzida pela
injecdo de glicogénio, carragenina ou zimosan e avaliados pelo teste das contor¢des abdominais
(GIORGI et al., 1998; PAGANO RL, 2001; PAGANO et al., 2002; PAGANO et al., 2006).
Dados obtidos por nosso grupo demonstraram que um peptideo idéntico ao C-terminal da

proteina S100A9 murina (pS100A9m) inibe a hiperalgesia inflamatdria em animais submetidos a
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diferentes modelos experimentais de avaliagdo da sensibilidade dolorosa (DALE et al., 2004;
DALE et al., 2006a), inibe a hiperalgesia e alodinia em modelo de dor neuropética experimental
(PACCOLA et al., 2004) e inibe a fagocitose de células peritoneais aderentes (PAGANO et al.,
2005).

O peptideo idéntico ao C-terminal da proteina SI00A9 é composto pelos 19 aminoécidos
correspondentes as posi¢des 92-110 do dominio C-terminal desta proteina (HESSIAN et al.,
1993; RAFTERY et al., 1996). Este peptideo € caracterizado pela presenca de uma regido rica
em histidina, referida como sitio ligante de zinco, localizada nas posicdes H'-H'® e pela
presenca do sitio ligante de 4cido araquidonico (SOPALLA et al., 2002). Ainda, esta por¢do da
ST100A9 apresenta alta homologia a sua similar humana (RAFTERY et al., 1996) e ao dominio 5
do cininogénio de alto peso molecular humano (HESSIAN et al., 1995). Em adicdo, esta por¢ao
da molécula da S1I00A9 humana € idéntica ao N-terminal do NIF — Neutrophil Immobilizing
Factor — (FREEMONT et al., 1989), o qual inibe a migracdo e quimiotaxia in vitro de neutrofilos
humanos em resposta ao N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e ao C5a do complemento
(WATT et al., 1983). Dados recentes obtidos por nosso grupo demonstraram que o pS100A9m
inibe a hiperalgesia induzida por tripsina, uma serinoprotease capaz de ativar receptores ativados

por protease do tipo 2 (DALE CS, 2002; DALE et al., 2006b).

1.3. Receptores Ativados por Proteases

Enzimas proteoliticas compreendem cerca de 2% do genoma humano (SOUTHAN,
2001), onde participam de uma série de processos fisiologicos que vao desde a degradacdo de
proteinas da dieta no limem do trato gastrointestinal, ao controle do ciclo celular (revisto por
OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004). Cinco classes de enzimas proteoliticas sdo reconhecidas

e identificadas como primordiais na catélise: as metaloproteaes, as serinoproteases, as
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cisteinoproteases, as aspartilproteases e as teorinoproteases, as quais sao classificadas de acordo
com seus sitios ativos, mecanismos de agdo e estrutura tridimensional (NEURATH, 1989).
Embora proteases usualmente sejam vistas como enzimas degradativas, estudos recentes
realizados com receptores ativados por proteases (Protease-activated receptors, PARs) tém
levantado novas hipéteses sobre o potencial fisiologico e funcional de algumas enzimas como
reguladoras de funcdes celulares, sendo que serinoproteases originadas da circulacio (fatores de
coagulacdo), de células inflamatdrias (triptase de mastdcitos, granzima A de neutréfilos e
proteinase 3) e de tecidos epiteliais e neuronais (tripsina quaterndria) podem regular células alvo
especificamente pela clivagem e ativagdo desses receptores (revisto por VERGNOLLE et al.,
2001a, revisto por BUNNET, 2006).

Os PARs pertencem a uma familia de receptores acoplados a proteina G, os quais sao
ativados por serinoproteases e possuem pelo menos 4 tipos descritos até o momento,
denominados de PAR; PAR,, PAR; e PAR,. Basicamente, para a ativacdo de PARs,
serinoproteases clivam o receptor em sitios especificos presentes na por¢do N-terminal
extracelular. Esta clivagem expde uma nova seqiiéncia N-terminal que atua como dominio
ligante, o qual se liga as regides que se mantiveram conservadas na segunda al¢a extracelular do
receptor clivado, resultando na inicia¢do da transdugdo do sinal (Figura 3) (NYSTEDT et al.,
1994; BOHM et al.,, 1996; HOLLENBERG et al.,, 1997; revisto por OSSOVSKAYA &
BUNNETT, 2004). Embora estes receptores possuam mecanismo similar de ativacio
(COUGHLIN & CAMERER, 2003), foi demonstrado que diferentes PARs apresentam diferentes
funcdes bioldgicas e distribuicdo tecidual, os quais podem ser ativados por diferentes proteases.
Nesse sentido, foi demonstrado que o PAR;, PAR; e PAR, sdo ativados por trombina e a

tripsina, triptase de mastdcitos, protease 3 de neutrofilos, complexo fator tissular/fator VIla/fator
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Xa e serinoprotease 1 foram identificadas como ligantes para PAR, (COUGHLIN &

CAMERER, 2003, revisto por OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004).

A. Clivagem Proteolitica B. Ligacio da seqiiéncia ligante [l

W

C. Dominios funcionalmente importantes
Amino-terminal: ligaciio com a protease, clivagem e dominios ligantes

PAR, PESKATNATLDPR |SFLLRN| PN |DKYEPF | WEDEEKNES
PARy GTIQGTNRSSKGR [SLIGKV|DGTSHVTGKGVTVETCF
PAR3 DTNNLAKPTLPIK [TFRGAP|PNS FSALEEGWT
PARy GDDSTPSILPAPR |[GYPGQV|CANDSDTLELPDSSRAL
Alga extracelular IT: sequéncia ligante dos dominios de ligacio
PAR) QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG

PAR; QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG

PAR3 QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG

PARy; QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

[] seqiiéncia ligante
[] sitio hirudina-simile

Carboxi-terminal: dessensibilizacfo e endocitose

PAR] SSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLLT425
PAR; SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQOVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY397
PAR3 SKTRNHSTAYLTK374

PAR; SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ385

Figura 3. Dominios estruturais e funcionais de PARs. A figura mostra os alinhamentos para os
dominios de PAR|, PAR;, PAR; e PAR, humanos. A e B: mecanismo de clivagem e interagc@o da
seqiiéncia ligante com o dominio ligante extracelular. C: dominios funcionais importantes na
porcdo amino-terminal, segunda algca extracelular e dominio carboxi-terminal. Os dominios

conservados estao demonstrados em negrito. Adaptado de OSSOVSKAYA & BUNNET, 2006.

Peptideos sintéticos correspondentes aos dominios ligantes de PARs ativam os receptores
diretamente sem a necessidade de hidrdlise (Figura 3). Estes peptideos (APs — activating

peptides) sdo ferramentas uteis para o estudo das funcdes de PARs, uma vez que ativam
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diretamente o receptor, sendo os efeitos observados decorrentes exclusivamente de sua ativacao,
podendo ser descartados outros efeitos que estejam sendo mediados pela a¢do da enzima
ativadora sobre a homeostasia normal (revisto por OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004). Nesse
sentido, tém sido demonstrada a participacdo de PARs em vérios fendmenos fisiopatoldgicos,
tais como na coagulacdo (PAR, 3 e 4), na estimulacdo de células inflamatérias (PAR, 2 e 4), na
migracdo leucocitdria (PAR; e 2), na cicatrizagdo e reparo tecidual (PAR; e 2), no
desenvolvimento de edema (PAR; e 2), no desenvolvimento da inflamacdo neurogénica (PAR; e
2), na sobrevivéncia neuronal (PAR), na nocicep¢ao e na hiperalgesia (PAR,) (VERGNOLLE et
al., 2001b; revisto por VERGNOLLE et al., 2001a; revisto por BUNNET, 2006).

Muitas das proteases que ativam PARs sdo geralmente geradas durante a injdria e a
inflamagdo. Dessa forma, os PARs estdo diretamente envolvidos no desencadeamento das
respostas dos tecidos a essas injurias, incluindo alteragdes da homeostasia, a inflamagdo, a
nocicepgao e cicatrizagdo (revisto por BUNNET, 2006). Ainda, foi demonstrado que a ativacdo
de PARs induz os sinais cldssicos da inflamagdo aguda, incluindo aumento da liberacdo de
mediadores inflamatérios e de moléculas de adesdo, vasodilatagdo, aumento de permeabilidade
vascular e dor (MAJOR et al., 2003; VERGNOLLE et al., 2001a). Considerando a participagao
de PARs na modulagdo da resposta inflamatdria, tem sido demonstrado que agentes pro-
inflamatérios como TNF-a e LPS sdo capazes de estimular PAR, em células endoteliais
(NYSTEDT & RAMAKRISHNAN, 1996), assim como endotoxinas estimulam PAR; no epitélio
vascular (CICALA et al., 1999). Foi demonstrando também, que agonistas de PAR; e PAR; sao
capazes de relaxar vasos sanguineos pré-contraidos, sendo este mecanismo dependente de 6xido
nitrico e da geracdo de produtos da cicloxigenase, demonstrando um efeito destes receptores na

hiperemia (ROY et al., 1998; HAMILTON & COCKS, 2000; HAMILTON et al., 2001;
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HAMILTON et al., 2002). Ainda, a injecdo intraplantar de agonistas de PAR; e PAR; induzem a
formacdo de edema na pata de ratos, sendo estes efeitos dependentes em grande parte a ativagao
de PARs nas fibras sensoriais, com conseqiiente liberacio de SP e CGRP, acarretando a
formacdo de edema e hiperemia (VERGNOLLE et al.,, 1999; STEINHOFF et al., 2000; de
GARAVILLA et al.,, 2001). Agonistas de PARs também induzem liberacdo de agentes
vasoativos de mastdcitos com efeitos diretos em células endoteliais (revisto por BUNNET et al.,
2006). Ainda, em relagdo aos efeitos da ativacdo de PARs no processo inflamatério, foi
demonstrado que trombina estimula rolamento e adesdo de leucdcitos em vasos mesentéricos,
por acdo em PAR; e PARs (VERGNOLLE et al., 2002). De maneira similar, agonistas de PAR;
estimulam rolamento, adesdo e extravasamento de leucdcitos em vasos mesentéricos, sendo este
mecanismo dependente de fator ativador plaquetdrio (PAF) (VERGNOLLE, 1999a). Em adicao,
a tripsina, por uma acdo em PAR,, € capaz de ativar eosinéfiolos e induzir a desgranulagdo
destas células in vitrro (MIIKE et al., 2001). Foi também demonstrado, que a ativacao de
receptores PAR; leva a um aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema na pata de
ratos, com presenca de infiltrado granulocitico, sendo este processo independente da ativagdo de
mastdcitos, produgdo de prostandides e NO (VERGNOLLE et al., 1999).

A participagdo de PARs também foi demonstrada no desenvolvimento da inflamagao
neurogénica. Neurdnios do ganglio da raiz dorsal expressam todos os 4 tipos de PAR (ZHU et
al., 2005). Particularmente, o PAR;| e 0 PAR; sdo coexpressos com SP e CGRP e a ativacao de
ambos receptores estimula a liberagdo de neuropeptideos causando inflamacdo neurogénica em
diversos tecidos incluindo a pele (da GARAVILLA et al., 2001; STEINHOFF et al., 2000) e os
intestinos (CENAC et al., 2002; CENAC et al., 2003).

Em adicdo a sua participacdo na inflamacdo neurogé€nica, proteases podem estimular

neurdnios aferentes primérios levando a liberagdo de SP e CGRP na medula espinhal, resultando
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na transmissdo central de mensagens nociceptivas. Particularmente o PAR, apresenta papel
importante na transmissdo de mensagens nociceptivas (VERGNOLLE et al, 2001b;
HOOGERWEREF et al., 2001; KAWABATA et al., 2001; HOOGERWEREF et al., 2004). Nesse
sentido, foi demonstrado que a ativacdo de receptores PAR; induz hiperalgesia térmica em ratos
e que este processo € independente da ativagdo de mastocitos (KAWABATA et al., 2001).
Ainda, a injecdo intraplantar de peptideo agonista para PAR, (PAR,AP) induz hiperalgesia
térmica e mecanica em ratos, semelhante a induzida por tripsina e triptase, duas enzimas
ativadoras de PAR, (VERGNOLLE et al., 2001b). Esses autores demonstraram também que
camundongos knockout para PAR;, ndo apresentam hiperalgesia mediante a injecdo de PAR,AP,
ressaltando a importancia destes receptores na modulagdo do processo de hiperalgesia
(VERGNOLLE et al.,, 2001b). Ainda em relacdo aos efeitos do PAR, na nocicepcdo, foi
demonstrado que a injecdo intraplantar de concentragdes subinflamatdrias de peptideo agonista
de PAR; causa hiperalgesia mecénica e térmica de longa duracdo, além de ativar neurdnios
nociceptivos, demonstrado pelo aumento da expressdo do proto-oncogene c-fos no corno dorsal
da medula espinhal, e (VERGNOLLE et al., 2001b). Ainda, esta hiperalgesia ndo é observada
em animais knockout para SP ou receptores NK1 e € prevenida pela administracio intratecal de
antagonistas de NK1 em animais normais, sugerindo que a hiperalgesia induzida por PAR,
depende da liberacdo central de neuropeptideos (VERGNOLLE et al.,, 2001b). Foi também
demonstrado que a ativa¢io de PAR; induz hiperalgesia térmica, dependente da sensibilizacao de
receptor vaniléide de potencial transitorio -1 (TRPV-1), um canal i6nico ndo seletivo presente
em nervos sensoriais que possui papel critico no desenvolvimento da dor inflamatéria
(CATERINA et al., 1997). O efeito do PAR; também foi demonstrado em modelos de
nocicepgdo visceral, onde a inje¢do de tripsina ou PAR,AP, no ducto pancredtico, estimula

comportamento doloroso, bem como induz expressio de fos em neurdnios espinhais
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(HOOGERWEREF et al., 2001; HOOGERWEREF et al., 2004). Nesse sentido, foi demonstrado
que a inje¢do intracolonica de PAR,AP induz hiperalgesia em animais submetidos a modelo de
distensdo coldonica (COELHO et al., 2002).

Apesar de vdrios estudos ja terem sido realizados sobre a participacio dos PARs em
fendmenos fisiopatolégicos, incluindo a inflamacdo e a transmissdo de estimulos nociceptivos,
nao foi caracterizado até o momento um inibidor, seja endégeno ou exdgeno, capaz de bloquear
a ativacdo destes receptores. Assim, considerando-se que o pSI00A9m inibe a hiperalgesia
induzida pela tripsina (DALE CS, 2002; DALE et al., 2006b), a qual é capaz de ativar PAR;
(revisto por BUNNET, 2006), sem interferir com sua atividade enzimdtica, é plausivel especular
uma possivel acdo do peptideo idéntico ao C-terminal da proteina SOOA9 murina como um

inibidor de ativacdo de receptores ativados por proteases do tipo 2.
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2. OBJETIVOS
Com base nas observacdes que demonstram efeito inibitorio da proteina S100A9, bem
como de seu fragmento C-terminal (pS100A9m) sobre a nocicepc¢ao experimental (GIORGI et al.,
1998; PAGANO et al., 2002; DALE et al., 2004; PAGANO et al., 2005; PACCOLA et al., 2004;
DALE et al., 2006a/b; PAGANO et al., 2006) e considerando os dados que demonstram que o
pS100A9m inibe a hiperalgesia induzida por tripsina (DALE, CS, 2002; DALE et al., 2006b),
uma serinoprotease capaz de ativar PAR; (revisto por BUNNET, 2006), o objetivo geral do
presente trabalho € caracterizar o efeito antinociceptivo de peptideos homdlogos ao pSOOA9m e
avaliar os mecanismos envolvidos no efeito inibitério do pS100A9m e da menor seqiiéncia ativa
sobre a hiperalgesia induzida pela ativacdo de PAR;,
Para tanto, os objetivos especificos sdo:
% Determinar a menor seqiiéncia ativa homéloga ao C-terminal da proteina S1I00A9 capaz
de induzir antinocicep¢ao em ratos submetidos a modelo de hiperalgesia inflamatdria;
¢ Avaliar o possivel efeito inibitério do pS100A9m, bem como da menor seqiiéncia ativa, na
hiperalgesia mecanica e térmica induzidas pela ativacdo de PAR;
¢ Uma vez demonstrada a capacidade do pS100A9m e da menor seqiiéncia ativa em inibir a

hiperalgesia induzida por PAR;, avaliar os possiveis mecanismos envolvidos neste efeito.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Planejamento Experimental

Para o estudo da relacdo estrutura/efeito do pS100A9m foram sintetizadas diferentes
seqiiéncias peptidicas homdlogas ao pS100A9m, as quais foram avaliadas frente a hiperalgesia
inflamatdria induzida por carragenina, em ratos submetidos ao modelo de pressao de pata.

O estudo dos mecanismos envolvidos no efeito inibitério do pS100A9m, bem como da
menor seqiiéncia peptidica ativa (AcE’’-G'%), sobre a ativagdo de receptor ativado por proteases
do tipo 2 (PAR) foi realizado empregando-se diferentes protocolos experimentais. Para se avaliar
o efeito do pS100A9m e do AcE’"-G'* sobre hiperalgesia induzida pela ativacdo de PAR;, ratos
foram submetidos ao modelo de pressdo de pata e ao teste plantar, sendo que a ativagdo de PAR,
foi induzida por um peptideo seletivo agonista do receptor (PAR,AP).

A avaliacdo da ativacdo neuronal induzida por PAR; e o efeito do pS100A9m sobre esta
ativacdo, foram realizados por detec¢do da expressdao do gene egr-1, um marcador de ativacdo
neuronal, em ensaio de imuno-histoquimica no corno dorsal da medula espinhal de ratos injetados
pela via intraplantar com PAR,AP e/ou pS100A9m.

Uma vez observada a inibicdo pelo pS100A9m sobre a ativacdo neuronal induzida por
PAR,; foi avaliado o efeito deste peptideo bem como do AcE”’-G'*, sobre a ativacdo de neurdnios
sensoriais, empregando-se ensaio de influxo de cdlcio em culturas de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal da medula espinhal (DRG) de camundongos. As células, em cultura, foram estimuladas
com PAR,AP, tripsina, bradicinina, capsaicina ou cloreto de potédssio (KCl) e avaliadas por
microscopia de fluorescéncia. Em adicdo, foi avaliada a capacidade do pS100A9m em inibir a
liberacdo de substdncia P induzida por PAR,, realizada por ELISA em neur6nios DRG

estimulados com PAR,AP.

59



Materiais e Métodos

Demonstrada a capacidade do pS100A9m e do AcE’-G'® em inibir a ativacio de
neurdnios DRG induzida por PAR,, avaliou-se o efeito destes peptideos sobre outras culturas
celulares que expressam PAR;. Para tanto, foram utilizadas células HEK-293, que naturalmente
expressam PAR,, ou células KNRK transfectadas com PAR,. A avaliagdo do efeito do
pS100A9mou do AcE”’-G'® sobre o influxo de célcio induzido em células HEK-293 ou KNRK-
PAR; foi realizado por espectrometria, apés estimulagdo com tripsina ou PAR,AP.

Uma vez que o pS100A9m e o AcE”’-G'** ndo foram capazes de interferir com o influxo
de célcio nas células HEK-293 ou KNRK-PAR,, decidiu-se avaliar se o efeito observado com o
pS100A9m seria decorrente de uma inibicio do cdlcio intracelular. Sendo assim, neurénios DRG
foram pré-tratados com tapsigaragina, um composto que depleta as células de célcio intracelular e
entdo estimulados com KCI e/ou pS100A9m e avaliados por microscopia de fluorescéncia. Para
se avaliar o efeito do pS100SA9 sobre o transporte de calcio sem a participacdo de canais, 0s
neurdnios DRG foram estimulados com iondéforo de célcio e avaliados por microscopia de
fluorescéncia.

Considerando-se que os dados obtidos sugeriam que o efeito do pS100A9m, sobre
neurdnios sensoriais, ocorresse por uma inibicao do célcio, os neur6nios DRG foram submetidos a
ensaio de eletrofisiologia onde foram medidas correntes de célcio na presencga, ou auséncia, do
pS100A9m.

Por fim, para a deteccdo dos tipos de canais de célcio envolvidos no efeito inibitério do
pS100A9m ou do AcE”-G'" foi realizado ensaio de influxo de cilcio por microscopia de
fluorescéncia em células HEK-tsA transfectadas com diferentes tipos de canais de célcio. Para se
confirmar os dados obtidos no ensaio de fluorescéncia, células HEK-tsA transfectadas com os

distintos canais foram submetidas a eletrofisiologia, na presenca de pS100A9m.
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3.2. Animais

Ratos Wistar, machos, pesando entre 170 e 190 g, fornecidos pelo Biotério Central do
Instituto Butantan. Camundongos C57BI pesando entre 18 e 22 g, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade de Calgary. Os animais foram mantidos em local apropriado, com
temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo claro e escuro (12/12 horas), com livre acesso 2 dgua e
racdo por um periodo minimo de trés dias antes de serem utilizados nos experimentos. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o guia Institucional “Animal Care and Use
Committee” e aprovados pelos Comités de Etica em Experimentacio Animal de ambas as

Instituicdes.

