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A PGE, ¢ sintetizada em varios tecidos e exerce inumeras agdes no organismo, especialmente
no controle da dor e da inflamagao. Apesar da importancia da PGE, ser reconhecida no
processo inflamatério, os subtipos de receptores e as vias de sinalizagdo envolvidas nas agdes
inflamatérias da PGE, ainda n&o estdo completamente elucidados. Este estudo avaliou alguns
dos mecanismos envolvidos na resposta edematogénica induzida pela PGE, em
camundongos. A injecao intraplantar (i.pl.) de PGE;, produziu formagdo de edema de maneira
dependente de dose e de tempo. O edema de pata induzido pela PGE; foi inibido de maneira
significativa pela co-injegcado com o antagonista seletivo do receptor EP; L826266. Da mesma
maneira, a resposta edematogénica induzida pela PGE, parece decorrer, pelo menos em
parte, da estimulagdo da proteina G;, da enzima fosfolipase C (PLC), da proteina quinase C
(PKC) bem como das proteinas quinase ativadas por mitégenos: ERK, JNK e p-38 MAPK. A
ativagao de fibras sensoriais, do receptor TRPV1 e liberacdo de taquicininas, provavelmente
SP, sdo eventos importantes na resposta edematogénica induzida pela PGE,. Adicionalmente,
a degranulacdo de mastocitos e sintese de eicosandides parecem participar de maneira
importante na resposta edematogénica induzida pela PGE,. Nossos resultados contribuem
para a elucidagao dos possiveis mecanismos envolvidos nas respostas inflamatérias mediadas
pela PGE, e sugerem o emprego de antagonistas seletivos para o receptor EP; como uma

possivel opgao terapéutica para o tratamento de disturbios inflamataérios.
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Resumo

RESUMO

As prostaglandinas, especialmente a PGE;, sao importantes mediadores
pré-inflamatoérios e os seus papéis em muitos eventos do processo inflamatdrio,
como a vasodilatagdo, eritema, aumento da permeabilidade e dor, tém sido
extensivamente estudados. Apesar da importancia da PGE; ser reconhecida no
processo inflamatério, os subtipos de receptores e as vias de sinalizagao
envolvidas nas acdes inflamatdrias da PGE, ainda ndo estdo completamente
elucidados. Este estudo avaliou alguns dos mecanismos envolvidos na
resposta edematogénica induzida pela PGE, em camundongos. A injecéo
intraplantar (i.pl.) de PGE; (0,1-10,0) nmol/pata induziu formagao de edema de
maneira dependente de dose e tempo, com DEsg de 0,42 nmol/pata. O edema
de pata induzido pela PGE;, assim como o da carragenina, foi inibido de
maneira significativa pela co-injegdo com o antagonista seletivo do receptor
EP3; L826266 (10 nmol/pata), mas nao dos receptores EP, AH6809 (10
nmol/pata) ou EP4 L161982 (10 nmol/pata). Da mesma maneira, a resposta
edematogénica induzida pela PGE; foi inibida de modo marcante tanto pelo
tratamento com a toxina pertussis como pelo inibidor da PLC U73122 (1
pmol/pata).

Outro aspecto investigado neste estudo foi a possivel participacao de
alguns grupos de proteinas quinases no edema de pata induzido pela PGE..
Nossos resultados demonstraram que o inibidor seletivo da PKC GF109203X
(3 nmol/pata), mas ndo da PKA H89 (3 nmol/pata), reduziu de maneira
significativa o edema de pata induzido pela PGE,. Outra série de experimentos
também demonstrou a relevante participacdo das MAPKs neste modelo, uma

vez que os inibidores seletivos de JNK SP600125, ERK PD98059 ou p38
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SB203580 (todos 30 nmol/pata) foram efetivos em reduzir, cada qual, a
formagdo de edema. Esses resultados funcionais foram confirmados pela
analise de western blot, que demonstrou que a injecao intraplantar de PGE;
causou marcante ativagédo da PKC-a bem como das MAPK — ERK, JNK e p38
MAPK. Interessantemente, a ativacdo das MAPK induzida pela PGE, parece
ser decorrente da ativacao do receptor EP3, pois esta resposta foi quase que
completamente prevenida pelo pré-tratamento dos animais com o antagonista
seletivo do receptor EP3.

Outro aspecto investigado foi a participagdo das fibras sensoriais no
edema de pata induzido pela PGE,. O tratamento dos animais no periodo
neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) provocou redugdo significativa da
resposta edematogénica induzida pela PGE; (3 nmol/pata). Além disso, o
tratamento dos animais com o antagonista seletivo para o receptor TRPV1
SB366791 (1nmol/pata), ou para o receptor NK1 FK888 (1 nmol/pata), foi
capaz de inibir significativamente o edema de pata induzido pela PGE,. Por
outro lado, antagonistas seletivos de receptores NK2 (SR 48968), NK3
(142801) ou do receptor para o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP, CGRPg.37) ndo foram capazes de inibir o edema de pata induzido pela
PGE,. No entanto, estes antagonistas, nas mesmas doses utilizadas, foram
capazes de inibir a resposta edematogénica induzida pela capsaicina (1
nmol/pata).

A importancia da ativagdo dos mastocitos na resposta edematogénica
induzida pela PGE, também foi avaliada. Nossos resultados demonstram que o
pré-tratamento dos camundongos com o estabilizador de mastdcitos,

cromoglicato de sodio (800 ug/pata), 15 min antes da indugdo do edema, foi
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capaz de reduzir a resposta induzida pela PGE,. Além disso, os metabdlitos do
acido araquiddnico produzidas pelas enzimas COX-1 e COX-2 parecem estar
envolvidos no edema de pata induzido pela PGE;, que foi inibido de maneira
significativa pelo tratamento dos animais com inibidores seletivos das enzimas
COX-1 ou COX-2, valeril salicilato e rofecoxib, respectivamente.