3.3. Sintese dos peptideos homologos ao C-terminal da proteina S100A9
O peptideo idéntico ao C-terminal da proteina SIOOA9 (H-E-K-L-H-E-N-N-

P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G), bem como, os peptideos homdlogos a este, foram
sintetizados em fase solida pela técnica FMOC. As caracterizacdes e purificagdes destes peptideos
foram realizadas por HPLC e as massas determinadas por espectroscopia do tipo MALDI-TOF.
Estes peptideos foram sintetizados pelo Dr. Luiz Juliano e pela Dra. Maria Aparecida Juliano, no
Departamento de Biofisica do Instituto de Farmacologia da Universidade Federal Paulista
(UNIFESP-EPM).

Os peptideos homoélogos ao pS100A9m correspondem a seqiiéncias idénticas ao peptideo
H”-G'"°, diferindo apenas em quantidade de aminodcidos, sendo as seqiiéncias peptidicas
utilizadas neste projeto identificadas pela sigla referente ao primeiro e dltimo aminoécido

sequenciado. As diferentes seqiiéncias sintetizadas e avaliadas estdo representadas na tabela 1.
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Tabela 1. Seqiiéncias peptidicas correspondentes ao C-terminal da proteina S100A9 murina

Sigla Seqiiéncia Peptidica Quantidade
de

aminoacidos
;g{ 19(2)_0(9?%1 H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 19
p'.G'"%  H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 11
H*-G'"®  H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 15
H'7-G!'? H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 4
H”-G'" H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 11
H2-s!% H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 15
H-G'% H-E-N-N-P-R-G 7
H2E” H-E-K-L-H-E 6
E”-G'* E-N-N-P-R-G 6
H-R'" H-E-N-N-P-R 6
H%-p'® H-E-N-N-P 5
E”-R'! E-N-N-P-R 5
E”7-p!% E-N-N-P 4
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E-R"'COO E-N-N-P-R 5
Ac H-p'® H-E-N-N-P 5
Ac B7-G!* E-N-N-P-R-G 6

3.4. Inducao de hiperalgesia inflamatdéria

3.4.1. Carragenina - a carragenina (Sigma) foi dissolvida em solu¢do de salina estéril na
concentracdo de 200 pg /100 pL por animal e injetada pela via intraplantar (i.pl.), sendo os
animais avaliados antes (medida inicial) e 3 horas apds o tratamento (medida final), pico de
hiperalgesia da carragenina nessa concentragdo (JORGE et al., 2006).

3.4.2. Peptideo agonista de PAR, - o peptideo correspondente a seqiiéncia ligante de PAR;

(SLIGRL-NH; — PAR,AP) foi diluido em solugdo estéril de salina e injetado i.pl. na concentracdo
de 10 pg/100 pL por animal (VERGNOLLE et al., 2001b), sendo os animais avaliados antes
(medida inicial) e em diferentes tempos ap0ds os tratamentos (medidas finais). Este peptideo foi

sintetizado no Departamento de Biofisica do INFAR-UNIFESP-EPM.

3.5. Avaliacao da sensibilidade dolorosa

3.5.1. Teste de pressdo de pata de ratos (Analgesy-Meter Hugo Basile®, Itdlia) - realizado de
acordo com o método descrito por RANDALL & SELITTO (1957). Neste teste, uma forca em
gramas (g), de magnitude crescente (16g/s), foi continuamente aplicada sobre o dorso de uma das

patas posteriores do rato. O teste foi interrompido quando o animal apresentou a reagdo de
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“retirada” da pata pressionada. O limiar de dor foi representado como a forca em gramas
necessdria para a indugdo da reacdo. O teste foi aplicado antes do inicio dos tratamentos (medida
inicial) e em diferentes tempos (medida final) apds a indugdo da hiperalgesia inflamatdria. Os
resultados foram analisados pela comparacdo das médias das medidas inicias e finais ou,

comparando-se as medidas obtidas nos diferentes grupos experimentais.

3.5.2. Teste plantar (Analgesy-Meter Hugo Basile®, Itdlia) - realizado de acordo com o método
descrito por HARGREAVES et al. (1988). Este teste utiliza como estimulo nociceptivo o calor
induzido por energia radiante. A hiperalgesia térmica foi definida como a laténcia, em segundos,
da permanéncia da pata dos animais sobre um foco de luz radiante, com temperatura constante de
50+1°C. Os animais foram avaliados antes do inicio dos tratamentos (medida inicial), a fim de se
estabelecer uma medida inicial entre 6 e 8 segundos e em diferentes tempos (medida final) apds a
inducdo da hiperalgesia inflamatéria. Os resultados foram analisados pela comparagdo das médias
das medidas inicias e finais ou, comparando-se as medidas obtidas nos diferentes grupos

experimentais.

3.6. Tratamento com os peptideos sintéticos

Para os ensaios de avaliacdo da relacdo estrutura/ efeito do C-terminal da proteina SI00A9
murina sobre a hiperalgesia induzida por carragenina, as diferentes seqiiéncias peptidicas
sintetizadas (tabela 1) foram diluidas em salina, no momento do uso, em diferentes concentragdes
e injetadas em ratos, pela via intraplantar, concomitante a 200 ug de carragenina (volume final
100 pL), sendo os animais avaliados no modelo de pressdo de pata antes (medida inicial) e 3 h

ap0s os tratamentos (medida final). Uma vez que a concentracdo efetiva do pS100A9m no modelo
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de hiperalgesia induzida por carragenina é 5 uM (1 pg/pata) (DALE et al. 2006a), procurou-se
utilizar, para todas as seqiiéncias avaliadas, a menor concentracido capaz de inibir a hiperalgesia
induzida por este agente inflamatério, de maneira semelhante ao observado para o pS100A9m.
Em todos os experimentos realizados, animais injetados apenas com carragenina foram
submetidos a0 mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle.

Para a avaliacdo do efeito do pS100A9m e do AcE”’-G'* sobre a hiperalgesia mecénica
induzida pela ativacdo de PAR;, o PAR,AP foi injetado pela via intraplantar, na concentracdo de
10 pg/100 pL. O pS100A9m, nas concentragdes de 1, 4 ou 8 ug ou o AcE”-G'” na concentracao
de 1 ug (10 uM) foram injetados concomitantes ou 30 min antes do PAR,AP. Ainda, num terceiro
protocolo 0 pS100A9m e o AcE”’-G'™ foram injetados 1 h apés o PAR,AP. Em todos os
protocolos os animais foram avaliados no modelo de pressdo de pata antes (medida inicial) e em
diferentes tempos apds os tratamentos. Animais injetados apenas com PAR,AP foram avaliados
como grupo controle.

Para a avaliacdo do efeito do pS100A9m e do AcE”’-G'™ sobre a hiperalgesia térmica
induzida pela ativacdo de PAR;, o PAR,AP foi injetado pela via intraplantar, na concentracao de

10 pg. O pS100A9m, nas concentracdes de 0,1, 1 ou 20 pg ou o AcE”-G'*®

, na concentracdo de 1
ug foram injetados concomitante ou 30 min antes do PAR,AP. Ainda, em um terceiro protocolo
experimental, 0 pS100A9m e o AcE”’-G'* foram administrados 1 h apés o0 PAR,AP. Em todos os
protocolos os animais foram avaliados no teste plantar antes (medida inicial) e em diferentes

tempos ap0s os tratamentos. Animais injetados apenas com PAR,AP foram avaliados como grupo

controle.
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3.7. Marcacao de ativacao celular por imuno-histoquimica

A marcacdo de ativagdo celular foi realizada por imuno-histoquimica pela deteccao da
expressao da proteina Egr-1(produto de transcri¢do do gene egr-I, um marcador de ativagdo
neuronal) no corno dorsal da medula espinhal de ratos.

Ap6s 3 horas da administracao intraplantar de PAR,AP (10 pg) ou associagdo de PAR,AP
a4 ugde pS100A9m, ratos foram anestesiados profundamente com uma associacio de quetamina
e xilazina (1:1; 100 puL/ 100 g), sendo entdo realizada perfusdo sistémica, por uma canula
introduzida no ventriculo esquerdo, com 300 mL de salina tamponada de fosfato e em seguida
com 300 mL de fixador (paraformaldeido 4% em PB 0,1 M). Imediatamente apés, foi realizada a
retirada das medulas espinhais, na altura das laminas 4 e 5, as quais permaneceram no mesmo
fixador por no minimo 5 horas e em seguida foram “crioprotegidas” por 24 horas, em solugdo de
sacarose a 30% em tampdo fosfato. As medulas foram emblocadas em gelatina e cortadas por
congelacdo (30 wm), sendo os cortes coletados em PB. A seguir, os cortes foram lavados em PB
0,1 M (3 vezes por 10 minutos) e incubados por 12 horas com anticorpo anti-egr (Calbiochem -
1:200). Apos esta incubacdo, os cortes foram novamente lavados (3 vezes por 10 minutos) e
incubados por 2 horas com o anticorpo secunddrio biotinilado (Jackson, 1:200). Em seguida, os
cortes foram novamente lavados (3 vezes por 10 minutos) e incubados com avidina (1:100) e
biotina (1:100) por 2 horas. Apds este procedimento foi realizada a revelagao com perdxido de
hidrogénio (H,0O,) utilizando-se diaminobenzidina como cromégeno. As laminas foram montadas
e a localizagcdo de corpos celulares contendo a proteina Egr-1, em regides especificas da medula
espinhal, foi realizada em microscopia convencional de luz, sendo sua quantifica¢do realizada por
meio de andlise de imagens auxiliada por computador, empregando-se o programa Image Pro-

Plus.
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Grupos de ratos injetados com salina ou apenas com pS100A9m, ou ainda grupos de
animais sem tratamento (branco), foram submetidos ao mesmo protocolo experimental e

avaliados como controles.

3.8. Avaliacao de ativacao celular pela mobilizacao de calcio em células HEK-293 (Human
embryonic Kidney 293 cells) ou células KNRK-PAR; (Kirsten virus-transformed kidney —
PAR; transfected cells)

Células HEK-293 ou células KNRK-PAR; foram cultivadas em DMEM (Dubelco's
Modified Eagle Medium - Gibco, Invitrogen — USA), contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de
solucdo penicilina-streptomicina (PSS - Sigma,USA) e 1% de Piruvato de sédio (PY; Sigma).
Para as células KNRK-PAR; foi adicionado também 1% de geneticina (50 mg/ mL - Gibco,
Invitrogen — USA). As células foram cultivadas por um periodo de 2 a 3 dias até obterem 95% de
confluéncia, para serem utilizadas nos experimentos.

Para a realizacdo do ensaio de sinalizacdo de cdlcio, o meio de cultura foi aspirado, as
células foram lavadas com PBS (5 mL) e ressuspendidas em 5 mL de PBS. Em seguida, as células
foram centrifugadas por 10 min (1000 rpm) e os “pellets” ressuspendidos em ImL de meio
DMEM e carregados com indicador de cdlcio (fluo 3 -AM ester - Molecular Probes) na
concentracdo final de 22 uM (25ug/mL). Apds a incubacdo por 25 minutos na presenga de 0,25
mM de sulfinpirazona (Sigma) as células foram lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em
tampdo de corrida de cdlcio, pH 7.4. As medidas de fluorescéncia refletindo elevacdes de célcio
intracelular foram realizadas a 24°C, utilizando-se espectrometo de fluorescéncia Perkin-Elmer
com excitacdo de 480nm e emissdo de 530nm.

Tripsina e/ ou PAR,AP foram utilizados como estimulo para elevacdo de célcio nas

concentracdes que se seguem:
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- células HEK-293: PAR,AP — 50 uM; tripsina — 5 U
- células KNRK-PAR;: PAR,AP — 5 uM; tripsina — 1 U

Ionéforo de célcio (2 uM Sigma — USA) foi utilizado como controle positivo de ativacao
celular.

Para cada tipo celular foram realizados, pelo menos, 4 experimentos em culturas distintas
de HEK-293 ou KNRK-PAR;. O pS100A9m foi adicionado as células, na concentragdo de 50

UM, concomitante ao agente estimulante ou 10 min antes do estimulo com tripsina ou PAR,AP.

3.9. Secrecao de Substancia P

Neurdnios DRG foram extraidos das regides tordxica e lombar da medula espinhal de
camundongos e foram mantidos em HBSS (Hank's Balanced Salt Solution — Sigma, USA). Apds
a coleta, as células foram incubadas por 10 min a 37°C em HBSS contendo 1% de papaina
(Worthington, Cedarlane, Hornby, Ontario, Canadd). Apds a incubagdo, as células foram lavadas
com meio filtrado Leibovitz’s L-15 (contendo: 200 mM de glutamina, 20% de glicose e 10% de
soro fetal bovino) e novamente incubadas por 10 min & 37°C com HBSS contendo colagenase (1
mg/ mL, Sigma) e dispase (4mg/ mL, Sigma) para digestdo das células. Apos este periodo, as
células foram colocadas em cultura em placas de Petri (35 mm de diametro; MatTek Corporation,
Ashland, MA) cobertas com matrigel (BD Biosciences, Belford, MA) contendo 2 mL de meio de
cultura completo (MEM — Minimum Essential Medium - contendo: 2.5% de FBS, 1% de PSS,
200 mM de gutamina, 1% de dextrose e 10 uM de ARAC (Cytosina 3 — D — arabino — furanoside
— hidrochlorido), 5 — fluoro — 2 — desoxi - uridina (FUDR) e uridina; Sigma). Para a detec¢do de
secregdo de SP, as células foram incubadas por 5 min a 37°C com HBSS ou com HBSS contendo:

100 uM de LRGILS (peptideo reverso, controle do PAR,AP — Ezbiolab Inc, Westfield, IN, USA),
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ou 100 uM de PAR,AP, ou 50 uM de pS100A9m ou associacdo de PAR,AP e pS100A9m. A SP
foi dosada nos sobrenadantes das células utilizando-se kit enzimdtico de imuno-ensaio (Assay

Design, Ann Arbor, Michigan, USA), seguindo-se as recomendag¢des do fabricante.

3.10. Expressao de canais de calcio recombinantes

Células HEK tsA-201 foram cultivas como descrito por BEEDLE et al. (2004), com a
excessdo de que as células ndo foram colocadas a 28°C apés a transfecgdo. As células foram
repicadas em placas de Petri cobertas com laminulas de vidro. O ¢cDNA de canais de calcio
dependentes de voltagem (HVA; high voltage activated) Cavl.2 e Cav2.2 foram transfectados
pelo método de fosfato de célcio, a uma relagdo de 1:1:1 para cdlcio al, a2-81 e B1P (2ug cada).
As células foram utilizadas para ensaio de mobilizacio de célcio apds 24-48 h da transfeccdo. A
transfec¢do dos canais foi realizada pelo Dr. Christophe Altier do Departamento de Fisiologia e

Biofisica da Universidade de Calgary, Canada.

3.11. Avaliacao de ativacao celular pela da mobilizacao de calcio em neurdnios do ganglio da
raiz dorsal da medula espinhal (DRG) ou células HEK-tsA

Neur6nios DRG foram extraidos e cultivados como descrito no item 3.9. As células HEK-
tsA recombinates foram obtidas como descrito no item 3.10.

Para o ensaio de ativagdo celular, as culturas de DRG ou HEK-tsA foram lavadas 2 vezes
com 1 mL de HBSS 1x, livre de cdlcio e magnésio, e incubadas por 1 hora com 2 mL de HBSS
1x, suplementado com 0,1% albumina (Sigma) e carregados com 5 UM de indicador de cdlcio
(fluo 3-AM ester). Ap0s a incubacdo, as culturas foram lavadas 2 vezes e ressuspendidas em 2 mL

de tampdo de corrida de célcio. Medidas de fluorescéncia refletindo elevacdes de calcio
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intracelular, em células individuais, foram conduzidas a 460-490 nm de excitagdo e 515 nm de
emissdo utilizando-se software OpenLab para Macintosh.

Para a realizacdo dos ensaios de sinalizac@o de célcio nos neuronios DRG as células foram
estimuladas pela administragdao aguda de 100 uM de PAR,AP, ou 2,5 U/ mL de tripsina, ou 100
nM de capsaicina (Sigma, USA), ou 10 nM de bradicinina (Sigma, USA) ou 50 mM de KCI
(Sigma, USA). O pS100A9m nas concentragdes de 0,5; 5; 50 ou 100 uM, ou o AcE”-G'? nas
concentracdes de 1 ou 10 uM foram adicionado as células concomitante ao agente estimulante.

Para a detec¢do de inibicdo de cdlcio intracelular os neuronios foram pré-incubados com
tapsigaragina (5 min, 250 nM, Sigma) e entdo estimulados com KCI ou KCI concomitante ao
pS100A9m. No ensaio de transporte de cdlcio sem a participagdo de canais, os neurdnios foram
estimulados com iondforo de célcio (2 uM, Sigma) ou iondforo de calcio concomitante ao
pS100A9m.

Para ensaios de mobiliza¢do de célcio nas células HEK-tsA transfectadas com canais de
célcio, estas foram estimuladas com KCI ou KCI concomitante ao pS100A9m (0,1; 0,5; 1; 5; 5 ou

50 uM).

3.12. Eletrofisiologia

Medidas de eletrofisiologia para neur6nios DRG e células HEK tsA-tranfectadas foram
conduzidas de acordo com o método descrito por (BEEDLE et al., 2004), utilizando-se bario 20
mM como o carregador de voltagem. As células foram conduzidas a -100 mV e relacdes de
corrente-voltagem foram adquiridas medindo-se diferentes potenciais teste. Para a gravacdo de
correntes de cdlcio em neurdnios DRG e/ ou células tsA-tranfectadas as relagdes de
voltagem/corrente foram obtidas realizando-se vdrios potencias teste de 0 a +10 mV. Para a

realizagdo dos experimentos com neurénios DRG, as células foram mantidas em tampdo de
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gravacdo contendo: 2 mM de CaCl2, 10 mM de HEPES, 160 mM de TEACI e 10 mM de glicose.
Para as células HEK-tsA-201 transfectadas foi utilizado tampado contendo: 20 mM de BaCl,, ImM
de MgCl,, 10 mM de HEPES, 40 mM de TEACI, 10 mM de glicose, CsCl (HVA- 65mM) ou 2
mM de BaCl,, 1 mM de MgCl,, 10 mM de HEPES, 40 mM de TEACI, 10 mM de glicose e CsCl
(LVA - 105mM). Pipetas de vidro de borosilicato (2-4 MQ) foram preenchidas com solucdo
interna contendo: CsCl (110 mM), MgCl, (3 mM), EGTA (10 mM), HEPES (10 mM), MgATP (3
mM) e GTP (0,6 mM), pH 7.2 (para DRGs) ou CsMeSO4 (108 mM), MgCl, (4 mM), EGTA (9
mM), HEPES (9 mM), MgATP (2.6 mM) e LiGTP (0,6 mM), pH 7.2 (para HEK tsA-201). Os
experimentos foram realizados em aplificador Axopatch 200B (Molecular Devices). A freqiiéncia
de aquisi¢do dos dados foi de 10 kHz e os dados foram filtrados a 2 kHz. Os dados foram
analisados utilizando-se pClamp 9 (Molecular Devices). O peptideo mS100A9p foi preparado no
momento do uso e diluido em tampao de gravagdo a partir de solugdes estoque congeladas de 1
mM, sendo aplicado as células na concentracdo de 50 uM, para DRG e 25 uM , para HEK-tsA,
por microperfusdo. As correntes foram elicitadas a partir de um potencial de repouso de -60 mV
(DRGs) ou -100 mV (células tsA-201). Os experimentos de eletrofisiologia foram realizados em
colaboracio com o Dr. Christophe Altier do Departamento de Fisiologia e Biofisica da

Universidade de Calgary, Canada.

3.13. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m) e
analisados estatisticamente por Andlise de Varidncia (ANOVA). A andlise estatistica foi gerada
utilizando-se o programa GraphPad Prism, versao 4.0. A comparagdo estatistica para mais de dois

grupos foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida de Bonferroni. A comparacgdo
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estatistica para diferentes grupos estudados ao longo do tempo foi realizada por ANOV A de duas
vias (para medidas repetidas), seguida pelo teste de Bonferroni de multiplas comparacdes. Em

todos os casos o indice minimo de significancia considerado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Avaliacdo da relacdo estrutura/efeito do C-terminal da proteina S100A9 sobre a
hiperalgesia inflamatéria induzida pela carragenina, em ratos submetidos ao modelo de
pressao de pata

Inicialmente, foram sintetizadas 3 seqiiéncias peptidicas, correspondentes aos aminodcidos
da regido C-terminal do pS100A9m: o H*-G', 0 P'-G'° ¢ 0 H'”-G'!’. Para cada seqiiéncia
avaliada, grupos de ratos receberam injecdo intraplantar de diferentes concentracdes dos
peptideos, concomitante a 200 pg de carragenina. Os animais foram avaliados antes e 3 h ap6s os
tratamentos. Os resultados obtidos demonstraram que o H?°-G''°, na concentracio de 3 uM,

reverteu a hiperalgesia induzida pela carragenina (Figura 4A). O P'®-G'"?

na concentracdo de 5
UM, ndo interferiu com a hiperalgesia induzida pela carragenina, enquanto que a concentracdo de
50 uM foi capaz de reverter este efeito. Quando o P'%.G'"? foj avaliado na concentracio de 1
mM, além de reverter a hiperalgesia, induziu uma aumento no limiar de resposta dos animais em
cerca de 40% (Figura 4B). O H'”-G'"’, por sua vez, ndo interferiu com a hiperalgesia induzida
pela carragenina em nenhuma das concentracdes avaliadas (Figura 4C).

Partindo-se destes resultados, foram entdo sintetizadas as seqiiéncias denominadas H%2-
S'% ¢ H”-G'® tendo-se como base os aminodcidos da regido N-terminal do pS100A9m. Os

106
-S

resultados obtidos demonstraram que tanto a seqiiéncia H*? quanto o H*>-G'** foram capazes

106
-S" reverteu a

de inibir a hiperalgesia induzida pela carragenina (Figura 5/B). No entanto, o H*?
hiperalgesia apenas na concentragdo de 20 uM, enquanto que a concentracdo de 5 uM ndo
induziu nenhum efeito (Figura SA). Por outro lado, o H92-G102, na concentragdo de 7,5 uM, além

de inibir a hiperalgesia, induziu um aumento no limiar de reposta dos animais em cerca de 40%

(Figura 5B).

74



Resultados

Uma vez que o H*%.-G'? induziu antinocicep¢do na concentracido de 7,5 uM, decidiu-se
sintetizar seqiiéncias intermedidrias a este peptideo, que foram denominadas: H”2-E” ¢ E”-G'™.
Os resultados obtidos demonstraram que o H**-E”’, embora fosse capaz de reverter a hiperalgesia
induzida pela carragenina, a concentracdo necessdria para induzir este efeito foi de 100 uM
(Figura 6A). J4, o E”7-G'™ reverteu a hiperalgesia na concentracdo de 5 uM (Figura 6B). Ainda,
além de reverter a hiperalgesia induzida pela carragenina, este peptideo, na concentracdo de 15
uM, induziu um aumento de 40% no limiar de reposta dos animais (Figura 6B). Dessa forma, esta
foi a seqiiéncia escolhida para as sinteses subseqiientes.

Foram entdo sintetizadas as seqii€éncias denominadas H%—le, H%—Gm, E97—P100, H_p!®
e B”’-R'"". Todas as seqiiéncias avaliadas foram capazes de induzir inibicdo da hiperalgesia, no
entanto, o H®-R'", 0 H*-G'* ¢ 0 E”7-P'™ s6 foram efetivos em concentragdes a partir de 50 uM
(Figura 7A, B, C). Por outro lado, as seqiiéncias H®-P! ¢ E7-R!'Y reverteram a hiperalgesia
induzida pela carragenina na concentracdo de 15 uM (Figura 8A, B). O passo seguinte foi testar o
E”-R''COO0’, que diferente da seqiiéncia citada acima, possui a regido carboxi-terminal livre.
Contudo, esta manipulacio levou a uma diminui¢do da poténcia do efeito deste peptideo, uma vez
que o mesmo (E”-R'°'CO0") s6 foi efetivo na concentragdo de 60 uM (Figura 9). Sendo assim,
decidiu-se pela acetilacio do aminodcido inicial das seqiiéncias peptidicas mais ativas. Os
resultados obtidos demonstraram que os peptideos AcH-P'™ e AcE”-G'” inibiram a
hiperalgesia induzida pela carragenina nas concentracoes de 16 e 10 uM, respectivamente (Figura
10A, B).

A seqiiéncia AcE”-G'”, a qual apresentou efeito inibitério similar ao observado com o
pS100A9m, foi empregada nos experimentos subseqiientes. Os resultados obtidos com as

diferentes seqiiéncias peptidicas avaliadas estdo resumidos na tabela 2.
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Figura 4. Efeito do H*-G'°, P'"-G"® ou H'7-G'"? sobre a hiperalgesia induzida pela
carragenina (Cg). Em (A) o H®-G'"° foi injetado i.pl. na concentracdo de 3 uM concomitante a
Cg (200 pg/ 100 ul). Em (B) o PG foi injetado nas concentragdes de 5, 50 uM ou 1 mM
concomitante 2 Cg e em (C) o H'”-G'' foi injetado nas concentra¢des de 5 ou 50 uM
concomitante a Cg. Os animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos.
Animais injetados apenas com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem
a média + e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05
em relacdo ao grupo tratado apenas com Cg e (***) p<0,001 em relagdo ao grupo tratado apenas

com Cg.
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Figura 5. Efeito do H>-S'"° ou H*-G'* sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina (Cg). Em
(A) o H”-S'% foi injetado i.pl. nas concentracdes de 5 ou 20 uM concomitante 2 Cg (200 ug/ 100
ul). Em (B) o H*>-G'® foi injetado na concentracio de 7,5 uM concomitante 2 Cg. Os animais
foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos. Animais injetados apenas com Cg
foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média + e.p.m de 5 a 6 animais
por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05 em relagdo ao grupo tratado apenas

com Cg e (***) p<0,001 em relagcdo ao grupo tratado apenas com Cg.
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Figura 6. Efeito do H*-E’’ ou E”’-G'” sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina (Cg). Em
(A) o H*>-E”" foi injetado i.pl. nas concentra¢des 5, 50 ou 100 uM concomitante 2 Cg (200
ug/100 pl). Em (B) o E”-G'* foi injetado nas concentragdes de 5 ou 15 pM concomitante a Cg.
Os animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos. Animais injetados
apenas com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média + e.p.m
de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05 em relacdo ao

grupo tratado apenas com Cg e (***) p<0,001 em relacdo ao grupo tratado apenas com Cg.
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Figura 7. Efeito do H°-R'", H**-G'% ou E”-P'? sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina
(Cg). Em (A) o H-R"" foi injetado i.pl. nas concentracdes de 5 ou 50 uM concomitante 2 Cg
(200 pg/ 100 ul). Em (B) o H?°-G'** foi injetado nas concentracdes de 50 ou 100 uM
concomitante 3 Cg e em (C) o E”-P' foi injetado nas concentra¢des de 50 ou 100 uM
concomitante a Cg. Os animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos.
Animais injetados apenas com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem
a média £ e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05
em relacdo ao grupo tratado apenas com Cg e (**) p<0,01 em relagdo ao grupo tratado apenas

com Cg.
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Figura 8. Efeito do H*®-P'® ou E”-R'"" sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina (Cg). Em
(A) o H®-P'® foi injetado i.pl. nas concentracdes de 15 ou 50 uM concomitante 3 Cg (200
ug/100 pl). Em (B) o E*’-R'"! foi injetado nas concentracdes de 15 ou 50 uM concomitante  Cg.
Os animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos. Animais injetados
apenas com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média * e.p.m
de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial e (**) p<0,01 em relacdo ao

grupo tratado apenas com Cg.
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Figura 9. Efeito do E”’-R'"'COO" sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina (Cg). O E”-
R''COO' foi injetado i.pl. nas concentracdes de 5 ou 60 uM concomitante 3 Cg (200 pg/100 ).
Os animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos. Animais injeados
apenas com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média * e.p.m

de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05 em relagdo ao

grupo tratado apenas com Cg.
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Figura 10. Efeito do AcH?®-P'® ou AcE”’-G'* sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina
(Cg). Em (A) o AcH?®-P'™ foi injetado i.pl. na concentracio de 16 pM concomitante 2 Cg (200
ug/100 ul). Em (B) o AcE”-G'" foi injetado na concentragdo de 10 uM concomitante a Cg. Os
animais foram avaliados antes (tempo 0) e 3 horas apds os tratamentos. Animais injetados apenas
com Cg foram avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média = e.p.mde 5 a 6
animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, e (**) p<0,01 em relacdo ao grupo

tratado apenas com Cg.
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Tabela 2. Seqiiéncias peptidicas homodlogas ao C-terminal da proteina S100A9 murina e

respectivas concentracOes efetivas no modelo de hiperalgesia induzida por carragenina

Sigla Seqiiéncia Peptidica Concentracdo Quantidade
Efetiva de

aminoacidos
pS100A9m H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 5uM 19
H*-G'"’ H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 3uM 15
p'*.G"" H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 1 mM 11
H'"-G'"* H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G Sem efeito 4
H-§'% H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 20 uM 15
H”.G'" H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G 7,5 uM 11
H”-E” H-E-K-L-H-E 100 uM 6
E”-G'” E-N-N-P-R-G 15 uM 6
H*-R" H-E-N-N-P-R 50 uM 6
H”*-G'* H-E-N-N-P-R-G 50 uM 7
E”-p'% E-N-N-P 50 uM 4
H*-p'" H-E-N-N-P 16 uM 5
E”-R'"' NH, E-N-N-P-R 15 uM 5
E”-R"'COO E-N-N-P-R 60 UM 5
Ac H?S-p'® H-E-N-N-P 16 uM 5
AcE”.G'" E-N-N-P-R-G 10 pM 6

Os diferentes peptideos foram testados em ratos, submetidos ao modelo de pressdo de pata, na
presenca de hiperalgesia induzida pela carragenina. Em negrito estdo representadas as seqiiéncias

que apresentaram efeito inibitério nas menores concentragdes molares.
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4.2, Estudo dos mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo induzido pelo pS100A9m -
Acao sobre PAR;

4.2.1. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecénica induzida por PAR,AP — Tratamento

concomitante

Ratos receberam injecao intraplantar (i.pl.) de PAR,AP na concentragdo de 10 ug/100 uL,
concomitante a 1, 4 ou 8 ug de pSI00A9m. O limiar nociceptivo, em resposta a estimulo
mecanico, foi medido antes e apds diferentes tempos do tratamento com o peptideo. O PAR,AP
induziu diminui¢@o significativa do limiar nociceptivo, caracteristico de hiperalgesia mecanica
(Figura 11). O tratamento com o pS100A9m foi capaz de inibir a hiperalgesia induzida por PAR,
em todas as concentragdes testadas, sendo que com a menor concentragdo (1 1g) essa inibi¢do foi
cerca de 54% apenas na primeira hora. J4, as concentracdes maiores (4 e 8 ug) reduziram a
hiperalgesia entre a 1* e a 3* h, sendo que na terceira, hora essa inibicao foi em torno de 60% e

81%, para as concentracdes de 4 e 8 ug, respectivamente (Figura 11).

4.2.2. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida por PAR,AP — Tratamento

prévio

O pré-tratamento com o pS100A9m, 30-min antes da injecdo i.pl. de PAR,AP, também
reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pelo agonista (Figura 12). Neste
caso, o0 pS100A9m na concentracdo de 1 pg inibiu a hiperalgesia em cerca de 45% e 48% na
primeira e segunda horas de avaliacdo, respectivamente; a concentragdo 4 pug de pS100A9m

inibiu a hiperalgesia em 67% na primeira hora, 97% na segunda hora e 65% na terceira hora, e a
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concentracdo de 8 pg de pS1I00A9m inibiu a hiperalgesia induzida por PAR,AP em 60% na

primeira hora, 100% na segunda hora e em 50% na terceira hora de avaliacao (Figura 12).

4.2.3. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida por PAR,AP — Pés tratamento

Quando o pS100A9m foi injetado, i.pl., nas concentracdoes de 1 ou 4 pg, 1 h apds o
PAR,AP, ndo foi mais observado efeito inibitério sobre a hiperalgesia mecanica, quando

comparado com o grupo controle, tratado apenas com PAR,AP (Figura 13).

4.2.4. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP — Tratamento

concomitante

De maneira similar ao observado na hiperalgesia mecanica, a hiperalgesia térmica
induzida por PAR,AP foi significativamente reduzida pela administragdo i.pl. concomitante de
pS100A9m (Figura 14). Todas as concentragdes testadas (0,1; 1 e 20 nug) de pS100A9m inibiram
a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP nas primeiras 2 horas de avaliacdo. Ainda, com as
maiores concentracdoes de pS100A9m (1 e 20 pg), o pS100A9m além de reverter a hiperalgesia,
induziu um aumento no limiar nociceptivo, de 50 e 20% para as doses de 1 e 20 pg,

respectivamente, quando o teste foi aplicado 1 h apds o tratamento (Figura 14).
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4.2.5. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP — Tratamento

prévio

O pré-tratamento com o pS100A9m, 30 min antes da injecdo i.pl. de PAR,AP, também

causou inibi¢do da hiperalgesia térmica, observada apenas na primeira hora e com as duas

concentracdes mais altas (Figura 15).

4.2.6. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP — Pés tratamento

Como o observado na hiperalgesia mecanica, o pos-tratamento com pS100A9m, nas

concentracdes de 1 e 20 ng, ndo interferiu com a hiperalgesia induzida por PAR,AP (Figura 16).

4.2.7. Efeito do pS100A9m sobre a expressdo de Egr-1 induzida por PAR,AP

Uma vez que a literatura demonstra que a injecdo i.pl. de PAR,AP induz ativacdo
neuronal, quantificada pela expressdao de Fos na medula de ratos (VERGNOLLE et al., 2001b),
decidiu-se avaliar o efeito da administracdo i.pl. de PAR,AP sobre a expressdo de egr-1, um
outro marcador de ativagcdo neuronal, pela marcacdo da proteina Egr-1, seu produto de ativacao,
na presencga ou auséncia de pS100A9m. A administragdo i.pl. de 10 pug de PAR,AP induziu um
aumento na expressdo de Egr-1 de 56%, na lamina superficial da medula espinhal de ratos, 3
horas apds sua injecdo (Figura 17). O tratamento concomitante com 4 pug de pS100A9m inibiu
significativamente o nimero de nicleos imuno-marcados para Egr-1, enquanto que o pS100A9m,

por si s, ndo alterou essa marcacdo em condi¢Oes basais (Figura 17).
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4.2.8. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neurdnios sensoriais

Observada a inibi¢do de Egr-1, na medula espinhal de ratos, pelo pS100A9m, avaliou-se o
efeito desse peptideo sobre o influxo de célcio induzido por agonistas de PAR; em neur6nios do
ganglio da raiz dorsal da medula espinhal (DRG) de camundongos. Neur6nios DRG foram
estimulados por tratamento agudo com dois agonistas de PAR;: tripsina (5 U, Figura 18) ou
PAR,AP (100 uM, Figura 19) ou pela associacdo destes agonistas ao pS100A9m, nas
concentracdes de 0,5; 5; 50 ou 100 uM. Todas as concentragdes do pS100A9m testadas inibiram
significativamente a magnitude do influxo de célcio nos neur6bnios DRG em resposta a tripsina (5
U) (Figura 18). O pS100A9m também inibiu significativamente a magnitude do influxo de célcio
induzido por PAR,AP nas concentracdes de 5 uM (11%), 50 uM (13%) ou 100 uM (9%, Figura

19).

4.2.9. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de cdlcio em células HEK-293 e células KNRK-PAR,

Uma vez que o pS100A9m inibiu significativamente tanto a hiperalgesia resultante da
ativacdo de PAR;, quanto a liberacdo de cdlcio em neur6nios sensoriais induzida pela ativagao
deste receptor, decidiu-se avaliar o efeito do pS100A9m peptideo em outros tipos celulares que
expressam PAR;. Para tanto, foram utilizadas células HEK-293, que naturalmente expressam
PAR,, e células KNRK transfectadas com PAR, (KNRK-PAR,), ou células nao transfectadas e
foi avaliado o efeito do pS100A9m sobre a mobilizagdo de calcio nestas células. Em células

HEK-293 estimuladas com tripsina (5 U), tanto o tratamento concomitante, quanto o pré-
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tratamento (10 min) com o pS100A9m (50 uM), ndo interferiu com o influxo de cdlcio induzido
pelo estimulo (Figura 20). De maneira similar, a resposta a estas células também ndo foi
modificada pelo pS100A9m, quando o estimulo foi realizado com o peptideo agonista de PAR,
(50 uM; Figura 21).

Assim como o observado para células HEK-293, nenhuma modificacdo significativa do
influxo de cdlcio, induzido por tripsina (5 U) ou PAR,AP (5 uM), foi observada em células
KNRK-PAR; frente ao tratamento com 50 uM de pS100A9m (Figuras 22 e 23).

As células KNRK ndo transfectadas com PAR; ndo apresentaram resposta significativa ao

estimulo com PAR,AP ou tripsina (dados nao mostrados).

4.2.10. Efeito do pS100A9m sobre a liberacdo de substincia P (SP) induzida pela ativacdo de

PAR; em neurdnios sensoriais

Uma vez que o pSI00A9m inibiu a sinalizagdo induzida por PAR,; em neurdnios
sensoriais, mas nao em outros tipos celulares, decidiu-se avaliar se 0 pS100A9m poderia ou ndo
interferir com a libera¢do de SP apds a ativagdo do PAR;. A incubacdo de neurdnios sensoriais,
na presenc¢a do peptideo agonista de PAR, (100 uM), induziu aumento significativo na libera¢do
de SP, quando comparado aos efeitos observados com o peptideo controle inativo LRGILS-NH,
(100 uM; Figura 24). O pS100A9m (50 pM) inibiu os efeitos do peptideo agonista de PAR,
sobre a libera¢do de substancia P. J4 o pS100A9m, por si s6, ndo induziu nenhum efeito sobre a

liberagdo deste neurotransmissor, pelos neurdnios sensoriais (Figura 24).
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4.2.11. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de cdlcio em neurdnios sensoriais, induzido por

bradicinina, capsaicina ou KCI

Em seguida, decidiu-se investigar se o pS100A9m seria capaz de interferir com a
sinalizac@o de outros agentes pré-nociceptivos, nos neurdnios sensoriais. Assim, neurdnios DRG
foram estimulados com capsaicina (Figura 25A), bradicinina (Figura 25B) ou cloreto de potassio
- KCI (Figura 26) e o efeito de diferentes concentragdes do pS100A9m, sobre a mobilizacdo de
célcio, foi avaliado. A mobilizacdo de cdlcio em neurdnios DRG, estimulados com capsaicina, foi
inibida pelo pS100A9m nas concentragdes de 50 e 100 uM (15% e 14 % respectivamente), mas
ndo pelas concentragdes de 0,5 ou 5 uM (Figura 25A). Ainda, 50 uM, mas ndo 5 puM do
pS100A9m, inibiu significativamente a mobilizacdo de célcio, induzida por bradicinina, nos
neurdnios sensoriais (10% de inibi¢ao; Figura 25B).

Quando as células foram estimuladas com KCI foi observada inibi¢do do influxo de célcio
pelo pS100A9m em todas as concentragdes avaliadas, com porcentagens que variaram de 15 a

30% (Figura 26).

4.2.12. Efeito da tapsigaragina ou do iondéforo de calcio, sobre a inibicdo do influxo de calcio

induzida pelo pS100A9m, em neurdnios DRG

Considerando-se que o pSI00A9m inibiu o influxo de célcio nos neurdnios DRG,
independente do estimulo utilizado, avaliou-se se este peptideo seria capaz de interferir com os
estoques intracelulares de cdlcio destas células. Os neurdnios foram tratados com tapsigaragina

(250 nM), um composto que depleta os estoques de cdlcio intracelular, 5 min antes de serem
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estimulados com KCI (50 mM) ou KCIl concomitante ao pS100A9m (50 uM). Os resultados
obtidos demonstraram que este tratamento ndo modificou o efeito do pS100A9m sobre estas
células (Figura 27). Quando os neurdnios foram estimulados com ionéforo de cédlcio (2 uM), um
composto que induz o transporte de fons através da membrana plasmadtica, sem o envolvimento
de canais, ou ion6foro de cdlcio concomitante com 5, 50 ou 100 uM do pS100A9m, o peptideo

perdeu sua atividade inibitdria sobre o influxo de célcio (Figura 28).