Este conjunto de resultados sugere que a resposta edematogénica
induzida pela PGE, na pata de camundongos parece ser mediada pela
ativacao do receptor EP3, associada a estimulagao das vias de sinalizagao da
PKC e das MAPKS, participacao das fibras sensiveis a capsaicina e do
receptor TRPV1. A liberagao de taquicininas, provavelmente SP, atuando sobre
o receptor NK1 também parece estar envolvida. Além disso, a degranulagao de
mastocitos e a sintese de eicosandides parecem participar de maneira
importante na mediacdo da resposta edematogénica induzida pela PGE.,.
Nossos achados contribuem para a elucidagdo de alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos nas respostas inflamatdrias mediadas pela PGE, e
sugerem o emprego de antagonistas seletivos para o receptor EP; como uma

possivel opcao terapéutica para o tratamento de disturbios inflamatdrios.
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Abstract

ABSTRACT

Prostaglandins, especially PGE;, are important pro-inflammatory
mediators and their role has been extensively studied in several inflammatory
events, such as vasodilatation, erythema, increase in vascular permeability and
pain. In spite of the knowledge about the pivotal role of PGE; in inflammation,
the receptor subtype and signaling pathways involved still remain not
completely elucidated. The present study evaluated some of the mechanisms
involved in PGE,—induced paw edema formation in mice. Intraplantar (i.pl.)
injection of PGE; (0.1-10 nmol/paw) into mouse hind paw elicited a dose- and
time-dependent edema formation, with mean EDs5p of 0.42 nmol/paw. PGE;; as
well as carrageenan-induced paw edemas were significantly inhibited by the co-
injection of a selective EP3 receptor antagonist L826266 (10 nmol/paw). On the
other hand, the edematogenic response evoked by these flogistic agents was
not significantly affected by the co-administration of either EP, (AH6809, 10
nmol/paw) or EP4 (L161982, 10 nmol/paw) receptor antagonists. PGE,-induced
paw edema was also markedly reduced by the treatment with pertussis toxin or
PLC inhibitor U73122 (1 pmol/paw).

Another aspect investigated in the present study was the possible
participation of some groups of kinases in PGE,-induced paw edema. Our
results clearly demonstrate that PGE,-induced paw edema was markedly
prevented by the selective PKC blocker GF109203X (3 nmol/paw), but not the
selective PKA blocker H89. Additional sets of experiments also indicated the
relevance of MAPKs in this model, as the selective JNK SP600125, ERK
PD98059 or p38 SB203580 inhibitors (all 30 nmol/paw), all markedly reduced

PGE>-induced edema formation. These functional results were confirmed by
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western blot analysis, which indicated that i.pl. injection of PGE; resulted in a
marked activation of PKC-a as well as some MAPK family members — namely
ERK, JNK and p38 MAPK. Of high interest, the increased expression of MAPK
induced by PGE, seems to be mediated by the activation of EP3 receptor
subtype, as this response was almost completely prevented by the selective
EP3 receptor antagonist L826266.

Another aspect investigated in the present study was the possible
participation of sensorial fibres in PGE,-induced paw edema. The neonatal
treatment with capsaicin (50 mg/kg, s.c.) was able to reduce the edema
formation induced by PGE,. Likewise, the treatment with the selective TRPV1
receptor antagonist SB366791 (1nmol/paw) or with the NK1 receptor
antagonist, FK888 (1 nmol/paw), significantly reduced PGEz-induced edema.
Conversely, the co-injection of the selective NK,; SR48968 (1 nmol/paw), NKj
(SR14281 (0.5 nmol/paw) or CGRP (CGRP g37, 0.5 nmol/paw) receptor
antagonists had no significant effect on PGE;-induced paw edema. However,
these antagonists, in the same doses, were able to produce a significant
inhibition of capsaicin-induced paw edema (1 nmol/paw).

The relevance of mast cell activation for PGE,-induced paw edema was
also evaluated. Our results demonstrated that pre-treatment with cromoglycate
(800 pg/paw), 15 min before PGE; injection, markedly reduced the
edematogenic response evoked by PGE,. Additionally, COX-1 and -2
metabolites seem to be involved in PGE;,-induced paw edema formation
because PGE; response was markedly prevented by the selective COX-1 and

COX-2 inhibitors, valeryl salicylate or rofecoxib, respectively.
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Taken together, the present results indicate that PGE, induces paw
edema in mice via stimulation of EP3 receptors, in a process dependent on the
activation of PKC and MAPKSs, with participation of capsaicin-sensitive C fibers,
and TRPV1 receptor. Tachykinins, probably SP, interacting with NK1 receptors
also seems to be involved. Moreover, mast cell degranulation and eicosanoids
synthesis seem to play an important role in PGE,-induced paw edema. These
findings contribute to elucidate the possible mechanisms underlying PGE;-
elicited inflammatory responses in mice and point out the EP; receptor
antagonists as possible therapeutic options for the management of

inflammatory disorders.
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Introducéo