4.2.13. Efeito do pS100A9m sobre correntes de cdlcio de alta voltagem, em neurdnios DRG

avaliados por eletrofisiologia

Para se confirmar os dados obtidos com o pS100A9m sobre a inibi¢do cdlcio, neur6nios
DRG foram submetidos a ensaio de eletrofisiologia. Apds a obten¢@o de um pico normalizado de
correntes nos neurdnios DRG, estes foram entdo perfundidos com 50 uM de pS100A9m por um
periodo de 2,5 minutos. O peptideo foi capaz de inibir correntes de cdlcio de alta voltagem em
cerca de 35%. (Figura 29). Ap6s a perfusdo com o pSI00A9m as células foram lavadas com

tampao de gravacio, sendo que ndo foi observada reversao do efeito induzido pelo pS100A9m.

4.2.14. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de cdlcio em células HEK-tsA 201 transfectadas

com canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC) do tipo N e do tipo L avaliadas por

microscopia

Confirmado o efeito inibitério do pS1I00A9m sobre as correntes de cdlcio em neurdnios
DRG, decidiu-se avaliar se o pS100A9m poderia inibir diretamente os canais de célcio. Foram

utilizadas células HEK-tsA transfectadas com canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo
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N (subunidade Cav2.2 + By, + 02- 81) ou do tipo L (subunidade Cav1.2 + By + 0- 1), as quais
foram estimuladas com KCI (50 mM) e receberam pS100A9m na concentragdo de 25 uM. Os
resultados obtidos demonstraram que o pS100A9m inibiu o influxo de cdlcio das células com
canais do tipo N (Figura 30A), sem interferir com o influxo de cdlcio nas células com canais do

tipo L (Figura 30B).

4.2.15. Efeito do pS100A9m sobre correntes de célcio de alta voltagem, em células HEK-tsA 201

transfectadas com VDCC do tipo N ou do tipo L e avaliadas por eletrofisiologia

Para se consolidar os dados obtidos com o pS100A9m sobre a inibi¢do de correntes de
cédlcio em VDCC do tipo N, células HEK-tsA transfectadas foram submetidas a ensaio de
eletrofisiologia. Mais uma vez, a atividade em células com VDCC do tipo N (subunidade Cav2.2
+ Bib + - 81), mas ndo em células com VDCC do tipo L (subunidade Cav1.2 + By + 0- 91), foi
inibida em cerca de 40% pelo tratamento com 25 UM do pS100A9m (Figura 31). Neste caso, a
inibicdo induzida pelo pS100A9m foi parcialmente revertida quando as células foram
reperfundidas com tampao de gravacdo (Figura 32). A superposicdo das densidades de corrente
(relacdo corrente/voltagem) na auséncia (controle) ou presenca de 25 uM de pS100A9m,
demonstrou que a voltagem de ativacdo das células ndo foi afetada pelo tratamento com o

peptideo (Figura 33).
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Figura 11. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida pelo PAR,AP. O
pS100A9m foi administrado i.pl. nas concentragdes de 1ug (m), 4ug (o) ou 8ug (m) concomitante
a injecdo intraplantar de 10ug de PAR,AP (volume final de 100 uL). Os animais foram avaliados
antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h apds os tratamentos. Animais tratados apenas com PAR,AP foram
submetidos a0 mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados
correspondem a média = e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relagdo a medida

inicial, (*) p<0,05 em relag¢do ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida pelo
PAR,AP. O pS100A9m foi administrado i.pl.(volume de 50 uL) nas concentracdes de 1ug (m),
4ug (o) ou 8ug (m) 30 min antes da injecdo i.pl. de 10pg/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram
avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h apds a inje¢cdo de PAR,AP. Animais tratados apenas com
PAR,AP foram submetidos ao mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle.
Os dados correspondem a média *+ e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relagcdo a

medida inicial, (*) p<0,05 em relagdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 13. Efeito do pds-tratamento do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida pelo
PAR,AP. O pS100A9m foi administrado 1.pl.(volume de 50 uL) nas concentra¢des de 1pug (m) ou
4ug (o), 1 h apds a injecdo i.pl. de 10ug/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram avaliados antes
(tempo 0), 1, 2 e 3 h apds a injecdo de pSOOA9m. Animais tratados apenas com PAR,AP foram
submetidos a0 mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados
correspondem a média £ e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relagdo a medida

inicial
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Figura 14. Efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica induzida pelo PAR,AP. O
pS100A9m foi administrado i.pl. nas concentracoes de 0,lpg (m), lug (o) ou 20ug (m)
concomitante a injecdo intraplantar de 10ug de PAR,AP (volume final de 100 puL). Os animais
foram avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h apds os tratamentos. Animais tratados apenas com
PAR,AP foram submetidos ao mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle.
Os dados correspondem a média * e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relagdo a
medida inicial, (##) p<0,01 em relacdo a medida inicial, (*) p<0,05 em relagdo ao grupo tratado

apenas com PAR,AP, (**) p<0,01 em relagdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 1S5. Efeito do pré-tratamento do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica induzida pelo
PAR,AP. O pS100A9m foi administrado i.pl.(volume de 50 uL) nas concentracdes de 0,1ug (m),
lug (o) ou 20ug (m), 30 min antes da injecao i.pl. de 10ug/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram
avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h apds a inje¢cdo de PAR,AP. Animais tratados apenas com
PAR,AP foram submetidos ao mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle.
Os dados correspondem a média * e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relagdo a

medida inicial, (*) p<0,05 em relagdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 16. Efeito do pds-tratamento do pS100A9m sobre a hiperalgesia mecanica induzida pelo
PAR,AP. O pS100A9m foi administrado 1.pl. (volume de 50 uL) nas concentracdes de 1ug (m)
ou 20ug (o), 1 h ap6s a injecdo i.pl. de 10ug/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram avaliados
antes (tempo 0), 1, 2 e 3 h ap6s a injecdo de pS100A9m. Animais tratados apenas com PAR,AP
foram submetidos a0 mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados

correspondem a média * e.p.m de 5 a 6 animais por grupo.
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Figura 17. Efeito da salina, pS100A9m, PAR,AP, ou PAR,AP concomitante ao pS100A9m na
expressdo de Egr-1 no corno dorsal da medula espinhal de ratos. A-E: Fotomicrografias de
secgcoes de corno dorsal de medula espinhal submetida a imuno-histoquimica de (A) animais
normais (controle), (B) apds a injecdo i.pl. de salina; (C) 4ug i.pl. de pS100A9m; (D) 10ug i.pl.
de PAR,AP; (E) tratamento concomitante com PAR,AP e pS100A9m. A figura F representa as
alteracOes quantitativas na imunoreatividade para Egr-1 no corno dorsal (L4 e L5) de ratos. As
medulas espinhais foram coletadas ap6s 3 h dos tratamentos. Escala (-) = 50 pm. Dados

representam a media £ e.p.m. de 6 animais por grupo. (**) p<0,01 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 18 — Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neurdnios DRG estimulados com
tripsina. Os neurdnios foram expostos a tripsina (5U) concomitante ao pS100A9m (0,5; 5; 50 ou
100 uM). Neurdnios expostos somente a tripsina foram considerados como grupo controle. O
influxo de célcio foi medido, em células individuais por fluorescéncia, a excitacdes de 460-490
nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se Microscéopio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada
uma cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os dados representam a média £ e.p.m. de 15-20

neurdnios por grupo. (**) p<0,01 em compara¢do com o grupo controle.
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Figura 19 — Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neurdnios DRG estimulados com
PAR,AP. Os neurdnios foram expostos ao PAR,AP (100 uM), concomitante ao pS100A9m (0,5;
5; 50 ou 100 puM). Neurdnios expostos somente a0 PAR,AP foram considerados como grupo
controle. O influxo de célcio foi medido, em células individuais por fluorescéncia, a excitagdes
de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se Microscépio de Fluorescéncia Wide-Field.
Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os dados representam a média *
e.p.m. de 15-20 neurdnios por grupo. (*) diferenca significativa em comparagdo com o grupo

controle (p<0,05). (**) diferenca significativa em comparacao com o grupo controle (p<0,01).
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Figura 20 - Efeito do pS100A9m sobre a sinalizacdo de cédlcio em células HEK-293 estimuladas
com tripsina. (A) As células foram ativadas pela exposi¢do com SU de tripsina (m) ou tripsina

concomitante a SOUM de pS100A9m (A). (B) As células foram incubadas com salina por 10 min

(®) ou com 50uM de pS100A9m (e) previamente a exposi¢do com tripsina (SU). (C)
Quantificacdo da magnitude de célcio em células HEK-293 expostas a tripsina ou pS100A9m. As
medidas de fluorescéncia, refletindo elevagoes de cdlcio intracelular, foram realizadas a 24°C,
utilizando-se espectrometro de fluorescéncia Perkin-Elmer com excitacdo de 480 nm e emissao
de 530 nm. Os dados sdo ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos em duas ou mais

culturas distintas de células HEK-293.
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Figura 21. Efeito do pS100A9m sobre a sinalizacio de cdlcio em células HEK-293 estimuladas
com PAR,AP. (A) As células foram ativadas pela exposicdo com 50uM de PAR,AP (m) ou
PAR,AP concomitante & 50uM de pS100A9p (A ). (B) As células foram incubadas por 10 min

com salina (®) ou 50uM de pS100A9m (#) previamente a exposi¢do com S0uM de PAR,AP. (C)
Quantificacdo da magnitude de célcio em células HEK-293 expostas ao PAR,AP ou pS100A9m.
As medidas de fluorescéncia, refletindo elevacdes de célcio intracelular, foram realizadas a 24°C,
utilizando-se espectrometro de fluorescéncia Perkin-Elmer com excitacdo de 480 nm e emissao
de 530 nm. Os dados sdo ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos em duas ou mais

culturas distintas de células HEK-293.
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Figura 22. Efeito do pS100A9m sobre a sinalizacdo de cdlcio em células KNRK-PAR;

estimuladas com tripsina. (A) As células foram ativadas pela exposi¢do com 1U de tripsina (m)

ou tripsina concomitante a SOUM de pS100A9m ( A ). (B) As células foram incubadas com salina

por 10 min (®) ou com S0uM de pS100A9m (#) previamente a exposicao com 1U de tripsina. (C)
Quantificagdo da magnitude de cdlcio em células KNRK-PAR, expostas a tripsina ou
pS100A9m. As medidas de fluorescéncia, refletindo elevagdes de célcio intracelular, foram
realizadas a 24°C, utilizando-se espectrometro de fluorescéncia Perkin-Elmer com excita¢do de
480 nm e emissdo de 530 nm. Os dados sdo ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos

em duas ou mais culturas distintas de células KNRK-PAR,.
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Figura 23. Efeito do pS100A9m sobre a sinalizacdo de cdlcio em células KNRK-PAR;
estimuladas com PAR,AP. (A) As células foram ativadas pela exposi¢do com SuM de PAR,AP

(m) ou PAR,AP concomitante 2 50uM de pS100A9p (A ). (B) As células foram incubadas por 10

min com salina (®) ou S0uM de pS100A9m (#) previamente a exposi¢do com SuM de PAR,AP.
(C) Quantificagdo da magnitude de célcio em células KNRK-PAR; expostas ao PAR,AP ou
pS100A9m. As medidas de fluorescéncia, refletindo elevagdes de célcio intracelular, foram
realizadas a 24°C, utilizando-se espectrometro de fluorescéncia Perkin-Elmer com excitacdo de
480 nm e emissdo de 530 nm. Os dados sdo ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos

em duas ou mais culturas distintas de células KNRK-PAR,.
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Liberacao de substancia P

Figura 24. Efeito do pS100A9m sobre a liberacdo de substancia P (SP) em culturas de neurdnios
DRG avaliadas por ELISA. As células foram estimuladas pelo tratamento agudo com veiculo,
LRGILS-NH; (100 mM; peptideo reverso, controle do PAR,AP), PAR,AP (100 mM),
pS100A9m (50 uM) ou PAR,AP concomitante a0 pS100A9m. Os dados representam a média *
e.p.m. de 15-20 neurdnios por grupo. (**) p<0,01 em relagdo ao veiculo ou LRGILS-NH; e (#)

p<0,01 em relacdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 25. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neur6nios DRG estimulados com
capsaicina ou bradicinina. Os neurdnios foram expostos a capsaicina (100 nM; A) ou bradicinina
(10 nM; B) concomitante ao pS100A9m (0,5; 5; 50 ou 100 uM). Neuronios expostos somente a
capsaicina ou bradicinina foram considerados como grupo controle. O influxo de calcio foi
medido, em células individuais, por fluorescéncia, a excitagdes de 460-490 nm e emissdes de 515
nm, utilizando-se Microscopio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30
fotografias em 90 segundos. Os dados representam a média * e.p.m. de 15-20 neurdnios por

grupo. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle e (**) p<0,01 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 26. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neurénios DRG estimulados com
KCI. Os neurdnios foram expostos ao KCI (50 mM) concomitante ao pS100A9m (0,5; 5; 50 ou
100 uM). Neuronios expostos somente ao KCl foram considerados como grupo controle. O
influxo de célcio foi medido, em células individuais, por fluorescéncia, a excitacdes de 460-490
nm e emissoes de 515 nm, utilizando-se Microscépio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada
uma cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os dados representam a média £ e.p.m. de 15-20
neurdnios por grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle e (***) p<0,001 em relacdo ao

grupo controle.
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Figura 27. Efeito da tapsigaragina no efeito do pS100A9m sobre o influxo de cdlcio em
neurdnios DRG. Os neurdnios foram pré-incubados por 5 min com tapsigaragina (250 nM) e apds
este periodo foram expostos ao KCI (50 mM) concomitante ao pS100A9m (50 uM). Neurdnios
expostos somente ao KCI foram considerados como grupo controle. Neuronios tratados apenas
com KCI e tapsigaragina também foram avaliados. O influxo de célcio foi medido, em células
individuais, por fluorescéncia, a excitacdes de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se
Microscépio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90
segundos. Os dados representam a média + e.p.m. de 15-20 neurdnios por grupo. (*) p<0,05 em

relacdo ao grupo controle e (#) p<0,05 em relacdo ao tratado com KClI + tapsigaragina.
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Figura 28. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em neurénios DRG estimulados com
ion6foro de célcio. Os neurdnios foram estimulados com iondforo de cdlcio (IC; 2 uM)
concomitante ao pS100A9m (0,5; 50 ou 100 uM). Neurdnios expostos somente ao IC foram
considerados como grupo controle. O influxo de célcio foi medido, em células individuais, por
fluorescéncia, a excitacdes de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se Microscépio de
Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os

dados representam a média * e.p.m. de 15-20 neurdnios por grupo.
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Figura 29. Efeito do pS100A9m sobre correntes nativas de cdlcio em neurdnios DRG avaliados
por eletrofisiologia. As células foram constantemente perfundidos com solu¢do de gravacdo
sendo o pS100A9m (50 uM) adicionado apds a normalizag¢do da corrente, por um periodo de 2,5
min. As correntes de cdlcio foram gravadas durante um pulso de teste de 0 a + 10 mV (150 ms) a
partir de um potencial de repouso de -60 mV. As medidas de correntes de cdlcio foram
realizadas, em células individuais, utilizando-se amplificador Axopatch 200B. Os dados

representam a média + e.p.m. de 8-10 células. (*) p<0,05 em relacdo ao pico de corrente no

tempo 0.
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Figura 30. Efeito do pS100A9m sobre o influxo de célcio em células HEK-tsA transfecatdas
com canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo N (subunidade Cav2.2 subunit - +p, 0,-
d1) (A) ou do tipo L (subunidade Cav1.2 - +p, 0- 81) (B). As células foram expostas ao KCl
(50 mM) concomitante ao pS100A9m (0,1; 0,5; 1; 5; 50 ou 100 uM). Células expostas somente
ao KClI foram consideradas como grupo controle. O influxo de célcio foi medido em célula
sinduviduais, por fluorescéncia a excitagcdes de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se
Microscopio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90
segundos. Os dados representam a média *+ e.p.m. de 15-20 células por grupo. (*) p<0,05 em
relacdo ao grupo controle, (**) p<0,01 em relacdo ao grupo controle e (***)p<0,001 em relagdo

ao grupo controle.
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Figura 31. Efeito do pS100A9m sobre correntes de cédlcio em células HEK-tsA-201 transfecatdas
com canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo N e avaliadas por eletrofisiologia. Medida
das correntes nativas de calcio (C) mostrando inibi¢do de correntes tipo N na presenca de 25 pM
de pS100A9m. O histograma mostra o bloqueio das correntes do tipo N expressas pela
subunidade Cav2.2 em células tsA-201 (C/C controle = 0,59 + 0,03 para Cav2.2 e C/C controle =
0,94 £ 0,02 para Cavl.2). A amplitude de corrente foi elicitada por um pulso teste de +10 mV
(150 ms) a partir de potencial de repouso de -90 mV. O pS100A9m foi perfundido nas células
por um periodo de 2,5 minutos e apos este periodo as células foram perfundidas com solucio de
gravacdo. As medidas de correntes de célcio foram realizadas, em células individuais, utilizando-
se amplificador Axopatch 200B. Os dados representam a média * e.p.m. de 8-10 células. (***)

p<0,001 em relacdo ao controle (sem tratamento — perfundido com tampao de gravagao).
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Figura 32. Curva tempo/efeito do bloqueio de amplitude de corrente de cdlcio via canais do tipo
N, pelo pS100A9m em células tsA-201. A amplitude de corrente foi elicitada por um pulso teste
de +10 mV (150 ms) a partir de potencial de repouso de -90 mV. O pSI100A9m (25 uM) foi
perfundido nas células por um periodo de 2,5 minutos e apds este periodo as células foram
perfundidas com solu¢do de gravacdo. As medidas de correntes de célcio foram realizadas, em
células individuais, utilizando-se amplificador Axopatch 200B. Os dados representam a média *

e.p.m. de 8-10 células. (*) p<0,05 em relacdo ao pico de corrente no tempo 0.
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Figura 33. Curva de densidade de corrente normalizada (corrente/voltagem) de células HEK-tsA

transfectadas com canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N, na auséncia (controle) ou

presenca de 25 uUM. As medidas de correntes de calcio foram realizadas, em células individuais,

utilizando-se amplificador Axopatch 200B.
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4.3. Estudo dos mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo induzido pelo AcE”-G'** —
Acao sobre PAR,;

4.3.1. Efeito do AcE”’-G"” sobre a hiperalgesia mecénica induzida por PAR,AP

Ratos foram injetados pela via intraplantar (i.pl.) com PAR,AP, na concentracido de 10
ug/100 pL, concomitante a 10 uM de AcE”-G'"%. O limiar nociceptivo em resposta ao estimulo
mecénico foi medido antes e ap6s diferentes tempos do tratamento com os peptideos. O AcE’’-
G'* inibiu a hiperalgesia induzida por PAR,AP em todos os tempos avaliados, com porcentagem
de inibi¢do em torno de 50%. (Figura 34).

102 . g
, também reduziu significativamente a

O pré-tratamento (30-min antes) com o AcE’’-G
hiperalgesia mecanica induzida por PAR,AP, em todos os tempos avaliados, porém com maior

magnitude do que o observado para o pS100A9m (Figura 35).

4.3.2. Efeito do AcE”’-G'” sobre a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP

De maneira similar ao resultado obtido na hiperalgesia mecanica, a hiperalgesia térmica
induzida por PAR,AP também foi significativamente revertida pela administragdo i.pl.,
concomitante de 10 uM de AcE”’-G'™. Contudo, neste modelo, o peptideo reverteu a
hiperalgesia apenas na primeira hora de avaliacdo (Figura 36). Por outro lado, o pré-tratamento
com o ACE97—G102, 30 min antes do PAR,AP, foi capaz de reverter a hiperalgesia térmica em

todos os tempos avaliados (Figura 37).
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. 97 ~102 . o n ..
4.3.3. Efeito do AcE”'-G "~ sobre o influxo de célcio em neurdnios sensoriais

O efeito do AcE”’-G'* sobre o influxo de célcio em neurdnios DRG também foi avaliado.
Neurdnios DRG foram estimulados com: tripsina (5 U, Figura 38A) ou PAR,AP (100 uM, Figura
38B), concomitante a0 AcE”’-G'", na concentracdo de 10 uM. Em ambos os casos foi observada

inibicdo do influxo de célcio nos neurdnios DRG com porcentagens que variaram de 5 a 15%

(Figura 38 A e B).

4.3.4. Efeito do AcE”’-G'* sobre o influxo de cilcio em células HEK-293 e células KNRK-PAR,

Uma vez observada inibicdo do influxo de célcio nos neurdnios DRG frente a ativagio de
PAR,, avaliou-se o efeito do AcE”-G'? sobre a sinalizacdo de cdlcio de células HEK-293 ou
KNRK-PAR,;. Da mesma forma que o observado com o pS100A9m, o tratamento concomitante
com 10 pM de AcE”’-G'*, ndo interferiu com o influxo de célcio induzido tanto por tripsina (5
U; Figura 39A), quanto pelo peptideo agonista de PAR, (Figura 39B). Ainda, o influxo de célcio
induzido por tripsina (1 U) ou PAR,AP (5 uM) também ndo foi modificado pelo tratamento

concomitante com 0 AcE”’-G'” em células KNRK-PAR, (Figura 40A e B).

. 7 ~102 . L1 . N e .
4.3.5. Efeito do AcE’’-G'®” sobre o influxo de cdlcio em neurdnios sensoriais induzido por

bradicinina, capsaicina ou KCI

Uma vez que o AcE”-G'""* nio interferiu com o influxo de cdlcio em células HEK-293 ou

KNRK-PAR;, avaliou-se a capacidade deste peptideo, assim como o determinado com o
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pS100A9m, em interferir com o influxo de cdlcio em neur6nios DRG, estimulados com outros
agentes pro-nociceptivos. Os resultados obtidos demonstraram que similar ao observado com o
pS100A9m, o AcE”’-G'® (10 uM) inibiu o influxo de cdlcio nos neurdnios estimulados por
bradicinina ou KCI (Figura 41 A e B). No entanto, nenhum efeito foi observado quando as

células foram estimuladas com capsaicina (Figura 41 C).

4.3.6. Efeito do AcE”’-G'*? sobre o influxo de célcio em células HEK-tsA 201 transfectadas com

canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC) do tipo N e do tipo L

O efeito do AcE”’-G'* sobre o influxo de célcio em células HEK-tsA transfectadas com
VDCC do tipo N ou tipo L também foi avaliado. As células foram estimuladas pelo tratamento
agudo com KCI (50 mM) ou KCIl concomitante ao AcE”’-G'”?. De maneira semelhante ao
demonstrado para o pS100A9m, este peptideo induziu reversdo do influxo de célcio apenas nas

células transfectadas com VDCC do tipo N (Figura 42).
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Figura 34. Efeito do AcE’’-G'%* sobre a hiperalgesia mecénica induzida por PAR,AP. O AcE’’-
G'* foi administrado, na concentracio de 10 uM, concomitante 2 injecdo intraplantar de 10ug de
PAR,AP (volume final de 100 puL). Os animais foram avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h
apés os tratamentos. Animais tratados apenas com PAR,AP foram submetidos ao mesmo
protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média *
e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (**) p<0,01 em relacdo

ao grupo tratado apenas com PAR,AP.

118



Resultados

KX PAR,AP
Bl AcE®’-G'2 10 pM/pata
100- ok
—
O)
o
% 75+
(o}
© (X # #
c 50' :‘: e e
»% DS ]
3 XE KB K
7] X D X
[} X o b
o b o <
" 'ed. 5
0 K S K

Figura 35. Efeito do pré-tratamento com o AcE”’-G'® sobre a hiperalgesia mecanica induzida
por PAR,AP. O AcE”’-G'® foi administrado 1.pl. (50 pL) na concentragdo de 10 uM, 30 min
antes da injecdo 1.pl. de 10pg/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram avaliados antes (tempo 0), 1,
2,3 e 4 h ap6s a injecdo de PAR,AP. Animais tratados apenas com PAR,AP foram submetidos
ao mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a
média £ e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (**) p<0,01
em relacdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP; (¥**) p<0,001 em relagdo ao grupo tratado

apenas com PAR,AP.
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Figura 36. Efeito do AcE’’-G'” sobre a hiperalgesia térmica induzida por PAR,AP. O AcE’’-
G'* foi administrado, na concentracio de 10 uM, concomitante 2 injecdo intraplantar de 10ug de
PAR,AP (volume final de 100 puL). Os animais foram avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4 h
ap0s os tratamentos. Animais tratados apenas com PAR,AP foram submetidos a0 mesmo
protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a média +
e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (**) p<0,01 em relacdo

ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 37. Efeito do pré-tratamento com o AcE”’-G
PAR,AP. O AcE”-G'* foi administrado 1.pl. (50 pL) na concentracdo de 10 uM 30 min antes da
injecdo i.pl. de 10pg/ 50 uL de PAR,AP. Os animais foram avaliados antes (tempo 0), 1, 2, 3 e 4
h apds a injecdo de PAR,AP. Animais tratados apenas com PAR,AP foram submetidos ao
mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados correspondem a

média £ e.p.m de 5 a 6 animais por grupo. (#) p<0,05 em relacdo a medida inicial, (**) p<0,01

em relagcdo ao grupo tratado apenas com PAR,AP.
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Figura 38. Efeito do AcE’"-G'* sobre o influxo de célcio em neurdnios DRG estimulados com
tripsina ou PAR,AP. Os neur6nios foram expostos a tripsina (5U; A) ou PAR,AP (100 uM; B),

97 ~102
-G

concomitante a 10 uM de AcE . Neurdnios expostos somente a tripsina ou PAR,AP foram

considerados como grupos controles. O influxo de célcio foi medido, por fluorescéncia, em
células individuais, a excitagdes de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se Microscopio

de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os

dados representam a média * e.p.m. de 15-20 neurdnios por grupo. (*) diferenca significativa em

comparac¢do com o grupo controle (p<0,05). (**) diferenga significativa em comparag¢do com o

grupo controle (p<0,01).
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Figura 39. Efeito do AcE”’-G'® sobre a sinalizacio de célcio em células HEK-293. Em (A) As
células foram ativadas pela exposicdo com 5SU de tripsina ou tripsina concomitante a 10 uM de
AcE”-G'?, Em (B) As células foram ativadas pela exposicdo com 50uM de PAR,AP ou
PAR,AP concomitante a 10 uM de AcE”-G'®. As medidas de fluorescéncia, refletindo
elevagdes de cdlcio intracelular foram realizadas a 24°C, utilizando-se espectrometro de
fluorescéncia Perkin-Elmer com excitacdo de 480 nm e emissdo de 530 nm. Os dados sdo

ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos em duas ou mais culturas distintas de

células HEK-293.
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Figura 40. Efeito do AcE’’-G'%* sobre a sinalizacdo de calcio em células KNRK-PAR,. Em (A)
As células foram ativadas pela exposicdo com 1U de tripsina ou tripsina concomitante a 10 pM
de AcE”’-G'™. Em (B). As células foram ativadas pela exposicdo com 5uM de PAR,AP ou
PAR,AP concomitante a 10 uM de AcE”-G'2. As medidas de fluorescéncia, refletindo
elevacdes de calcio intracelular, foram realizadas a 24°C, utilizando-se espectrdmetro de
fluorescéncia Perkin-Elmer com excitacdo de 480 nm e emissdo de 530 nm. Os dados sdo

ilustrativos para 4 ou mais experimentos, conduzidos em duas ou mais culturas distintas de

células KNRK-PAR;.
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Figura 41. Efeito do AcE”-G'%* sobre o influxo de célcio em neurdnios DRG. Os neurdnios
foram estimulados pelo tratamento agudo com bradicinina (10 nM; A), KCI (50 nM; B) ou
capsaicina (100 nM; C) concomitantes ou ndo com a 10 uM do AcE”-G'®. No caso da
capsaicina foi usada também a concentragdo de 50 uM do AcE”’-G'™. Neurbnios expostos
somente a bradicinina, KCI ou capsaicina foram considerados como grupos controle. O influxo
de célcio foi medido, em células individuais, por fluorescéncia a excitagdes de 460-490 nm e
emissoes de 515 nm, utilizando-se Microscépio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma

cinética de 30 fotografias em 90 segundos. Os dados representam a média t e.p.m. de 15-20
neurdnios por grupo. (*) diferenga significativa em comparagdo com o grupo controle (p<0,05).

(**) diferenca significativa em comparagio com o grupo controle (p<0,01).
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Figura 42. Efeito AcE’’-G'® sobre o influxo de célcio em células HEK-tsA transfecatdas com
canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo N (A) ou do tipo L (B). As células foram
expostas a0 KCI (50 mM) concomitante ao AcE”-G'? (10 uM). Células expostas somente ao
KCl foram consideradas como grupo controle. O influxo de cdlcio foi medido em células
individuais, por fluorescéncia a excitacdes de 460-490 nm e emissdes de 515 nm, utilizando-se
Microscopio de Fluorescéncia Wide-Field. Foi realizada uma cinética de 30 fotografias em 90
segundos. Os dados representam a média = e.p.m. de 15-20 células por grupo. (*) diferenca

significativa em comparagdo com o grupo controle (p<0,05)
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5. DISCUSSAO

A propriedade antinociceptiva da proteina ligante de cédlcio S100A9 murina, foi
demonstrada em modelos experimentais de avaliacdo de sensibilidade dolorosa, onde esta
proteina € capaz de inibir a nocicep¢ao inflamatéria (GIORGI et al., 1998; PAGANO et al., 2002;
PAGANO et al., 2006). Foi também demonstrado que o peptideo idéntico ao C-terminal da
proteina S100A9 (pS100A9m) induz antinocicep¢do, em animais submetidos a diferentes
modelos de nocicep¢do e hiperalgesia experimental (DALE et al., 2004; DALE et al., 2006a/b;
PACOLLA et al., 2004) e, que este peptideo, inibe o espraiamento e atividade fagocitica de
células peritoneais aderentes (PAGANO et al., 2005). Dados obtidos por nosso grupo
demonstraram que o pS100A9m inibe a hiperalgesia induzida por tripsina, uma serinoprotease
capaz de ativar receptores ativados por protease do tipo 2 (DALE CS, 2002; DALE et al., 2006b).

Considerando-se os efeitos da proteina S100A9, bem como do pS100A9m, sobre a
nocicep¢do experimental, neste trabalho foi avaliada, inicialmente, a relacio estrutura/efeito do
pS100A9m, a fim de determinar a menor seqiiéncia peptidica responsdvel pela atividade
antinociceptiva. Ainda, uma vez que serinoproteases por uma a¢do em receptores ativados por
protease (PARs) possuem papel primordial na transmissao dolorosa (VERGNOLLE et al., 2001b,
HOOGERWEREF et al.,, 2001; VERGNOLLE et al., 2003, revisto por OSSOVSKAYA &
BUNNETT 2004) e, que o pS100A9m inibe a hiperalgesia induzida por tripsina (DALE C.S.,
2002; DALE et al., 2006b), serinoprotease capaz de ativar PAR; (revisto por OSSOVSKAYA &
BUNNETT 2004; revisto por BUNNET, 2006), neste trabalho, foram também investigados os
efeitos do pS100A9m e da menor seqii€ncia ativa sobre a hiperalgesia induzida por um peptideo

agonista seletivo de PAR,, bem como os mecanismos envolvidos neste efeito.
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Para o estudo da relagdo estrutura/efeito do pS100A9m, foram sintetizadas diferentes
seqiiencias peptidicas homdlogas ao pS100A9m, diferindo apenas na quantidade de
aminodcidos, as quais foram avaliadas em ratos submetidos ao modelo de pressio de pata
(Analgesy-meter, Ugo Basile®, Itdlia). O modelo de pressdo de pata de ratos utiliza o estimulo
mecénico como agente lesivo. Este estimulo ativa diretamente os nociceptores de fibras C e Ad
induzindo uma resposta motora dos animais, traduzida pela reacdo de retirada da pata
(RANDALL & SELITTO, 1957). Este modelo € amplamente empregado para o estudo de drogas
analgésicas com atividade periférica, uma vez que pode ser associado a hiperalgesia
inflamatdria, caracterizada pelo aumento na sensibilidade dolorosa pela acdo de mediadores
quimicos sobre os nociceptores, diminuindo o limiar de ativacdo em resposta a um segundo
estimulo (FERREIRA, 1990; DRAY & BEVAN, 1993; DRAY, 1997; LEVINE & REICHLING,
1999). Neste trabalho, para a avaliacdo do efeito dos peptideos homoélogos foi empregado o
modelo de hiperalgesia induzida pela injecao intraplantar de carragenina, a qual foi representada
pela diminui¢do no limiar de resposta dos animais ao teste de pressdo de pata. A escolha deste
modelo ocorreu uma vez que dados anteriores demonstraram que o pSI00A9m inibe a
hiperalgesia induzida pela carragenina em ratos submetidos ao teste de pressdo de pata, sendo

sua concentragdo efetiva, neste teste, de 5 uM/ animal (DALE et al., 2006a).

Foram sintetizados e avaliados 15 peptideos homdlogos ao pS100A9m, considerando-se
os aminodcidos presentes no dominio C-terminal da proteina SI0O0A9 (HESSIAN et al., 1993;
RAFTERY et al., 1996). Cada peptideo foi denominado pelo aminodcido inicial e final presente
em sua seqiiéncia. Inicialmente, foram sintetizados peptideos denominados H*®-P'®, P'®-G'0 ¢
H'7-G'"'°. A andlise dos resultados demonstrou que estas seqiiéncias peptidicas, embora tenham

apresentado efeito inibitério na hiperalgesia induzida pela carragenina, demandaram o uso de
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concentracdes efetivas potencialmente mais altas, se comparado com a concentracdo empregada
do pS100A9m capaz de induzir antinocicep¢do neste modelo. Dessa forma, optou-se por
sintetizar seqiiéncias peptidicas correspondentes a regido N-terminal do pS100A9m, as quais
foram denominadas H’*-S'® e H’%-G'"%. Os resultados obtidos com estas seqiiéncias

2 ~102
demonstraram que o H”-G

apresentou efeito inibitério no modelo aqui utilizado, sendo sua
concentracdo efetiva, neste modelo (7,5 uM), semelhante aquela observada com o pS100A9m.
Esta seqiiéncia foi utilizada como referéncia para as sinteses subseqiientes, originando entiao os
peptideos denominados H2-E” ¢ E”’-G'". O E”’-G'” foi o que apresentou melhor atividade
inibitéria, comparando-se com o pS100A9m empregado em nossos experimentos, uma vez que
foi efetivo na concentragdao de 15 uM. Cabe ressaltar, que outros estudos realizados em nosso
laboratério, com as seqiiéncias peptidicas do C-terminal da SIO0A9 murina, em ensaios de
atividade celular, demonstraram que ao contrdrio do observado na avaliacdo da sensibilidade
dolorosa, o peptideo H*-E’’, o qual inibe a hiperalgesia induzida pela hiperalgesia apenas na
concentracdo de 100 uM), inibe as atividades de espraiamento e fagocitose de células peritoneais
aderentes, efeito este que ndo foi detectado com a seqiiéncia E”-G'” (PAGANO et al., 2005).
Ainda, foi observado que apenas o H>-E”’ é capaz de aumentar a atividade fungicida de levedura
de Candida albicans, via anion superdxido e 6xido nitrico, bem como inibe a atividade fagocitica
aumentada induzida por agonistas de PAR; (PAGANO RL, 2005). As atividades demonstradas
com os peptideos menores sintetizados a partir do pS100A9m sugerem que diferentes porgdes
desta regido da molécula da proteina SI00A9m atuam de maneira distinta sobre a fisiopatologia
da resposta inflamatoria e nociceptiva.

Dando seqiiéncia 2 sintese dos peptideos a partir do E”’-G'®, foram sintetizados os

seguintes peptideos: H96-R101, H%-PIOO, H%-Gm, E7-P'% ¢ EY.R!'. Os resultados obtidos,
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sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina, demonstraram que o E”-R! possui melhor
atividade antinociceptiva quando comparado com os outros peptideos avaliados. O passo
seguinte foi sintetizar este peptideo com o dominio carboxi-terminal livre (E*’-R'°'CO0"), fato
este que diminuiu seu efeito inibitério, fazendo com que o mesmo fosse descartado para
avaliacdes posteriores. Desta forma, decidiu-se avaliar a influéncia da acetilacdo da regidao N-
terminal dos peptideos com maior atividade inibitéria. Para tanto, foram sintetizados o AcH”*-
P' ¢ 0 AcE”’-G'"*, sendo que os resultados obtidos demonstraram que o AcE”’-G'® inibiu a
hiperalgesia induzida pela carragenina, com poténcia similar ao observado com o pS100A9m, na
concentracdo de 10 uM. Em conjunto, estes dados demonstram que dentre os aminodcidos
presentes na porcdo C-terminal da proteina SI00A9 murina, a regido E”-G'® é a que estd mais
envolvida com a atividade antinociceptiva observada. Diante disto, o peptideo AcE’’-G'® foi
empregado, comparativamente ao pS100A9m, na avaliacdo dos mecanismos envolvidos na
inibi¢ao da hiperalgesia induzida pela ativagdo de PAR,.

Durante a resposta inflamatéria, uma série de fendmenos s@ao mediados por sistemas
enzimaticos. As enzimas liberadas no foco inflamatério atuam em diferentes processos tais
como, aumento de permeabilidade vascular, quimiotaxia, opsonizagao e neutralizacdo de agentes
injuriantes, dentre outros (COTRAN et al., 1999). A liberacdo de enzimas proteoliticas, bem
como seus inibidores, durante o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria ¢ um fendmeno
importante para a resolucdo do processo (COTRAN et al., 1999). A participag@o de proteases na
génese da resposta nociceptiva, bem como no desenvolvimento da hiperalgesia, tem sido
enfocada pela ac@o de serinoproteases sobre os Receptores Ativados por Proteases (revisto por

OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004). Estudos recentes realizados com estes receptores tém

levantado novas hipdteses, ndo apenas sobre a participagdo das serinoproteases no
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desencadeamento do fendmeno de dor, mas também sobre o potencial fisiologico e funcional de
algumas enzimas como reguladoras de funcdes celulares, sendo que proteases como trombina,
tripsina e triptase podem regular células alvo pela clivagem e ativacdo dos PARs (revisto por
OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004).

Uma vez que os PARs possuem papel fundamental no desencadeamento da nocicepgao e,
que o pS100A9m € capaz de inibir a hiperalgesia induzida por tripsina (DALE CS, 2002; DALE
et al., 2006b), principal enzima ativadora de PAR; (revisto por OSSOVSKAYA & BUNNETT,
2004; revisto por BUNNET, 2006), na etapa seguinte deste trabalho foi investigado o efeito do
pS100A9m e da menor seqiiéncia ativa (AcE”’-G'*®) sobre a hiperalgesia induzida por um
peptideo agonista seletivo de PAR,, bem como os mecanismos envolvidos neste efeito.

Os resultados aqui apresentados, demonstraram que o peptideo agonista de PAR;
(PAR,AP; 10 pg) induziu hiperalgesia em ratos avaliados no modelo de pressdo de pata, por um
periodo de pelo menos 4 horas, sem induzir a formagdo de edema podal. Esses resultados
corroboram com dados da literatura que demonstram que a injecao intraplantar de 10ug PAR,AP
induz hiperalgesia, em modelo de dor experimental, sem a presenca de edema, vasodilatacao,
aumento na liberacdo de prostaglandina ou infiltracdo granulocitica, sugerindo o envolvimento
destes receptores no desencadeamento da resposta nociceptiva com auséncia de inflamagao
(VERGNOLLE et al. 2001a). O PAR,AP possui a seqiiéncia idéntica aquela gerada apds a
catalise enzimdtica do N-terminal do receptor PAR, (SLIGRL-NH,). Esse tipo de peptideo tem
sido empregado como uma ferramenta para o estudo de PARs, uma vez que ativa diretamente o
receptor sem causar clivagem, sendo os efeitos subseqiientes observados decorrentes
exclusivamente da ativacdo do PAR, podendo ser descartados outras atividades mediadas pela
acdo da enzima ativadora sobre a homeostasia normal (revisto por OSSOVSKAYA &

BUNNETT, 2004).
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O pS100A9m, em todas as concentracdes testadas, inibiu tanto a hiperalgesia mecanica
quanto térmica induzidas pelo PAR,AP, quando injetado 30 minutos antes ou concomitante ao
agonista. No modelo de hiperalgesia mecanica, o tratamento concomitante induziu uma inibi¢ao
que variou de 50 a 80%, para as diferentes concentragdes de pS100A9m, sendo que as
concentracdes mais altas acarretaram inibicdo até a terceira hora de avaliacdo. Quando o
pS100A9m foi injetado 30 min antes do PAR,AP, a inibi¢cdo da hiperalgesia mecanica chegou a

100% para a maior concentragdo avaliada.

O efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia térmica foi muito semelhante ao observado
para a hiperalgesia mecanica, sendo que neste modelo a inibi¢do observada para as duas
primeiras horas de avaliacdo chegou a 100%. Ainda, cabe ressaltar que na primeira hora apés o
tratamento concomitante com o pS100A9m foi observado, além da reversdo da hiperalgesia, um
aumento no limiar de resposta dos animais. J4, o tratamento prévio com o pS100A9m, induziu
inibicao da hiperalgesia apenas na primeira hora de avaliacdo e com as concentra¢des mais altas
do peptideo. Com relacdo ao efeito do pS100A9m sobre a hiperalgesia em curso, tanto mecanica
quanto térmica, ndo foi observada alteracdo do limiar nociceptivo quando o pS100A9m foi
injetado 1 hora ap6s o PAR,AP, indicando que apds a ativacdo do PAR; o pS100A9m perde a
capacidade de inibir a hiperalgesia observada. Este dado sugere que o pS100A9m poderia agir,
possivelmente, na inibicdo da ativagao de PAR;, por um mecanismo competitivo pelo receptor.
Uma vez que a literatura descreve que a concentracdo de PAR,AP aqui utilizada (10 pg por pata
de rato) ndo € capaz de induzir sinais inflamatérios (VERGNOLLE et al. 2001b), € plausivel
sugerir que a atividade antinociceptiva do pS100A9m ndo estd relacionada com um possivel
efeito antiinflamatério deste peptideo (PAGANO et al., 2005), mas sim por uma ac¢do direta do

pS100A9m sobre as vias de transmissdo de mensagens nociceptivas apos a ativagcdo de PAR,.