INTRODUGAO

A inflamacao pode ser definida como uma resposta do sistema imune a
danos celulares e teciduais causados por infecgdes microbianas ou estimulos
nocivos de origem quimica ou fisica. A resposta inflamatéria tem como principal
funcdo proteger o organismo contra infecgbes, bem como reparar os tecidos
apos eventuais danos (Haanen e Vermes, 1995; Weiss, 2002). O processo
inflamatério € caracterizado por aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, dilatacido venular e recrutamento de células para o
sitio inflamatdrio. Estas alteragdes bioquimicas e celulares sao reguladas por
mediadores produzidos por células do sistema imune e células residentes no
tecido. Na fase aguda da inflamagcdo também existe o envolvimento de
neutréfilos, enquanto que, na fase tardia, mondcitos/macréfagos e algumas
linhagens de mondcitos migram para o sitio inflamatério (Huerre e Gounon,
1996). Estes mediadores em questdo podem ser definidos como moléculas
soluveis e difusiveis, e sao representados por produtos da degranulagcéo de
mastoécitos (histamina e serotonina), componentes do sistema complemento,
citocinas e o&xido nitrico. Além destes, mediadores peptidicos (cininas,
neurocininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)) e
mediadores lipidicos (leucotrienos, prostaglandinas e fator de ativacéo
plaquetaria), também exercem um relevante papel no processo inflamatorio
(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

Os produtos da via metabdlica do acido araquiddnico, também
conhecidos como eicosandides, possuem papel fisiolégico relevante em varios

sistemas como o nervoso, o cardiovascular, o gastrointestinal, o genitourinario,
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o enddcrino, o respiratério e o imune. Além das agdes fisiologicas, os
eicosanodides estdo envolvidos em varias doengas inflamatérias como artrite
reumatoide, asma, aterosclerose, choque endotéxico, colite ulcerativa e doenca
de Crohn e patologias do sistema nervoso central (Schreiber e Raedler, 1990;
Heller et al., 1998; Bazan et al., 2002; Minghetti, 2004; Kojima et al., 2005).
Apesar de nao se encontrarem pré-formados no interior das células, os
prostandides podem ser sintetizados rapidamente em resposta a diferentes
estimulos. Os eicosandides sédo considerados autacoides, ou seja, substancias
geradas localmente, que tém meia vida curta (segundos) e que exercem
localmente os seus efeitos (Campbell e Halushka, 1996). Ao contrario de
horménios glicocorticoides, que apresentam efeitos sistémicos mesmo sendo
liberados em apenas um local do corpo, os prostandides sdo sintetizados em
uma série de tecidos e atuam como mediadores autdcrinos ou paracrinos para
sinalizar mudancas imediatas de fungao celular (Dubois et al., 1998; Hata e
Breyer, 2004). Os eicosanodides compreendem quatro grupos de mediadores
bioldégicos derivados do acido araquidbnico: prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos e produtos derivados de isoenzimas localizadas no citocromo P-
450. O acido araquidbnico € um acido graxo poliinsaturado encontrado
normalmente na forma esterificada em fosfolipideos de membrana celular e se
origina diretamente de fontes alimentares ou da conversdo, nos mamiferos, a
partir do acido graxo essencial, o acido linoléico (Wolfe e Horrocks, 1994).
Através de estimulos fisicos, mecanicos e/ou produzidos por diversos
mediadores, o acido araquidénico € liberado por diferentes fosfolipases (A, C e
D) (Wolfe e Horrocks, 1994). As fosfolipases podem ser classificadas como

dependentes ou independentes de ion calcio. A via direta mais conhecida de
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liberagao do acido araquiddnico envolve a participagao da fosfolipase A, (PLA2)
(Needleman et al., 1986; Akiba e Sato, 2004).

As enzimas fosfolipase A, (PLA;) podem ser classificadas em trés
grupos: a PLA, citosolica (PLA2c), a PLA, secretada (PLA2s) e a PLA; citosdlica
independente de calcio (PLAzi) (Yedgar et al., 2000; Chakraborti S, 2003). O
acido araquidonico livre € entdo metabolizado pelas enzimas ciclooxigenases
(COX) e lipooxigenases (LOX) para produzir prostandides (prostaglandinas e
tromboxano) e leucotrienos, respectivamente (Wong e Dennis, 1990; Yedgar et
al., 2000).

A regulacédo da ativagdo da PLA, envolve processos de fosforilagao e
desfosforilacdo de proteinas quinase, como PKA, PKC e MAPKSs, que facilitam
a translocagao desta enzima do citosol para a regiao perinuclear do complexo
de Golgi, do reticulo endoplasmatico e do envelope nuclear (Schievella et al.,
1995; Glover et al., 1995; Hirabayashi et al., 1999; Chakraborti S, 2003;
Simmons et al., 2004). As enzimas ciclooxigenases estdo localizadas
constitutivamente ou sao expressas sob estimulagdo celular na regiao
perinuclear. A compartimentalizacao celular destas enzimas facilita a eficiéncia
da metabolizagéo do acido araquiddnico (Hirabayashi e Shimizu, 2000).

A ciclooxigenase, também denominada como sintase da prostaglandina
H, (PGHS), é uma enzima bifuncional que catalisa tanto a bis-oxigenagao do
acido araquidénico para formar prostaglandina G, (PGG;), quanto a
subsequente reducdo peroxidativa da PGG,; para formar PGH,, ambos
compostos altamente instaveis (Smith e Marnett, 1991; Smith e DeWitt, 1996).
A PGH,; formada é o substrato para outras enzimas prostaglandina sintetases

Oou isomerases, que sao as responsaveis pela producdo de cinco principais
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prostandides bioativos gerados in vivo: PGD,, PGE;, PGFy, PGl, e TXA, As
enzimas sintetases sdo expressas com alguma seletividade tecidual e geram
diferentes prostaglandinas dependendo do tipo de célula (FitzGerald, 2003;
Hata e Breyer, 2004). Por exemplo, na presenca de PGE sintetase é gerada a
PGE,, enquanto outras sintetases especificas dao origem aos diferentes
grupos de prostandides. Desta maneira a figura 1 ilustra como, na presenca de
sintetases especificas, sdo gerados os diferentes prostandides.