133



Discussdo

Para avaliar o efeito do pS100A9m sobre a ativacdo de neur6nios medulares apds a
inducdo da hiperalgesia pelo PAR,AP, foi realizado ensaio de imuno-histoquimica para
expressdo da proteina Egr-1. Os resultados aqui obtidos demonstraram que a injecdo i.pl. de
PAR,AP foi capaz de induzir um aumento significativo da expressdao de Egr-1 (56%), 3 horas
apos a injecao do peptideo agonista, apenas no lado ipsolateral a sua administracdo. Estes dados
corroboram com resultados que demonstram que a inje¢do intraplantar de PAR,AP induz
aumento significativo na expressao de Fos, 2 horas apds a inje¢dao do peptideo agonista, apenas
no lado ipsolateral ao tratamento (VERGNOLLE et al., 2001b). A literatura demonstra que a
expressdo de proto-oncogenes, como c-fos, c-jun, jun-D e egr-1, entre outros, no encéfalo e
medula espinhal é afetada pela estimula¢do nociceptiva, demonstrando uma relagdo estimulo-
resposta que o proto-oncogene egr-/ e seu produto de transcricdo, a proteina Egr-1, sdo
expressos em diferentes dreas do encéfalo e medula espinhal de ratos, apds estimulacdo
nociceptiva periférica (HERDEGEN et al.,, 1991; BURITOVA et al.,, 1995). Assim, foi
demonstrado o aumento na expressdo de Egr-1 no corno dorsal da medula espinhal de ratos,
tanto apds injecdo intraplantar de carragenina (BURITOVA et al, 1995) quanto, apds
estimulagdo elétrica nociceptiva no nervo cidtico (HERDEGEN et al., 1991). Em ambos os
casos, o aumento na expressdo de Egr-1 foi observado do mesmo lado em que o estimulo
nociceptivo foi aplicado. Uma vez confirmada a capacidade do PAR,AP em ativar neurdnios
espinhais nociceptivos, foi investigada a influéncia do pS100A9m sobre este efeito. Os
resultados demonstraram que o tratamento concomitante do pS100A9m com o PAR,AP reverteu
o aumento na expressdo de Egr-1, que retornou aos niveis basais, sugerindo que o pS100A9m
interfere com a transmissdo das mensagens nociceptivas ao sistema nervoso central apds a

ativagdo de PAR,;.
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Considerando os dados descritos acima, que sugerem uma atividade inibitéria do
pS100A9m apds a ativacdo de PAR, por uma agdo central, avaliou-se o efeito deste peptideo
sobre a ativagdo de neurdnios sensoriais. Os resultados aqui apresentados demonstraram que o
pS100A9m € capaz de agir diretamente na ativagdo do neurdnio sensorial, uma vez que este
peptideo inibiu a mobilizacdo de cédlcio em neur6nios do ganglio da raiz dorsal da medula
espinhal (DRG), quando estas células foram estimuladas com tripsina ou PAR,AP. Assim, estes
dados mostram os neurdnios sensoriais como outro alvo celular importante para os efeitos da
proteina  S100A9. Considerando-se que proteases sdo amplamente liberadas em sitios
inflamatérios e sdo capazes de sinalizar diretamente para neurdnios sensoriais, pela ativacido de
PAR;, causando sensibilizacdo e consequentemente sinais dolorosos (KIRKUP et al., 2003;
HOOGERWEREF et al., 2001; VERGNOLLE et al., 2001b; REED et al.; 2003), seria possivel
inferir uma acdo do pS100A9m como um antagonista de PAR, reduzindo a transmissdo do sinal
nociceptivo. Esta hipétese foi testada investigando-se os efeitos do pS100A9m em células, que
expressam PAR;, distintas de neurdnios sensoriais.

Os resultados obtidos demonstraram que o pS100A9m na concentracdo de 50 uM, a qual
demonstrou efeito maximo nos neurdnios DRG frente a agonistas de PAR,, ndo modificou a
amplitude da resposta do célcio em células HEK-293, que naturalmente expressam PAR;, ou em
células KNRK, transfectadas com o receptor PAR;, frente ao estimulo com tripsina ou PAR,AP.
Este resultado sugere que o pS100A9m ndo atua como um antagonista especifico de PAR,, uma
vez que ele ndo € capaz de inibir a ativagdo de PAR2 em diferentes tipos celulares. Uma
explicacdo plausivel para este fato é que as vias de sinalizagdo envolvidas na mobilizacdo de
célcio sejam distintas em neur6nios DRG e células HEK-293 ou KNRK- transfectadas. Ou ainda,
que o pS100A9m possa agir nas vias de sinalizagdo e mobilizacdo de célcio, em neurdnios

sensoriais, subseqiientes a ativagdo do PAR.
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Com a finalidade de se esclarecer o mecanismo envolvido no efeito inibitério do
pS100A9m, inicialmente foi avaliada a atividade deste peptideo sobre a liberacdo de substancia
P, induzida por PAR; em neur6nios sensoriais. Neste modelo, o pS100A9m apresentou efeito
inibitério sobre a liberagdo deste neurotransmissor. Considerando o papel chave desempenhado
pela substincia P na transmissio da mensagem nociceptiva (revisto por HARRISON &
GEPPETTI, 2001), os resultados aqui obtidos sugerem que a propriedade antinociceptiva do
pS100A9m possa ocorrer por uma inibicdo da liberacdo de substancia P, inibindo posteriormente
a ativagdo de vias nociceptivas.

Dando seqiiéncia, avaliou-se a capacidade do pS100A9m em inibir a sinalizacio em
neurdnios sensoriais induzidas por outros agentes pré-nociceptivos. Os resultados obtidos
demonstraram que o pS100A9m inibiu o influxo de cilcio em neurdnios DRG estimulados com
capsaicina, bradicinina ou KCl, sendo que quando as células foram estimuladas com capsaicina,
diferente do observado para tripsina € PAR,AP, o pS100A9m inibiu o influxo de calcio apenas
nas concentracdes mais altas (50 e 100 uM). O fato do pS100A9m inibir a mobilizacdo de célcio
em neurdnios sensoriais, independente do estimulo utilizado, sugere que este peptideo atue como
um inibidor comum a estes ativadores de neur6nios sensoriais. Uma vez que o pS100A9m possui
a capacidade de inibir a mobilizagcdo de cdlcio em resposta a ativacdo de trés receptores distintos:
receptor B2 de bradicinina; receptores vanildides de potencial transitério- 1 (TRPV1 - transient
receptor potential vanilloid -1, ativados por capsaicina em neur6nios DRG); ou PAR,, foi
levantada a hipétese de que o pS100A9m pudesse bloquear diretamente o calcio nos neurdnios
sensoriais, 0os quais sdo comuns as vias de sinalizagdo destes trés receptores.

Neste sentido, avaliou-se o efeito do pS100A9m sobre os estoques de cdlcio intracelular
nos neurdnios sensoriais estimulados com KCl. Os resultados obtidos demonstraram que o pré-

tratamento das células com tapsigaragina, um inibidor especifico de célcio que promove a
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descarga deste fon dos estoques intracelulares (THASTRUP et al., 1990), ndo interferiu com o
efeito inibitorio induzido pelo pS100A9m, indicando que o alvo deste peptideo fosse o célcio
extracelular. Ainda, os resultados que demonstraram que o pS100A9m nao interfere com o
influxo de célcio nos neurdnios estimulados com iondforo de célcio, um composto que transfere
seletivamente célcio e outros cations divalentes pelas de membranas plasmaticas (LUCKASEN et
al., 1974), reforcam a hipétese de que o pS100A9m atue diretamente nos canais de célcio
presentes nos neuronios DRG.

Para se confirmar os dados do efeito inibitério do pS100A9m na mobilizacdo de célcio
em neurOnios sensoriais, o efeito deste peptideo em culturas de neurdnios DRG submetidas a
eletrofisiologia também foi avaliado. Os resultados obtidos demonstraram que a perfusdao dos
neurdnios com pS100A9m (50 uM) inibiu correntes de célcio, sendo esse efeito irreversivel, uma
vez que a amplitude das correntes de cdlcio nos neur6nios DRG ndo foi restabelecida quando
estas células foram lavadas com tampdo de gravacdo, apés terem sido perfundidas com o
pS100A9m. Neuronios DRG expressam tanto correntes de cédlcio de baixa voltagem (LVA),
quanto correntes de alta voltagem (HVA). No entanto, considerando-se que o potencial de
repouso utilizado para o ensaio de eletrofisiologia foi de -60 mV e o pulso-teste de 0 a +10 mV,
as correntes LVA podem ser seletivamente excluidas (ALTIER et al., 2006; SUTTON et al.,
2002). Em conjunto, estes dados demonstram que o pS100A9m inibe correntes de cdlcio de alta
voltagem, em neurdnios sensoriais, sem interferir, no entanto, com os estoques intracelulares de
célcio nestas células. Ainda, uma vez que o pSOOA9m ndo apresenta efeito quando o cdlcio é
transportado para os neur6nios sem a participacdo através da membrana, sem a participacdo de
canais i0nicos, sugerem que o efeito do pS100A9m ocorra diretamente sobre os canais de célcio,

presentes nestas células.
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No sistema nociceptivo, basicamente, a transmissdo dos sinais nocivos € iniciada pela
ativacdo dos nociceptores por estimulacdo mecanica, térmica ou quimica, sendo que 0s sinais sao
transmitidos pelas fibras C ¢ Ad aos neurdnios do ginglio da raiz dorsal (DRG), seguida da
transmissdo para estruturas do Sistema Nervoso Central, como o tdlamo, para que ocorra seu
processamento (revisto por PRADO, 2001; ZAMPONI & SNUTCH, 1998; revisto por
VANEGAS & SCHAIBLE, 2000; KRARUP, 2003). Nos neur6nios sensoriais, a transmissiao do
estimulo nocivo depende de diferentes tipos de canais i0nicos, como canais de sodio, de potassio
e de célcio dependentes de voltagem (VDCC), os quais regulam tanto a excitabilidade celular
quanto a transmissdo sindptica. (revisto por WOOLF & SALTER, 2000; revisto por JULIUS &
BASBAUM, 2001; revisto por SCHOLZ & WOOLF, 2002). A transmissao de sinais dolorosos,
em nivel espinhal, depende intimamente dos VDCC presentes em neurdnios nociceptivos, sendo
os canais do tipo N e do tipo L, as quais sd@o expressas no corno dorsal da medula espinhal, as
duas populagdes predominantes (ZAMPONI & SNUTCH, 1998; revisto por PRADO, 2001;
revisto por VANEGAS & SCHAIBLE, 2000; SUTTON et al., 2002; ALTIER et al., 2006).

Considerando-se que os resultados aqui apresentados sugerem que o efeito
antinociceptivo do pS100A9m possa estar relacionado com a inibicdo de canais de célcio,
decidiu-se avaliar o possivel envolvimento do pS100A9m sobre a modulagdo da sinalizag¢do deste
fon, por uma acdo direta em canais de cdlcio. Para tanto, o pS100A9m foi avaliado sobre a
sinalizacdo de cdlcio em culturas de células HEK-tsA transfectadas com canais de célcio
dependentes de voltagem do tipo N ou do tipo L. Os resultados obtidos demonstraram que o
pS100A9m inibe o influxo de cédlcio em células HEK-tsA transfectadas com VDCC do tipo N.
Por outro lado, nenhum efeito foi observado quando o pS100A9m foi avaliado em células com

canais do tipo L. Para se confirmar estas observacoes, o efeito do pS100A9m foi avaliado nas
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culturas de células HEK-tsA transfectadas com canais de calcio do tipo N ou do tipo L e
submetidas a ensaio de eletrofisiologia. Neste protocolo experimental, mais uma vez foi
observada inibi¢do de correntes de célcio, pelo pS1I00A9m, nas células transfectadas com canais
do tipo N, mas ndo do tipo L.

Os canais de cdlcio dependentes de voltagem permitem a passagem de fons em neurdnios
sensoriais do meio extracelular para o meio intracelular frente a despolarizacao, o que influencia
a transmissdo sindptica, essencial para a modulacdo de diferentes fungdes celulares, como
liberacdo de neurotransmissores, excitabilidade da membrana e expressio gé€nica. Esses
fendmenos estdo envolvidos em diferentes processos fisiologicos e fisiopatolégicos, incluindo a
transmissdo nocicecpetiva, hiperalgesia e alodinia (revisto por VANEGAS & SCHAIBLE 2000;
MALMBERG & YAKSH, 1994). Dados da literatura tém demonstrado a participagdo de VDCC
do tipo N na transmissdo de sinais dolorosos em nivel espinhal. Estes canais sdo expressos
exclusivamente no tecido neuronal e sua expressdo, em particular, é bastante elevada nas
camadas superficiais do corno dorsal, descrita como a drea nociceptiva da medula espinhal
(revisto por VANEGAS & SCHAIBLE 2000). Estudos realizados com bloqueadores de VDCC
do tipo N demonstraram que a inibi¢cdo destes canais bloqueia a liberacdo de neuropeptideos
como SP e CGRP (MAGGI et al., 1990; SANTICIOLI et al., 1992; SMITH et al., 2002). Foi
demonstrado também que canais do tipo N sdo fortemente inibidos por agonistas de receptores
opidides do tipo &, como a morfina, € que animais knockout para genes que codificam para canais
de cdlcio do tipo N sdo menos sensiveis a dor neuropdtica e inflamatéria, quando comparados
com animais selvagens (SAEGUSA et al., 2001; HATAKEYAMA et al., 2001). Ainda, tem sido
demonstrado que os canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N estdo envolvidos na

nocicepcao de curta duragdo, na hiperexcitabilidade, na inflamacio e em neuropatias, onde o uso
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de antagonistas destes receptores € capaz de deprimir as respostas ao estimulo nocivo mecanico e
térmico, hiperalgesia e alodinia (revisto por VANEGAS & SCHAIBLE 2000). Os resultados aqui
apresentados indicam que o efeito do C-terminal da proteina S100A9m sobre a nocicep¢ao
experimental se dé por uma inibicdo de canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo N
presentes nos neurdnios sensoriais.

Como descrito no inicio da discussio, o peptideo AcEy7-Gj, apresentou-se como a menor
seqiiéncia com efeito inibitério semelhante ao pS100A9m, sobre a nocicepcdo experimental.
Desta forma, este peptideo também foi avaliado sobre a hiperalgesia induzida pela ativacdo de
PAR;,. Os resultados aqui obtidos demonstraram que da mesma forma que o pS100A9m, o
AcE”-G'® inibe a hiperalgesia mecinica e térmica induzidas por PAR,AP. Cabe ressaltar que
este peptideo induziu efeito inibitério em todos os tempos avaliados, demonstrando que o AcE”’-
G'” possui um efeito mais prolongado que o pS100A9m. Ainda, o AcE”"-G'** também inibiu o
influxo de cdlcio nos neurdnios sensoriais frente a todos os agonistas utilizados, com excecdo da
capsaicina. Quando o AcE”’-G'™ foi avaliado no influxo de cdlcio em células HEK-tsA
transfectadas com canais de célcio dependentes de voltagem, foi observada inibi¢do apenas nas
culturas de células transfectadas com canais do tipo N. Esses dados demonstram que o peptideo
AcE’"-G'* reproduz todos os efeitos observados com o pS100A9m, sugerindo que a por¢o ativa
do C-terminal da proteina S100A9 relacionada com a inibi¢do da nocicep¢do experimental estd
localizada entre os aminodcidos E*’-G'%* da molécula da S100A9 murina.

Em conclusdo, nossos dados demonstram evidéncias que, o C-terminal da proteina
S100A9 exibe propriedades antinociceptivas frente a nocicepcdo experimental induzida por
PAR;, sendo este efeito independente das propriedades antiinflamatdrias da proteina. Ainda,
nossos resultados sugerem que o pS100A9m sinaliza diretamente para neurdnios sensoriais, 0s

quais estdo intimamente envolvidos com a resposta nociceptiva e sdo apontados como alvos
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celulares importantes para os efeitos da SI00A9. Em adig¢ao, o efeito do C-terminal da proteina
S100A9 e, principalmente da regido E’-G'®, sobre a nocicep¢io experimental é provavelmente
decorrente da inibicdo e/ou inativacdo de canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N.
Considerando a importancia da participacdo de VDCC do tipo N na mediacdo da fisiopatologia
da resposta dolorosa, nossos resultados evidenciam o C-terminal da proteina SI00A9 como uma
importante ferramenta terapéutica no controle da dor e refor¢cam o papel proeminente da proteina
ST100A9, bem como do seu fragmento C-terminal, na modulag@o da resposta nociceptiva.
Entender os mecanismos de a¢do da S100A9, bem como do pS100A9m sobre canais de
célcio, na modulagdo da fisiopatologia da inflamacdo e nocicepcao representa, sem duvida, o

préoximo desafio neste campo.
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6. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS

*
0.0

O peptideo idéntico ao C-terminal da proteina SI00A9 murina (pS100A9m) inibe a
hiperalgesia induzida por carragenina em ratos, sendo que a seqiiéncia responsdvel por

. . . oL o 97 102
este efeito estd localizada nos aminodcidos da posi¢ao E™'-G™;

O pS100A9m inibe, em diferentes concentragdes, a hiperalgesia mecanica e térmica
induzidas pela ativacdo de receptor ativado por protease do tipo 2 (PAR;), quando
administrado concomitante ou 30 minutos antes do peptideo agonista seletivo de PAR;

(PAR,AP);

O pSI100A9m inibe a ativacdo nociceptiva em nivel espinhal induzida por PAR,,
demonstrada pela inibi¢do da expressdo do proto-oncogene egr-1 no corno dorsal da

medula espinhal de ratos injetados com PAR,AP;

O pS100A9m inibe a mobilizagdo de célcio em neur6nios do géanglio da raiz dorsal

(DRG) da medula espinhal de ratos em resposta a tripsina, PAR,AP, bradicinina,

capsaicina ou KCl, sugerindo um efeito direto do pS100A9m em neur6nios sensoriais;

O pSI100A9m inibe a liberagdo de substancia P induzida por agonista de PAR, em

neurdnios sensoriais, reforcando o efeito do pS100A9m sobre neurdnios sensoriais;

O pS100A9m ndo interfere com a ativacdo de PAR, em células HEK-293, que

naturalmente expressam PAR; ou em células KNRK transfectadas com PAR»;

O efeito do pS1I00A9m em neurdnios sensoriais € decorrente da inibicdo de canais de

calcio dependentes de voltagem do tipo N;

O peptideo AcE”-G'** corresponde a por¢cdo do pS100A9m responsdvel pelos efeitos
inibitérios observados sobre ativacio de PAR,, o qual reproduz as atividades
demonstradas com o pS100A9m sobre neurdnios sensoriais, incluindo a inibi¢do de

canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N.
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7. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram pela primeira vez, que o C-terminal da
proteina S100A9 e, principalmente a regidao E”-G'®, interferem com mecanismos envolvidos na
nocicepcdo e hiperalgesia por uma modulagdo direta do sinal nociceptivo, em neurdnios
sensoriais, via inibicdo de canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N. Considerando-se
importancia dos canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N na modulacdo do processo
doloroso, os dados aqui apresentados revelam a proteina S100A9, bem como seu fragmento C-
terminal, como uma nova ferramenta a ser empregada para o desenvolvimento de novas terapias

para o tratamento da dor.
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The C-terminus of murine ST00A9 protein inhibits
hyperalgesia induced by the agonist peptide of
protease-activated receptor 2 (PAR))
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Background and purpose: S100A9 protein induces anti-nociception in rodents, in different experimental models of
inflammatory pain. Herein, we investigated the effects of a fragment of the C-terminus of ST00A9 (mS100A9p), on the
hyperalgesia induced by serine proteases, through the activation of protease-activated receptor-2 (PARy).

Experimental approach: Mechanical and thermal hyperalgesia induced by PAR, agonists (SLIGRL-NH, and trypsin) was
measured in rats submitted to the paw pressure or plantar tests, and Egr-1 expression was determined by
immunohistochemistry in rat spinal cord dorsal horn. Calcium flux in human embryonic kidney cells (HEK), which naturally
express PAR;, in Kirsten virus-transformed kidney cells, transfected (KNRK-PAR;) or not (KNRK) with PAR,, and in mouse dorsal
root ganglia neurons (DRG) was measured by fluorimetric methods.