ApoOs a sua liberagao, os prostandides podem interagir com receptores
especificos, acoplados a proteina G, com sete dominios transmembranares, da
familia A ou da rodopsina. Dentro desta familia, os receptores prostandides
constituem uma subfamilia, que apresenta pouca homologia entre si. A
nomenclatura dos receptores prostandides € baseada no agonista endégeno
que se liga preferencialmente ao receptor. Assim, os receptores DP, TP, IP, FP
e EP possuem os respectivos ligantes: PGD,, TXA;, PGl,, PGFy, e PGE;
(Coleman et al., 1994; Narumiya et al., 1999). Apesar de cada ligante se ligar
com alta afinidade ao seu receptor preferencial, podem ocorrer interagdes
cruzadas entre um prostanoide e outro receptor da mesma familia (Breyer et

al., 2001).
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Figura 1. Cascata da biossintese de prostaglandinas. Estimulos fisicos e quimicos mobilizam o
acido araquidénico a partir de fosfolipidios de membrana, e conseqliente metabolismo pela
PGG,/H, sintase. Estas enzimas possuem tanto atividade ciclooxigenase (COX) quanto
hidroxiperoxidase (HOX) e catalizam a formagdo seqiiencial de endoperéxidos. Estes séo
entdo metabolizados por isomerases e sintases (por exemplo, PGE sintase), que sé&o
expressas com alguma especificidade tecidual e geram diferentes prostaglandinas. Estas
ativam receptores acoplados a proteina G e exercem suas agdes biologicas. Adaptado de
FitzGerald G.A., 2003.

Enzima ciclooxigenase e PGE;

A enzima ciclooxigenase existe em duas principais isoformas (com
aproximadamente 60% de homologia) e difere na distribuicdo e expressédo nos
tecidos (Dubois et al., 1998). Apesar de existirem excegdes, a isoforma COX-1
€ expressa constitutivamente em muitos tecidos enquanto que a expressao de

COX-2 é em geral induzida, particularmente em resposta a estimulos
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inflamatodrios. Assim, as prostaglandinas produzidas via COX-1 sdo usualmente
relacionadas com um papel na homeostase fisiolégica, enquanto que as
sintetizadas via COX-2 geralmente estdo envolvidas em processos
inflamatodrios (Smith et al., 2000; Simmons et al., 2004).

Recentemente foi sugerida a existéncia de outra isoforma de COX. A
enzima recebeu erroneamente a designagao de COX-3, pois na verdade trata-
se de uma variante de splicing' da COX-1, que retém o intron 1 do seu RNAm.
Isto confere as proteinas COX-1 e COX-3 uma diferenca de 30 a 34
aminoacidos, dependendo da espécie, dentro da regido hidrofébica (Mitchell e
Warner, 2006). Esta isoforma foi inicialmente identificada em cértex cerebral de
caes e em menores concentragdes em outros tecidos. Em humanos, o RNAmM
para COX-3 foi encontrado principalmente no cértex cerebral e no coracido. O
papel funcional desta enzima n&o esta totalmente elucidado, mas & pouco
provavel que a COX-3 apresente capacidade de sintetizar prostaglandinas em
tecidos humanos devido a um deslocamento do frame de leitura da sequéncia
do RNAm causado pela retengao do intron da COX-1 (Bazan e Flower, 2002;
Chandrasekharan et al., 2002).

A PGE; é gerada a partir do intermedario PGH;, sob acdo da enzima
PGES (prostaglandina E sintetase). Existem pelo menos trés isoformas de
PGES humanas clonadas e caracterizadas, como PGES associada a
membrana (PGES-1m), PGES-2m, e PGES citosdlica (PGESc) (Kojima et al.,
2004). A PGESc dependente de glutationa, € expressa constitutivamente e é
mais eficiente em metabolizar os produtos da COX-1 quando comparados aos
da COX-2 (Claveau et al., 2003). Por outro lado, a expressdo da PGESm é

induzida principalmente por estimulos inflamatérios, tem sua expressao

' Splicing: Variantes de edigdo do RNA mensageiro. 7
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reduzida por antiinflamatérios glicocorticdides e é funcionalmente acoplada a
COX-2 (Kamei et al., 2004). Isto sugere que existe uma indugcdo coordenada
das enzimas COX-2 e mPGES em processos inflamatérios (Funk, 2001).

De fato, existem inumeras evidéncias de que a producdo de
eicosanoides, como a PGE,, através da via da COX-2, tem um papel relevante
no processo inflamatério. A COX-2 esta expressa em muitos tecidos inflamados
tais como a sindvia de pacientes com artrite reumatoéide (Crofford et al., 1994),
bem como em varios modelos experimentais de inflamacéo (Vane et al., 1994;
Anderson et al., 1996). Por outro lado, altos niveis de PGE; sdo encontrados
em exsudatos inflamatorios e a injegdo de PGE; diretamente dentro do tecido
produz uma série de sinais classicos da inflamacgao (Williams e Higgs, 1988).
Interessantemente, existe uma série de estudos que sugere que a PGE; atua
sinergicamente com outros mediadores, como a histamina e bradicinina,
especialmente na contribuicdo a dor e edema associados com processos
inflamatdrios (Kingston e Greaves, 1985; Williams e Higgs, 1988; Armstrong et
al., 1995). Além dessas agdes, a PGE, também pode regular a expressao de
citocinas pro-inflamatérias em varios tipos celulares (Hinson et al., 1996;
Fiebich et al., 1997; Williams e Shacter, 1997). Adicionalmente, anticorpos
seletivos para a PGE;, sao capazes de bloquear a inflamagéao, hiperalgesia,
assim como a produgdo de interleucina-6 (IL-6) na inflamagao induzida pela
carragenina na pata e na artrite induzida por adjuvante de Freund em ratos
(Portanova et al., 1996). Em conjunto, essas evidéncias mostram o importante
papel exercido pela enzima COX-2 e pela produgdo de PGE, nos processos

inflamatdrios periféricos.
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A PGE; é um prostandide dotado de potente atividade vasodilatadora,
sendo umas das substancias responsaveis pela vasodilatagdo e pelo eritema
presentes na inflamagao aguda (Solomon et al., 1968). No entanto, além das
acdes no processo inflamatério, a PGE,; também esta envolvida em diferentes
funcdes fisioldgicas. No trato gastrointestinal, a PGE, derivada da COX-1
apresenta um papel protetor na manutengao da integridade da mucosa gastrica
(Woo et al., 1986; Warner et al., 1999). No aparelho urinario, a sintese de PGE,
€ critica para um funcionamento normal dos rins por preservar o fluxo
sanguineo renal e os niveis de filtracdo glomerular em situagdes de estresse
fisiolégico, modulando o transporte de agua e sais no tubulo distal e
estimulando a liberagdo de renina das células justaglomerulares (Breyer e
Breyer, 2001). Além disso, a PGE, também exerce papel relevante na
manutencdo da pressao arterial (Kennedy et al., 1999). No entanto, em
algumas situacbes, a PGE; apresenta multiplos efeitos funcionalmente
inversos. Por exemplo, a PGE; é capaz de promover relaxamento e contragao
da musculatura lisa. Na traquéia de cachorros, a PGE, atua como dilatador,
enquanto no ileo de cobaia atua como constritor (Gardiner, 1986). Da mesma
maneira, a PGE, pode promover relaxamento ou contracdo da musculatura lisa

vascular (Walch et al., 2001; Davis et al., 2004).

Receptores para os prostandides

Os receptores dos prostandides pertencem a familia A dos receptores
acoplados a proteinas G (Kolakowski, 1994). Estudos filogenéticos dividiram a
familia A em cinco subgrupos conservados evolutivamente. Os receptores

prostandides foram enquadrados no grupo V, juntamente com receptores para




Introducéo

fatores autdcrinos, paracrinos e endocrinos como horménios pituitarios,
horménios glicoprotéicos, opidides e o fator de ativagao plaquetaria (PAF).

Dentro da subfamilia dos receptores para prostandides, existe cerca de
20-30% de homologia. Ao todo existem 65 residuos de aminoacidos
conservados dentro desta classe de receptores. Desses residuos, 34 sao
idénticos dentro da familia dos receptores prostandides, sendo que destes, 14
residuos sdo conservados em toda a familia A dos receptores acoplados a
proteinas G, restando apenas 20 residuos conservados exclusivamente nos
receptores prostandides. A maioria destes encontra-se em regides
transmembranares, embora existam alguns residuos na segunda alga
extracelular do receptor (Audoly e Breyer, 1997).

Outra caracteristica marcante dos receptores prostandides é a existéncia
de variantes de edicdo do RNA mensageiro (splicing), especificamente na
regido C-terminal intracelular. Essas variagbes de splicing parecem nao afetar
as propriedades de ligagao do agonista ao receptor, mas interferem nas vias de
transducao de sinal, assim como na fosforilagdo induzida por agonistas, na sua
dessensibilizagéo e internalizagao (Breyer et al. 2001; Bos et al., 2004).

De maneira bastante simples, os receptores prostandides podem ser
agrupados em trés categorias, baseadas no tipo de proteina G a qual séo
acoplados, e consequentemente em fungao das respostas celulares evocadas.
Como esperado, cada tipo de proteina G esta relacionada com a regido C-
terminal dos receptores prostandides. Na primeira categoria estdo os
receptores relacionados com atividade relaxante, IP, EP,, EP4 e DP, os quais
geralmente ativam a subunidade o da proteina G do tipo estimulatéria (Gs),

com consequente estimulagao da produ¢cado de AMPc pela adenilil ciclase (Adie
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et al., 1992; Ichikawa et al., 1996). A segunda categoria é representada pelos
receptores com atividade constritora como o TP, EPy e FP, os quais
geralmente ativam a proteina Gg, mediando o aumento dos niveis intracelulares
de Ca* (Watanable et al., 1991; Watabe et al., 1993; Funk et al., 1993). O
ultimo grupo é representado unicamente pelo receptor EP3, 0 qual geralmente
inibe a atividade da enzima adenilil ciclase via estimulacdo da proteina G do
tipo inibitéria (G;). Entretanto, essas vias de transducdo de sinais sao
extremamente complexas e a natureza da proteina G, ativada por determinado
receptor prostandide, pode algumas vezes diferir entre tipos celulares, tecidos
e espécies. Por exemplo, o receptor IP, que normalmente ativa a proteina Gs, €
capaz de ativar a Gy, e em alguns casos pode ativar a G; (Schwaner et al.,
1995). Além disso, os receptores EP acoplados a proteina Gs podem ativam Gq

em determinados tipos de celulares.