Key results: mS100A9p inhibited mechanical hyperalgesia induced by trypsin, without modifying its enzymatic activity.
Mechanical and thermal hyperalgesia induced by SLIGRL-NH, were inhibited by mS100A9p. SLIGRL-NH, enhanced Egr-1
expression, a marker of nociceptor activation, and this effect was inhibited by concomitant treatment with mS100A9p.
mST100A9p inhibited calcium mobilization in DRG neurons in response to the PAR; agonists trypsin and SLIGRL-NH, but also
in response to capsaicin and bradykinin, suggesting a direct effect of mS100A9 on sensory neurons. No effect on the calcium
flux induced by trypsin or SLIGRL in HEK cells or KNRK-PAR; cells was observed.

Conclusions and implications: These data demonstrate that mS100A9p interferes with mechanisms involved in nociception
and hyperalgesia and modulates, possibly directly on sensory neurons, the PAR-induced nociceptive signal.

British Journal of Pharmacology (2006) 149, 374-384. doi:10.1038/sj.bjp.0706884; published online 11 September 2006

Keywords: ST100A9; antinociception; hyperalgesia; inflammation; PAR;; Egr-1; DRG neurons; HEK cells; KNRK-PAR; cells

Abbreviations: ANOVA, one-way analysis of variance; egr-1 gene, early growth response-1 gene; DRG neurons, dorsal root
ganglia neurons; HEK cells, human embryonic kidney cells; KNRK, Kirsten virus-transformed kidney; KNRK-
PAR,, Kirsten virus-transformed kidney PAR, transfected cells; NIF, neutrophil immobilizing factor; PAR,
protease-activated receptor

Introduction

The S100A9 protein belongs to the family of S-100 proteins
(Schéfer et al., 1995; Zimmer et al., 1995). It is composed of
two calcium-binding motifs (Hessian et al., 1993), and forms
a heterodimeric complex with the S100A8 protein, which is
then called calprotectin (Steinbakk et al., 1990). S100A8 and
S100A9 proteins are highly conserved, presenting 60-80%
homology between human, rat and mouse (Edgeworth et al.,
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1991). Both proteins are expressed in circulating neutrophils
and monocytes, where they represent 45 and 1% of the total
cytosolic proteins of these cells, respectively (Hogg et al.,
1989). Calprotectin is found in high concentrations in body
fluids of patients with acute and chronic inflammatory
diseases (Sorg, 1992; Brun et al., 1994; Golden et al., 1996).
From these studies, the use of calprotectin as a diagnostic
marker of inflammation in noninfectious inflammatory
diseases such as rheumatoid arthritis and inflammatory
bowel disease has been proposed (Foell et al., 2004; Striz
and Trebichavsky, 2004).

As of its increased expression in inflammatory settings,
studies have investigated the effects of calprotectin, SIO0A8



and S100A9 on different inflammatory parameters. Calpro-
tectin induces a marked anti-inflammatory effect in a model
of adjuvant-induced arthritis in rats (Brun et al., 1995), and
modulates the growth and apoptotic activity of fibroblasts.
These effects are physiologically controlled by metallic ions
(Yui et al., 1997). SI00A9 alone seems to play a prominent
role in leukocyte trafficking, having chemotactic and
proadhesive properties for neutrophils (Ryckman et al.,
2003), and blockade of S100A9 suppressed neutrophil
migration in response to lipopolysaccharide (Vandal et al.,
2003). While these results suggest a proinflammatory role
for S100A9, other studies have shown anti-inflammatory
properties. For instance, SI00A9, but not S100A8, deactivates
activated peritoneal macrophages (Aguiar-Passeti et al.,
1997). S100A9 released by neutrophils can reduce inflam-
matory pain in a model of neutrophilic peritonitis induced
by glycogen or carrageenan in mice (Giorgi et al., 1998;
Pagano et al., 2002). Further studies have determined that
the C-terminal domain of the murine calcium-binding
protein S100A9 (mS100A9p) reproduced several anti-inflam-
matory and antinociceptive properties of the full-length
protein S1I00A9. mS100A9p inhibits spreading and phago-
cytic activity of adherent peritoneal cells (Pagano et al., 2005)
and inhibits hyperalgesia induced by jararhagin, a metallo-
proteinase isolated from the Bothrops jararaca venom (Dale
et al., 2004). However, to date, the antinociceptive effects of
S100A9 have never been dissociated from its anti-inflamma-
tory properties. It is not clear whether the antinociceptive
properties of S100A9 are due to a general reduction of
inflammation or whether S100A9 has analgesic properties.

Among the many mediators involved in inflammation,
proteases have been identified as important actors, which
can induce both edema and inflammatory cells recruitment
and have a direct pronociceptive effect on sensory neurons
(Vergnolle et al., 1999, 2001b, 2003; Kirkup et al., 2003). The
effects of proteases on inflammation and pain parameters are
mediated, at least in part, by the activation of protease-
activated receptor-2 (PAR;). PAR, is a G protein-coupled
receptor that is activated by a unique mechanism whereby
proteases such as trypsin or mast cell tryptase hydrolyze, at
a specific cleavage site, the extra cellular N-terminus of the
receptor. This cleavage exposes a new N-terminus that acts as
a tethered ligand, which binds intramolecularly to initiate
cellular signals (Nystedt et al., 1994; Bohm et al.,, 1996;
Hollenberg et al., 1997; Vergnolle et al., 2003). Data obtained
with the agonist peptide for PAR,, corresponding to the
tethered ligand domain of the receptor (SLIGRL-NH,) have
shown that PAR, activation induces hyperalgesia indepen-
dently of inflammation (Vergnolle et al., 2001a). Doses of
PAR; agonists that did not cause signs of inflammation (no
edema, no increase in granulocyte recruitment or vasodilata-
tion), were able to provoke profound and long-lasting
thermal and mechanical hyperalgesia (Vergnolle et al.,
2001a). We wanted to use this particular property of PAR,
activation to define potential direct analgesic properties for
S100A9 that would be independent from its anti-inflamma-
tory effect.

The present study aimed at investigating the effects of the
C-terminal fragment of S100A9 against hyperalgesia and
sensory neuron activation induced by PAR; agonists.
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Methods

Animals

Male Wistar rats weighing 170-180 g and male C57Bl6 mice
were used throughout this study. Animals were maintained
under controlled light cycle (12/12h) and temperature
(22 +2°C) with free access to food and water. The study was
conducted in accordance with the guidelines of the Institu-
tional Animal Care and Use Committee, and was approved
by the Ethics Committee on Animal Experimentation.

Mechanical nociception

Nociceptive response to pressure was measured using an Ugo
Basile paw pressure apparatus, as described by Randall and
Selitto (1957). After measuring the baseline threshold (force
at which rats before any treatment withdraw their paw),
trypsin (50 pg), saline (0.9% NaCl), SLIGRL (10 ug) and/or
mS100A9p (1, 4 or 8ug) were injected (injection volume
100 ul) by the intraplantar (i.pl.) route in rats. Mechanical
hyperalgesia was defined as a decrease of the threshold (force
in g) required to induce paw withdrawal. Thresholds for paw
withdrawal were measured in rats at different times after
i.pl. injection.

Thermal nociception

Paw withdrawal latency to radiant heat stimulus was
measured using an Ugo Basile Plantar test essentially as
described by Hargreaves et al. (1988). Withdrawal latency of
rats was measured before and after the i.pl. injection of
SLIGRL (10 ug in 100 ul) and/or mS100A9p (0.1, 1 or 20 ug in
100 ul). Thermal hyperalgesia was defined as a significant
decrease of the withdrawal latency, compared to basal
measurement (time O, before i.pl. injection).

Trypsin enzymatic activity assay

Enzymatic activity of trypsin was evaluated on chromogenic
substrate  BAPNA (Na-benzoyl-DL-p-nitroanilide - Sigma).
Trypsin at the dose of 50 ug or trypsin together with 50 ug
of soybean trypsin inhibitor (SBTI) or trypsin with 1 or 4 ug
of mS100A9p were added to 500ul of 0.05M of Tris-HCl
buffer, pH 5.8 and incubated for 30 min at 37°C. After this
incubation, the solutions were added to 1ml of BAPNA
(1 mM) and were incubated for 15 min at 37°C. The reactions
were terminated with 30% acetic acid. The optical density of
the incubation mixture was measured using a spectro-
photometer, at 405 nm.

Immunohistochemistry

At 3h after the i.pl. injection of SLIGRL (10ug) or the
concomitant injection of SLIGRL and mS100A9p (4 ug), rats
were transcardially perfused with phosphate-buffered saline
and 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB; pH
7.4). The spinal cord (L4 and LS5) was removed, left in the
same fixative for 5-8 h and then cryoprotected overnight in
30% sucrose. Frozen sections (30 um) were immunostained
for Egr-1 expression. The spinal cord sections were incubated
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free floating with a rabbit polyclonal antibody against the
nuclear protein, which is the product of the early growth
response-1 gene (egr-1) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), and diluted 1:200 in PB containing 0.3%
Triton X-100 plus 5% of normal goat serum. Incubation with
the primary antibody was conducted overnight at 24°C.
After three washes (10min each) in PB, the sections were
incubated with biotinylated goat anti-rabbit sera (Vector
Labs, Burlingame, CA, USA) diluted 1:200 in PB for 2h at
24°C. The sections were washed again in PB and incubated
with the avidin-biotin-peroxidase complex (ABC Elite;
Vector Labs). After the reaction with 0.05% 3-3’-diamino-
benzidine and a 0.01% solution of hydrogen peroxide in PB
and intensification with 0.05% osmium tetroxide in water,
the sections were mounted on gelatin- and chromoalumen-
coated slides, dehydrated, cleared, and coverslipped. The
material was then examined with a light microscope, and
digital images were collected. A quantitative analysis of the
immunolabeled material was performed with NIH Image.
The number of Egr-1 immunoreactive neurons of the right
dorsal horn (treated side) was compared with the left side, to
obtain the difference between treated and nontreated sides.
The results were compared and subjected to statistical
analysis.

Calcium signal in PAR-expressing cells

Human embryonic kidney 293 (HEK293) cells were main-
tained in 75cm~? T-flasks in minimum essential media
(MEM - Gibco, Invitrogen Corporation, NY, USA), contain-
ing (v/v) 5% fetal bovine serum, 1% horse serum and 1%
penicillin-streptomycin solution (PSS) — Sigma, St Louis, MO,
USA). Kirsten virus-transformed kidney cells stably expres-
sing PAR, cells (KNRK-PAR;) were used as previously
described (Vergnolle et al., 1998), and maintained in
75 cm™2 T-flasks Dubelco‘s modified eagle medium (DMEM
- Gibco), containing 5% v/v fetal calf serum, 1% geneticin
(Gibco) and 1% PSS.

Cells were harvested at confluence to be used for trypsin or
SLIGRL-induced calcium signals in suspension as previously
described (Vergnolle et al., 1998). Cells were rinsed and
disaggregated using isotonic calcium-free phosphate buf-
fered saline (for HEK cells) or cell dissociation buffer (for
KNRK-PAR; cells — Gibco) and, after centrifugation, were
resuspended in 1 ml of DMEM in the presence of the calcium
indicator, Fluo-3 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA)
at a final concentration of 25ugml™' (22 uMm). Cells were
allowed to take up Fluo-3 for 25 min at room temperature, in
the presence of 0.25 mM sulfinpyrazone, after which time the
cells were rinsed twice by centrifugation and resuspended in
buffer (in mM: NaCl, 150; KCl, 3; CaCl, 1.5; HEPES, 20;
glucose, 10; sulfinpyrazone, 0.25) to remove excess dye. Cell
concentrations of approximately 6 x 10°ml~* was used for
fluorescence studies. Fluorescence measurements, reflecting
elevations of intracellular calcium, were conducted at 24°C,
using a Perkin-Elmer fluorescence spectrophotometer, with
an excitation wavelength of 480nm and emission wave-
length recorded at 530nm. Cells were maintained in
suspension in a stirred (round magnetic flea-bar) plastic
cuvette (total volume 2 ml) maintained at 24°C, and peptide
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(SLIGRL 50 uM 2ml~Y) or trypsin (1 U2ml™ 1) stock solutions
were added directly to the suspension.

Dorsal root ganglia neuron cultures and calcium imaging
Dorsal root ganglia (DRG) neurons from thoracic and lumbar
spinal cord of mice were minced in cold Hank’s balanced salt
solution (HBSS - Sigma) and incubated for 90 min at 37°C in
DMEM (low glucose — Sigma) containing (in mgml~Y): 0.5
trypsin, 1.0 collagenase type I and 0.1 DNase type A (Sigma)
(Steinhoft et al., 2000). SBTI (Sigma) was added to neutralize
trypsin. Neurons were centrifuged, pellets were suspended
in DMEM containing 10% fetal bovine serum, 10% horse
serum, 1% PSS, glutamine (2mMml™') and 2.5ugml™’
DNAse type IV and plated on glass coverslips Petri dishes
(35mm diameter; MatTek Corporation, Ashland, MA, USA)
coated with Matrigel (BD Biosciences, Belford, MA, USA).
Cells were cultured for a minimum of 72 h. The Petri dishes
were then washed twice with a Hanks buffered salt solution,
pH 7.4 and incubated for 60min at 37°C with Hanks
buffered salt solution supplemented with 0.1% bovine serum
albumin in the same solution to which 3-5 uM of Fluo-3-AM
was added. After the incubation period, the Petri dishes were
washed twice again with the assay buffer (the same as
described above) of which 2ml were left in each Petri dish.

Cells were observed using a wide-field fluorescence
Olympus IX-70 microscope and an LCPlan FL x 40 objective.
The time course of changes was studied in a series of 30
pictures taken over 90s; the five initial pictures were used to
determine the baseline. Before the fifth picture, neurons
were treated by an acute administration of SLIGRL (100 um),
trypsin (2.5Uml™Y), capsaicin (100 nMm), bradykinin (10nMm)
and/or mS100A9p (0.5, 5, 50 or 100um 2ml™Y). The
experiment was repeated three times per group. Fluorescence
measurements reflecting elevations of intracellular calcium
were conducted at 460-490nm excitation and 515nm
emission in individual cells using the acquisition program
OpenlLab software.

Substance P secretion

DRG neurons isolated from mice were rinsed in HBSS, and
incubated in HBSS containing 1% Papain (Worthington,
Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada) for 10 min at 37°C.
After a wash with filtered Leibovitz’s L-15 Medium solution
(glutamine (200 mM), glucose 20%, FBS 10%), DRG neurons
were incubated in HBSS containing collagenase (1 mgml™!)
and dispase (4mg ml™Y) at 37°C for 10 min. After titration,
cells were plated in Poly-L-ornithine-laminine (Sigma) glass-
bottom Petri dishes (35 mm diameter; MatTek Corporation,
Ashland, MA, USA) and recovered with the complete culture
media MEM, 2.5% FBS, 1% penicillin/streptomycin, gluta-
mine (200mM), 1% dextrose and cytosine-f-D-arabino-
furanoside hydrochloride, 5-fluoro-2-deoxi-uridine, uridine
10 uM each). Cells were incubated at 37°C for 5-min with
HBSS alone (200pul) or HBSS containing LRGILS 100 uM,
SLIGRL 100 uM, mS100A9 100uM or SLIGRL 100uM plus
mS100A9 100 uM. Cell supernatants were assayed for sub-
stance P (SP) using an enzymatic immunoassay kit (Assay



Design, Ann Arbor, MI, USA) following the manufacturer’s
recommendations.

Presentation of data and analysis

All data are presented as the mean +s.e.m. Statistical analysis
of data were generated using GraphPAd Prism, version 4.02
(Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). Statistical
analysis between two samples was performed using Student’s
t-test. Statistical comparison of more than two groups was
performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with
Tukey’s multiple comparisons post-test. In all cases, values
of P<0.05 were considered statistically significant.

Chemicals

The peptide identical to the C-terminus of murine S100A9
protein - H-E-K-L-H-E-N-N-P-R-G-H-G-H-S-H-G-K-G-NH,
(mS100A9p) — was synthesized based on the sequence
published by Raftery et al. (1996). This peptide was
synthesized in solid phase by fluorenil-metoxicarbonil
(FMOC) technique. Characterization and purification were
performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC), and its mass evaluated by matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI-TOF) spectrometry. The
peptide was diluted in saline at a final concentration of
1mgml~'.

PAR agonists. The peptide corresponding to the tethered
ligand domain of PAR; (S-L-I-G-R-L-NH;) and the control
peptide (L-R-G-I-L-S-NH,) were purchased from EZbiolab
Inc. (Westfield, IN, USA). Trypsin from porcine pancreas
(10200Umg ™), trypsin inhibitor (SBTI), capsaicin and
bradykinin were purchased from Sigma (St Louis, USA).
Trypsin, SLIGRL-NH,, capsaicin and bradykinin were diluted
in saline (0.9% NacCl).

Results

Effect of mS100A9p on trypsin-induced hyperalgesia

Rats received an i.pl. injection of trypsin at a dose of 50 ug,
concomitantly with 1 or 4ug of mS100A9p. Nociceptive
threshold (in grams) in response to mechanical stimulus was
measured before and after i.pl. injections. i.pl. injection of
trypsin caused a decreased nociceptive threshold character-
istic of hyperalgesia, and coinjection with mS100A9p
inhibited trypsin-induced hyperalgesia (see Figure 1). Both
doses of mS100A9p tested (1 and 4 ug) were effective at
reducing trypsin-induced hyperalgesia (Figure 1).

We further investigated whether or not the inhibitory
effect of mS100A9p on trypsin-induced hyperalgesia could
be caused by inhibition of trypsin proteolytic activity. The
effect of mS100A9p on trypsin enzymatic activity was
evaluated by following the hydrolysis of the chromogenic
substrate BAPNA at 405 nm. Enzymatic activity of trypsin
incubated in the presence of mS100A9p (1 or 4 ug) for 30 min
was not reduced compared to the activity of trypsin used
alone (see Table 1). In contrast, incubation of trypsin with
SBTI (50 ug) completely inhibited trypsin activity (Table 1).
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Figure 1 Effects of mS100A9p on mechanical hyperalgesia induced

by trypsin in rats. Trypsin (50 ug) was incubated for 30 min at 37°C
with 1 or 4 ug of mS100A9p and the combination was then injected
into the rat paw. Pain threshold in response to mechanical
stimulation was measured in rats before (basal measurement) and
1 h after treatment using the paw pressure test. Rats injected with
saline or trypsin alone were submitted to the same protocol. Data
represent mean +s.e.m. of 6-8 animals per group. (*) Significantly
different from basal measurements (P<0.05, one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison post-test).

Table 1 Effect of mS100A9p on the enzymatic activity of trypsin

Experimental groups Absorbance at 405 nm

Control group (Tris HCI buffer) 0

Trypsin 50 ug 0.833 (+0.094)
Trypsin 50 ug + mS100A9p 1 ug 0.550 (+0.116)
Trypsin 50 ug +mS100A9p 4 ug 0.646 (+0.074)

Trypsin 50 ug + SBTI 50 ug 0
SBTI 50 ug 0
mS100A9p 4 ug 0

The catalytic activity of trypsin was measured with the chromogenic substrate,
BAPNA; incubation conditions are described in the Materials and methods.
Preincubation of trypsin with mS100A9p (either 1or 4 ug) did not significantly
affect the increase of absorbance at 405 nm, demonstrating no change in the
catalytic activity of trypsin.

Taken together, these results suggest that mS100A9p does
not reduce trypsin-induced hyperalgesia by inhibiting
trypsin enzymatic activity.