Vias de sinalizacao celular dos receptores EP

A diversidade de agdes biolégicas da PGE, em diferentes tecidos
decorre da existéncia de receptores de superficie celular especificos. Esses
receptores pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G e
podem ser divididos em quatro subtipos (EP14), cada qual codificado por um

gene distinto (Negishi et al., 1995).

Receptores EP
O receptor EP4 foi originalmente descrito como constritor da musculatura
lisa. O DNA complementar (DNAc) do receptor EP;¢ ja foi clonado em

camundongos, ratos e humanos. O RNAm deste receptor € altamente expresso
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nos rins, seguido pela mucosa gastrica e pela adrenal em camundongos
(Watabe et al.,, 1993; Guan et al., 1998) e codifica um polipeptideo de 405
aminoacidos (Watabe et al., 1993). O receptor EP4 de ratos apresenta cerca de
96% de homologia com o receptor de camundongos e 83% de homologia com
o receptor humano (Funk et al., 1993). Adicionalmente, o DNAc para o receptor
EP1 humano codifica um polipeptideo com 402 aminoacidos (Funk et al., 1993).

Atualmente existem agonistas disponiveis para o receptor EP;q,
entretanto, também apresentam significativa afinidade por outros subtipos de
receptores, como o suprostone (receptor EP3) ou o iloprost (receptor IP).
Muitos antagonistas seletivos para os receptores EP4 tém sido descritos, sendo
importantes ferramentas farmacoldgicas utilizadas na caracterizagdo dos
efeitos mediados por este subtipo de receptor (Hallinan et al., 1993; Lanthorn et
al., 1995). Estes antagonistas parecem apresentar atividade analgésica sem,
no entanto, causar os efeitos adversos dos antiinflamatorios ndo esteroidais
nos sistemas renal e gastrico. Estas evidéncias estimulam cada vez mais a
pesquisa de drogas ativas que possam reduzir a dor sem causar efeitos
indesejaveis (Hallinan et al., 1993).

O receptor EP¢ induz a mobilizagcdo de calcio pela ativacdo da enzima
fosfolipase C via proteina Gq. Existem relatos de que a ativacdo do receptor
EP+ leva a liberagao de calcio dependente da atividade da PLC e da ativagao
da PKC no tubo coletor de coelhos (Hebert et al., 1990). No entanto, Narumiya
e colaboradores (1999) demonstraram que a estimulagdo do receptor EP;
clonado de camundongos em células CHO produz aumento significativo nas

concentragdes intracelulares de Ca*?, no entanto com pequena geracgao de IP;
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(Watabe et al., 1993), sugerindo a participagdo de outra (s) via (s) de

sinalizacdo causando mobilizacdo do Ca*?,

Receptores EP;

Inicialmente dois tipos de receptores foram reportados como sendo EP»,
um foi originalmente clonado por Honda e colaboradores (1993) e o outro foi
subsequentemente clonado por Regan e colaboradores (1994). Ambos os
receptores eram capazes de ativar a adenilil ciclase. O receptor EP, é
farmacologicamente definido por ser sensivel ao butaprost. O clone de Regan
et al. (1994) era sensivel ao butaprost enquanto que o clone de Honda et al.,
(1993) era insensivel ao butaprost. Posteriormente foi estabelecido que o
receptor clonado por Honda et al (1993) foi erroneamente classificado como
EP, e na verdade referia-se ao receptor EP4 (Nishigaki et al., 1995).

O DNACc para o receptor EP, humano codifica uma cadeia polipeptidica
de 358 aminoacidos (Regan et al., 1994). Este receptor estimula a proteina G,
levando a ativagdo da enzima adenilil ciclase e a consequente produgao do
segundo mensageiro AMPc (Nakao et al., 1989). O receptor EP;, ja foi clonado
em camundongos, ratos, coelhos e vacas (Breyer et al., 2001). O RNA m deste
receptor esta presente em abundancia no utero, pulmdes e bago, mas apenas
em baixos niveis nos rins (Regan et al., 1994; Katsuyama et al., 1995; Boie et
al., 1997; Nemoto et al., 1997). Estudos funcionais tém sugerido que o EP;, tem
um importante papel na implantagao uterina de ovdcitos fecundados (Lim e
Dey, 1997). Além disso, seu efeito relaxante nos bronquiolos sugere que
agonistas do receptor EP, poderiam ser utilizados para o tratamento da asma e

doencas pulmonares crénicas (Pavord et al., 1991; Kennedy et al., 1999).
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Receptores EP;

O receptor EP3; foi originalmente identificado como constritor da
musculatura (Coleman et al., 1994). Este receptor apresenta multiplas variantes
de splicing na regidao carboxi terminal (Sugimoto et al., 1993; Irie et al., 1993;
Namba et al., 1993) (ver figura 2). Em humanos pelo menos oito variantes de
splicing ja foram identificadas e multiplas variantes de splicing existem em
outras espécies como camundongos, coelho e vacas (Breyer et al., 2001). Em
camundongos, as trés isoformas (o, B e y) apresentam afinidades aos
agonistas idénticas, mas sao funcionalmente diferentes na eficiéncia de
ativagdo da proteina G (Sugimoto et al.,1993) e na susceptibilidade a
dessensibilizag&o induzida por agonistas (Negishi et al., 1993). Por exemplo, as
isoformas EP3a e EP3[ se acoplam a proteina G;, mas a EP3[ necessita de
concentragbes mais elevadas de agonista para a ativagdo da proteina G do
que a EP3a. Além disso, a isoforma EP3a, mas ndo a EP3[B, sofre
dessensibilizagao induzida por agonista (Ichikawa et al., 1996).

Como citado anteriormente, uma caracteristica marcante dos receptores
EP; é a diversidade gerada por variantes de splicing. Estas variantes podem
apresentar diferencas na fosforilagdo do receptor, dessensibilizacdo do
receptor e variagdes nas vias de transducgao de sinais. Apesar dessas variantes
geralmente inibirem a geragdo de AMPc via ativagdo da proteina G;, existem
evidéncias de que outras vias de sinalizagdo como Gs, G13 € mobilizacdo de
calcio possam ser ativadas pelo receptor EP; (Hatae et al., 2002; Hata e

Breyer, 2004).
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Figura 2. Representacdo esquematica das isoformas do receptor EP; em camundongos e

bovinos. cEP3,., (camundongos), bEP3;A-D (bovino). Adaptado de Ichikawa et al., 1996.

O receptor EP; é expresso em muitos tecidos incluindo rins, utero,
glandula adrenal e estdbmago (Breyer et al., 1994; Regan et al., 1994). Animais
com delecao génica para o receptor EP3; ndo apresentam febre em resposta a
PGE,, sugerindo que o antagonista do receptor EP3; poderia ser efetivo como
agente antipirético (Ushikubi et al., 1998). Recentemente, foi demonstrado que
a via PGEy/EP; tem uma participacdo importante no desenvolvimento de

tumores e na angiogénese (Amano et al., 2003).

Receptores EP4
Assim como no caso do receptor EP,, a via de sinalizagdo do receptor
EP,4 esta relacionada com o aumento dos niveis de AMPc (Regan et al., 1994).

O DNACc para o receptor EP4 humano codifica uma cadeia polipeptidica de 488
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aminoacidos. O receptor EP4 é expresso no timo, no ileo, no pulméo, no baco,
na adrenal e nos rins (Honda et al., 1993; Breyer et al., 1996; Bastien et al.,
1997).

Apesar de ambos os receptores EP, e EP4 serem acoplados a proteina
Gs resultando em estimulagdo da adenilil ciclase e aumento dos niveis de
AMPc (Honda et al., 1993; Regan et al., 1994), o receptor EP, se acopla mais
fracamente a proteina Gs do que o receptor EP, (Fujino et al., 2002). A
estimulacao dos receptores EP4, mas nao dos receptores EP,, pela PGE; leva
a fosforilagdo da ERK MAPK (proteina quinase regulada por sinal extracelular
da familia das proteinas quinase ativadas por mitdégenos) (Fujino et al., 2003).

Os receptores EP, e EP4 diferem-se tanto na capacidade de ligagéao
farmacolégica como estruturalmente. O receptor EP4 apresenta sequéncia mais
longa na cadeia C-terminal quando comparado com o receptor EP,, e contém
38 residuos de serina e de treonina, que atuam como multiplos sitios de
fosforilagdo enquanto o receptor EP, apresenta uma pequena regidao C-
terminal. Isto sugere que o receptor EP4 pode ser um alvo para fosforilagao
dependente de agonistas bem como dessensibilizagdo, enquanto que o
receptor EP, € insensivel a esses efeitos. De fato, Nishigaki e colaboradores
(1996) demonstraram que o receptor EP4, mas nao o receptor EP,, sofre rapida
dessensibilizagcdo apds estimulagdo por agonista. Estes estudos foram
realizados em camundongos, mas analises subsequentes do receptor EP4
humano também identificaram residuos de serina na regido C-terminal que
podem ser alvos para fosforilagdo e subsequente dessensibilizagdo (Bastepe e

Ashby, 1999).

16



Introducéo

Receptores prostandides na inflamagao

Como citado anteriormente dor, calor, rubor e tumor sio sinais classicos
do processo inflamatério. Esses sintomas sado causados pelo aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular resultando na formacdo de edema.
Estudos prévios demonstraram que as prostaglandinas s&o os primeiros
mediadores envolvidos na vasoditagdo que ocorre no processo inflamatério e
sinergizam com outros mediadores como a histamina e bradicinina
promovendo aumento na permeabilidade vascular e edema. Estes estudos
também demonstraram que a PGE, e a PGIl, sao os prostandides mais
potentes, entre todos os prostandides, além de estarem presentes em altas
concentragdes nos sitios de inflamacgao (Davies et al., 1984).

Apesar da importancia da PGE,; ser reconhecida no processo
inflamatdrio, os subtipos de receptores e as vias de sinalizacdo envolvidas nas
acdes inflamatérias da PGE; ainda ndo estdo completamente elucidados.
Neste estudo, ndés investigamos, através da utilizagcdo de ferramentas
farmacoldgicas e de biologia molecular, os subtipos de receptores EP, assim
como algumas das vias de sinalizagdo envolvidas na resposta edematogénica
induzida pela PGE; na pata de camundongos. Dentro do arsenal terapéutico
para o tratamento de disturbios inflamatérios, o medicamento ideal seria aquele
com atividade antiinflamatéria semelhante aos antiinflamatoérios ndo esteroidais
e com menos efeitos adversos. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na

inflamacao induzida pela PGE; é de fundamental importancia neste contexto.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Objetivo geral
O objetivo do presente estudo foi analisar, através de estudos
farmacoldgicos e de biologia molecular, alguns dos mecanismos envolvidos na

resposta edematogénica induzida pela PGE; na pata de camundongos.