Effect of mS100A9p on PARj-activating peptide-induced
hyperalgesia

Because trypsin causes inflammation and pain by acting on
PAR, (Vergnolle et al., 2001a, Nguyen et al., 2003), we tested
the effects of mS100A9p on selective PAR, agonist-induced
hyperalgesia. Rats received an i.pl. injection of the selective
PAR; agonist SLIGRL-NH, at a dose of 10 ug, concomitantly
with 1, 4 or 8 ug of mS100A9p. Nociceptive threshold (in
grams) and withdrawal latency (in seconds) in response to
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mechanical and thermal stimulus, respectively, were mea-
sured before and after i.pl. injections. Administration of
SLIGRL-NH; caused a significant decrease of the nociceptive
threshold (Figure 2) and withdrawal latency (Figure 3),
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Figure 2 Effects of time of treatment with mS100A9p on
mechanical nociception in rats induced by SLIGRL-NH,. The
mS100A9p was given in doses of 1, 4 or 8 ug concomitantly (a),
30 min before (b) or 1h after (c) i.pl. injection of 10 ug of SLIGRL-
NH,. Animals were evaluated before (time 0), 1, 2, 3 and 4 h after
treatment. Rats injected only with SLIGRL-NH; received the same
total volume as the other groups. Data represent mean+s.e.m. of
6-8 animals per group. (*) Significantly different from SLIGRL-NH,
alone at the same time-point (P<0.05, one-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparison post-test).
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Figure 3 Effects of time of treatment with mS100A9p on thermal
nociception in rats, induced by SLIGRL-NH,. The mST100A9p was
given in doses of 0.1, 1 or 20 ug concomitantly (a), 30-min before
(b) or 1-h after (c) i.pl. injection of 10 ug of SLIGRL-NH,. Animals
were evaluated before (time 0), 1, 2 and 3h after SLIGRL-NH,
administration. Rats injected only with SLIGRL-NH, received the
same total volume as the other groups. Data represent mean+s.e.m.
of eight animals per group. (*) Significantly different from SLIGRL-
NH, alone at the same time-point (P<0.05), (**) significantly
different from SLIGRL-NH; alone at the same time-point (P<0.001),
one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison post-
test).



characteristic of mechanical and thermal hyperalgesia,
respectively. Concomitant administration of mS100A9p
inhibited SLIGRL-induced mechanical hyperalgesia in a
dose-dependent manner (Figure 2a), with the lowest dose
(1ug) inhibiting hyperalgesia only at the first hour and
by 45%, but the two higher doses (4 and 8 ug) reduced
hyperalgesia from 1 to 3 h, and by 59 and 81%, respectively,
at 3-h. Pretreatment (30 min before) with mS100A9p also
significantly reduced SLIGRL-induced mechanical hyper-
algesia (Figure 2b). Here again, the effect of mS100A9p was
dose-dependent, as the dose of 1 ug of mS100A9p inhibited
hyperalgesia by 45 and 48% at the first and second hours
of evaluation, the dose of 4ug of mS100A9p, inhibited
hyperalgesia by 67% at the first hour, 97% at the second
hour and 65% at the third hour, and the dose of 8ug
mS100A9p inhibited SLIGRL-induced hyperalgesia by 60% at
the first hour, 100% at the second hour and by 50% at the
third hour of evaluation. In contrast, post-treatment with
mS100A9p (1h after SLIGRL) did not modify SLIGRL-
induced mechanical hyperalgesia at the two doses tested
(1 and 4 ug) (Figure 2¢).

Similarly to mechanical stimuli, SLIGRL-induced thermal
hyperalgesia was significantly reduced by concomitant i.pl.
administration of mS100A9p (Figure 3a). The three doses
tested (0.1, 1 and 20pg) of mS100A9p inhibited SLIGRL-
induced thermal hyperalgesia for the first 2-h, with the
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percentage inhibition ranging from 15 to 100%. Pretreat-
ment with mS100A9p 30-min before i.pl. SLIGRL also caused
inhibition of thermal hyperalgesia, but only for the two
highest doses and only for the first hour (Figure 3b). As
observed for mechanical hyperalgesia, post-treatment with
mS100A9p, even at the two highest doses (1 and 20 ug;
Figure 3c) did not significantly reduce SLIGRL-induced
hyperalgesia.

Activation of spinal nociceptors

Previous reports showed that i.pl. injection of SLIGRL
enhanced c-fos expression in the superficial laminae of
the dorsal horn of the spinal cord of rats (Vergnolle et al.,
2001b). Here, we evaluated the effects of i.pl. administra-
tion of SLIGRL on expression of Egr-1, a marker of
nociceptor activation similar to the Fos protein, in the
presence or absence of mS100A9p. i.pl. injection of
10 ug of SLIGRL increased Egr-1 expression (56%) at the
superficial laminae of the spinal dorsal horn, 3h after the
injection (Figure 4). Concomitant treatment with 4 ug of
mS100A9p significantly inhibited the number of Egr-1
immunolabeled nuclei in the superficial laminae of the
dorsal horn, while mS100A9p alone had no effect on the
number of immunolabeled nuclei in basal conditions
(Figure 4; n=06).
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Figure 4 Effects of saline, mS100A9p, SLIGRL-NH, or SLIGRL-NH, plus mS100A9p on dorsal horn expression of Egr-1. (a—e)
Photomicrographs of immunostained sections of spinal cord dorsal horn from (a) naive (control) animals, or from rats after i.pl. injection
of: (b) saline; (c) 4 ug mS100A9p; (d) 10 ng SLIGRL-NH; (e) concomitant treatment with SLIGRL-NH, and mS100A9p. (f) quantitative changes
in Egr-1 immunoreactivity in dorsal horn (L4 and L5) of rats. The spinal cords were collected 3 h after the treatments. Scale bar =50 um. Data
represent mean +s.e.m. of six animals per group. (*) Significantly different from all other groups (P<0.05, one-way ANOVA followed by

Tukey’s multiple comparison post-test).
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Effects of mS100A9p on calcium mobilization in sensory neurons
PAR, is expressed and causes calcium influx in sensory
neurons from DRG cultures (Steinhoff et al., 2000). We first
wanted to investigate whether or not mS100A9p could
interfere with PAR; signaling in DRG neurons. Neurons were
stimulated with two PAR, agonists: trypsin (2.5Uml™",
Figure 5a) or SLIGRL (100 uM, Figure 5b), concomitantly
with mS100A9p at the concentrations of 0.5, 5, 50 or 100 uM.
All the doses of mS100A9p tested, significantly inhibited the
magnitude of calcium flux in DRG neurons in response to
trypsin (2.5Uml '), and this effect was dose-dependent
(Figure Sa). mS100A9p also inhibited the SLIGRL-induced
calcium influx at the concentrations of 5uM (11%), 50 uMm
(13%) and 100uM (9%; Figure Sb). Next, we wanted to
investigate whether mS100A9p was able to interfere with the
signaling of other pronociceptive substances on sensory
neurons. Therefore, isolated DRG neurons were stimulated
by capsaicin (Figure 5¢) or by bradykinin (Figure 5d), and the
effects of different concentrations of mS100A9p on calcium
mobilization were recorded. Capsaicin-induced calcium
mobilization in DRG neurons was inhibited by 50 and
100 uM of mS100A9p (15 and 14%, respectively), but not
by 0.5 or 5uM (Figure Sc). Finally, 50 uM but not 5uM of
mS100A9p inhibited bradykinin-induced calcium mobiliza-
tion in sensory neurons (10% inhibition; Figure 5d).
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Effects of mS100A9p on PAR-induced SP release by sensory
neurons

PAR, activation on sensory neurons causes SP release
(Steinhoff et al., 2000). We wanted to investigate whether
or not mS100A9p was able to also inhibit PAR,-induced SP
release. As previously described, incubation of sensory
neurons in the presence of the PAR, agonist SLIGRL-NH,
(100 uM) caused a significant increase in SP release compared
to the effects of the control peptide inactive on PAR, LRGILS-
NH, (Figure 6). mS100A9p (50 uM) was able to completely
inhibit the effects of PAR, agonist on SP release stimulated by
the agonist peptide, while it had no effect on SP release from
DRG neurons exposed to mS100A9p alone (Figure 6).

mS100A9p effect on PAR; activation is specific for sensory
neurons

As mS100A9p was able to significantly inhibit PAR,-induced
hyperalgesia and PARy-induced calcium signal in sensory
neurons, we wanted to investigate whether or not mS100A9p
could act as a PAR, antagonist. Therefore, we used HEK cells
naturally expressing PAR,, and KNRK cells stably transfected
with PAR,, or untransfected cells and evaluated the effects of
mS100A9p on calcium flux. In HEK cells, the response to
trypsin (5 Uml™') was not modified by concomitant or pre-
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Figure 5 Effect of mS100A9p on calcium flux in DRG neurons. Neurons were exposed to SLIGRL (100 um; (a)), trypsin GUmMIT'; (b)),
capsaicin (100 nMm; (c)) or bradykinin (10 nMm; (d)) and concomitantly to mS100A9p (0.5 5, 50 or 100 um). Neurons exposed only to SLIGRL,
trypsin, capsaicin or bradykinin were considered as control groups. Calcium flux was measured by fluorescence (460-490 nm excitation and
515 nm emission) in individual cells using a Wide-Field Fluorescence Microscope. Kinetic studies of 30 pictures in 90 s were performed. Data
represent mean +s.e.m. of 15-20 neurons per group. (*) Significantly different from control groups (P<0.05), (**) significantly different from
control groups (P<0.001, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison post-test).
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Figure 6 Effects of vehicle, LRGILS-NH,, SLIGRL-NH,, mS100A9p
or SLIGRL-NH; plus mS100A9p on SP release by cultured DRG
neurons. Data represent mean +s.e.m. of 15-20 neurons per group.
(**) Significantly different from vehicle pr LRGILS-NH, (P<0.001),
(y) significantly different from SLIGRL-NH; alone (P<0.05, one-way
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison post-test).

exposure of cells to 50 uM of mS100A9p (Figure 7a). Similarly,
response of those cells to the selective PAR, agonist SLIGRL-
NH, was not modified by mS100A9p (Figure 7b). KNRK
nontransfected cells did not respond to trypsin or the
selective PAR, agonist SLIGRL-NH, (data not shown). In
contrast, KNRK PAR,-transfected cells showed calcium
mobilization in response to trypsin (5Uml™") or SLIGRL-
NH; (5 uM), but the amplitude of those responses was not
modified by concomitant, or pre-exposure to mS100A9p
(Figure 8).

Discussion

Antinociceptive properties for SIO0A9 protein have been
demonstrated in different models of inflammatory pain,
where this protein inhibited hyperalgesia and nociception
(Giorgi et al., 1998; Pagano et al.,, 2002). However, anti-
inflammatory effects are also associated with the C-terminus
of S100A9. Murine S100A9 C-terminal peptide (mS100A9p)
inhibits spreading and phagocytic activity of adherent
peritoneal cells (Pagano et al.,, 2005). Also, mS100A9p
inhibits hyperalgesia and edema induced by jararhagin, a
metalloproteinase, through inhibition of its enzymatic
activity (Dale et al.,, 2004). Therefore, it was not clear
whether the analgesic properties of mS100A9p were due to
inhibition of different proinflammatory parameters, which
would then lead to a reduction of inflammatory hyperalge-
sia, or whether mS100A9p could exert a direct inhibitory
effect on inflammatory pain. As serine proteases, and the
receptors they activate, the protease-activated receptors
(PARs), have been shown to play a pivotal role in pain
transmission, independently of their effects on inflamma-
tion (Hoogerwerf et al., 2001; Vergnolle et al., 2001a, 2003;
Ossovskaya and Bunnett 2004), we wanted to investigate the
effects of the C-terminal fragment of the S100A9 protein
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Figure 7 Effect of mS100A9p on calcium signaling in HEK-293
cells. (a) Cells were activated by the exposure to 5 U of trypsin alone
or by trypsin plus 50 uM of mST00A9p. Trypsin and mS100A9p were
incubated either 10 min before cell exposure or at the same time (b).
Cells were activated by the exposure to 50 uM of SLIGRL-NH; alone
or by SLIGRL-NH, plus 50 uM of mS100A9p. SLIGRL-NH, and
mS100A9p were incubated either 10 min before cell exposure or
at the same time. Cells were monitored for fluorescence and the
response to mS100A9p treatment was compared to the response
of cells exposed only to the agonists (trypsin or SLIGRL-NH;). The
data are illustrative of four or more independently conducted
experiments.

(mS100A9p) on the hyperalgesia induced by trypsin and by
a selective PAR, agonist.

We found that mS100A9p inhibited hyperalgesia induced
by trypsin in rats, evaluated by the paw pressure test. This
effect was not dependent on an inhibitory action of the
peptide upon trypsin enzymatic activity, since mS100A9p
did not inhibit trypsin catalytic activity. These results
suggested that the effects of mS100A9p on trypsin-induced
hyperalgesia were not due to inhibition of serine protease
activity released at the inflammatory site. The antihyper-
algesic effects of the peptide were also observed with
hyperalgesia induced by the PAR, agonist peptide SLIGRL-
NH,. Previous studies have demonstrated, and we have
confirmed in our study (data not shown), that at the dose of
SLIGRL-NH, we used (10 ug per rat paw), no inflammatory
reaction was observed — no edema, no vasodilatation, no
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Figure 8 Effect of mST00A9p on calcium signaling in KNRK-PAR,
cells. (a) Cells were activated by the exposure to 1 U of trypsin alone
or by trypsin plus 50 umM of mST00A9p. Trypsin and mS100A9p were
incubated either 10 min before cell exposure or at the same time (b).
Cells were activated by the exposure to 50 um of SLIGRL-NH; alone
or by SLIGRL-NH, plus 50 um of mS100A9p. SLIGRL-NH, and
mS100A9p were incubated either 10 min before cell exposure or
at the same time. Cells were monitored for fluorescence and the
response to mST00A9p treatment was compared to the response
of cells exposed only to the agonists (trypsin or SLIGRL-NH;). The
data are illustrative of four or more independently conducted
experiments.

increase in prostaglandin release and no granulocyte infil-
tration (Vergnolle et al., 2001a). Therefore, the antinocicep-
tive effects of mS100A9p do not seem to be related to its
potential anti-inflammatory effects, but rather to the
possibility that mS100A9p could act directly on the path-
ways that relay nociceptive messages.

mS100A9p not only significantly inhibited PAR,-induced
hyperalgesia in rats submitted either to mechanical or to
thermal nociceptive tests, but also decreased nociceptor
activation at the spinal level. The expression of proto-
oncogenes from the c-fos, c-jun and egr-1 family are
extensively used as tools for the expression of enhanced
activity of nociceptive neurons (Herdegen et al., 1991;
Buritova et al., 1995). Our results demonstrated that the
i.pl. administration of SLIGRL-NH, induced a significant
increase of Egr-1 expression, which is characteristic of
nociceptor activation. This result is in accordance with
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previously published data showing that Fos protein expres-
sion was increased in the nuclei of neurons of the spinal
dorsal horn, in response to i.pl. PAR; agonist (Vergnolle et al.,
2001a). Interestingly, we showed here that mS100A9p is able
to interfere with the transmission of PAR,-induced pain
message to the central nervous system, reducing nociceptor
activation at a central level. Moreover, we showed that
mS100A9p can act directly on sensory neuron activation,
inhibiting PAR,-, bradykinin-, and capsaicin-induced cal-
cium mobilization in DRG neurons. This result reveals
sensory neurons as another important cellular target for
the effects of SI00A9 protein in the context of inflammation
and also suggests an antinociceptive role for S100A9
independent of its effects on inflammation.

As proteases are largely released at sites of inflammation
and as they have been demonstrated to be able to signal
directly to sensory neurons through the activation of PAR;,
causing sensitization and ultimately pain signals (Hooger-
werf et al., 2001; Vergnolle et al., 2001a; Kirkup et al., 2003;
Reed et al., 2003), it was possible that mS100A9p acted as
a PAR; antagonist to reduce the transmission of pain signals.
We tested this hypothesis by investigating the effects of
mS100A9p in cells, other than sensory neurons, that express
PAR,. We showed that mS100A9p, at a dose (50 uM) that
showed maximal effect in DRG neurons against PAR,
agonists, was not able to modify the amplitude of the
calcium response of HEK cells naturally expressing PAR,, or
of PAR,-transfected KNRK cells to trypsin or SLIGRL-NH,.
This result suggests that mS100A9p did not act as a direct
antagonist on PAR,. One explanation could also be that
signaling pathways involved in calcium mobilization are
different in DRG neurons and HEK or KNRK-transfected cells.
mS100A9p could antagonize signaling pathways and cal-
cium mobilization downstream from PAR, activation. The
fact that calcium mobilization in DRG neurons induced
by three different agonists, capsaicin, bradykinin and the
PAR;, agonist, was inhibited by mS100A9p suggested that
mS100A9p acted on a process common to these activators of
sensory neurons. Importantly, our results showed a dose—
response effect for the antinociceptive properties and
inhibition of calcium mobilization of mS100A9p, against
PAR; agonists. As mS100A9p inhibits calcium mobilization
in response to the activation of three different receptors:
bradykinin B2 receptor, transient receptor potential vanillin
-1 (TRPV1: activated by capsaicin in DRG neurons) or PAR,,
one hypothesis could be that mS100A9p blocks a calcium
channel present on sensory neurons and common to the
signaling pathway of those three receptors. A more definitive
understanding of the mechanism of action of SI00A9 on
inflammatory and nociceptive mediator biology represents
the next challenge in this field.

We found that mS100A9p inhibits PAR,-induced SP release
in cultured DRG neurons. Considering the pivotal role
played by SP in the transmission of nociceptive message
(Harrison and Geppetti, 2001), our results suggest that the
analgesic properties of mS100A9p in vivo, could be due to
such inhibition of SP release, thus preventing further
activation of pain pathways.

In conclusion, our data has presented evidence that the
C-terminal of the S100A9 protein exhibits antinociceptive



properties against PAR,-induced pain. This effect of the
S100A9 fragment is independent of anti-inflammatory
properties of this peptide. Lastly, we present here evidence
that mS100A9p can directly signal to sensory neurons,
which are thus highlighted as important cellular targets of
the effects of S100A9. Our data reinforce the potential
prominent role that S100A9 could play in the control of
inflammatory pain.
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Solucoes utilizadas
1)Tampao fosfato salina PBS

Solucao estoque — 10 x concentrada - pH 7.4

Na,HPO, 81mM
NaH,PO4 19mM
NaCl 1,54mM
H,O destilada 1000 mL
2)Tampao PB 0,1M

Na,HPO, 6,25 ¢

NaH,PO, 22¢g

H,O destilada 1000 mL

3)Paraformaldeido (PFA) 4%
Paraformaldeido 40g
H,O0 destilada 1000 mL

Preparar utilizando a 4gua aquecida e filtrar. Deve estar gelado no momento do uso

4)Tampao de corrida de calcio HEPES

Solucao estoque — pH 7.4 — manter a 4°C

NaCl 150 mM
HEPES 20 mM
Dextrose 10 mM
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KCl 3 mM
Sulfinpyrazone 250 uM
H,O0 destilada 1000 mL

Solucéo de calcio

CaCl, 280 mM

H,O0 destilada 100 mL

Para o tampao de corrida de célcio adicionar 540 uL da solucdo de cédlcio a 100 mL de solucdo

estoque. Preparar tampao de corrida imediatamente antes do uso.

5)HBSS sem calcio e magnésio

Solucio 10 x concentrada

NaCl 1,37 M
NaHCO; 0,042 M
Dextrose 0,056 M
KCl 0,054 M
KH,PO, 4,41 mM
Na,POy 1,79 mM
H,0 destilada 1000 mL
6)Meio DMEM

Para células HEK-293

DMEM 1 envelope
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H,0 destilada
soro fetal bovino
PSS

Piruvato de sddio

Para células KNRK
DMEM
Bicarbonato de s6dio
H,O destilada
soro fetal bovino
PSS
Piruvato de sédio

geneticina

7) Meio Leibovitz L15

L15

H,O destilada
glutamina
glicose

soro fetal bovino

1000 mL
10%
1%

1%

1 envelope
2g

1000 mL
10%

1%

1%

1%

1 envelope
1000 mL
200 mM
20%

10%
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8) Meio MEM

MEM 1 envelope
H,O0 destilada 1000 mL
Bicarbonato de sédio 2g

Soro fetal bovino 2.5%
PSS 1%
glutamina 200 mM
dextrose 1%
ARAC 10 uM
FUDR 10 uM
uridina 10 uM

9) Tampao de gravacao

H,0 destilada 1000 mLL
CaCl2 2 mM
HEPES 10 mM
TEACI 160 mM
glicose 10 mM

10) Tampao de corrida para correntes de alta voltagem em células HEK-tsA trasfectadas
H,O destilada 1000 mLL

BaCl, 20 mM
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MgCl,

HEPES
TEACI
glicose

CsCl

1mM

10 mM

40 mM

10 mM

65mM

11) Tampao de corrida para correntes de baixa voltagem em células HEK-tsA trasfectadas

H,O0 destilada
BaCl,

MgCl,
HEPES
TEACI
glicose

CsCl

1000 mL

2 mM

1mM

10 mM

40 mM

10 mM

105mM

12) Solucio interna para preenchimento das pipetas de borosilicato

Para neuronios DRG (pH7.2)
H,O destilada

CsCl

MgCl,

EGTA

1000 mL

110 mM

3 mM

10 mM
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HEPES
MgATP

GTP

Para céluas HEK tsA (pH 7.2)
H,O destilada

CsMeSO4

MgCl,

EGTA

HEPES

MgATP

LiGTP

10 mM
3 mM

0,6 mM

1000 mL
108 mM
4 mM

9 mM

9 mM
2,6 mM

0,6 mM
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