2. Objetivos especificos

2.1. Analisar, com o auxilio de antagonistas seletivos, a participacédo dos
subtipos de receptores prostandides na resposta edematogénica induzida pela

PGE; e carragenina na pata de camundongos.

2.2. Verificar o papel da proteina G do tipo inibitéria (G;), da fosfolipase C e de

algumas proteinas quinase sobre o edema de pata induzido pela PGE-.

2.3. Investigar o possivel envolvimento das fibras aferentes sensiveis a
capsaicina, de neuropetideos e do receptor vaniléide sobre o edema de pata

induzido pela PGE-.

2.4. Avaliar a participacédo dos mastdcitos sobre a resposta edematogénica

induzida pela PGE-.

2.5. Analisar o envolvimento de produtos das ciclooxigenases sobre o edema

de pata induzido pela PGE..
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Materiais e Métodos

MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos
Suigos machos (25-35g) fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os camundongos foram mantidos em camaras
ventiladas (ALESCO), com temperatura e umidade controlada (22 + 2 °C e 60-
80%, respectivamente), em ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a
agua e ragdo. Os animais foram aclimatizados no laboratério durante um
periodo de, pelo menos, 1 hora e os experimentos foram realizados entre 8:00
e 18:00 horas. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
indicacbes para o cuidado com animais de laboratério e recomendacgdes éticas
para experimentos com animais conscientes (Zimmermann, 1983) e foram
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (protocolo numero 262/CEAU e

23080.035334/2003-16/UFSC).

2. Procedimentos experimentais

2.1. Medida do edema de pata

Os experimentos de edema de pata foram realizados conforme descrito
por Campos e Calixto (1995), com pequenas modificacbes. Os animais
receberam por via intraplantar, na pata direita, 20 pl de salina tamponada (PBS;
composi¢cao em mmol/litro NaCl 137, KCI 2.7 e tampao fosfato 10) contendo

PGE, (0,1-10 nmol/pata), carragenina (300 pg/pata) ou capsaicina (1
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nmol/pata). A pata esquerda recebeu o mesmo volume de PBS e foi utilizada
como controle. O aumento do volume da pata foi medido pletismometricamente
(Pletismdmetro, Ugo Basile) em varios intervalos de tempo de acordo com cada
agente flogistico (15, 30, 45 e 60 minutos; 30, 60, 120, 180 e 240; 10, 20, 30 e
60 minutos apdés a injecdo de PGE;, -carragenina e capsaicina,
respectivamente). A diferenga entre o volume das patas direita e esquerda foi

quantificada (ul) e tomada como indice de edema.

2.2. Analise da participagao dos subtipos de receptores EP

A fim de avaliar os subtipos dos receptores EP envolvidos na resposta
edematogénica induzida pela PGE; (3 nmol/pata), os animais receberam uma
injecao intraplantar de AH6809 (um antagonista seletivo do receptor EP,, 10
nmol/pata), L826266 (um antagonista seletivo do receptor EP3;, 10 nmol/pata)
ou L161982 (um antagonista seletivo do receptor EP4, 10 nmol/pata) contendo
PGE,. Em outro grupo experimental, os animais receberam L826266 (0,1-10
nmol/pata) 30 minutos antes da inje¢cao de PGE; (3 nmol/pata).

Com o objetivo de verificar os subtipos de receptores EP envolvidos na
resposta edematogénica induzida pela carragenina (300 pg/pata), os animais
receberam uma injecao intraplantar de AH6809 (10 nmol/pata), L826266 (10
nmol/pata) ou L161982 (10 nmol/pata) contendo carragenina. Em outro grupo
experimental, os animais receberam L826266 (10 nmol/pata) 120 minutos apds
a injecdo de carragenina. As respostas inibitérias foram analisadas
comparando-se o0 edema produzido pela PGE; ou carragenina, na presenga ou
auséncia dos antagonistas seletivos. As doses utilizadas dos inibidores foram

escolhidas com base em experimentos preliminares (Kassuya et al., 2005).
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2.3. Analise da participagao da proteina G do tipo inibitéria (G;) e da PLC

Com o intuito de verificar se a proteina G sensivel a toxina pertussis (Gj)
participa na formacao do edema de pata induzido pela PGE;, os animais foram
pré-tratados com toxina pertussis (10 ng/pata), 20 minutos antes da injecéo
intraplantar de PGE,. O grupo controle recebeu o mesmo volume (20 pl) de
veiculo, 20 minutos antes da injecdo de PGE,. A resposta inibitéria foi
analisada comparando-se o edema produzido pela PGE, em animais pré-
tratados com toxinas pertussis em relagao ao veiculo.

Em outro grupo experimental, a fim de avaliar a participagdo da PLC na
resposta edematogénica induzida pela PGE;, os animais receberam injecéo
intraplantar de um inibidor seletivo da PLC, o U73122, na dose de 1 pmol/pata
em associacdo com a PGE; (3 nmol/pata). A resposta inibitoria foi analisada
comparando-se o edema produzido pela PGE; na presenca ou auséncia deste
inibidor. As doses utilizadas de toxina pertussis e do inibidor da PLC foram
escolhidas com base em dados da literatura (Inoue et al., 2003, Ferreira et al.,

2004).

2.4. Analise da participagcao de algumas de proteinas quinase

Para investigar o envolvimento de algumas proteinas quinase sobre o
edema de pata induzido pela PGE; (3 nmol/pata), os animais receberam, em
conjunto com a PGE,, inibidores seletivos das seguintes quinases: H89 (PKA, 3
nmol/pata), GF109203X (PKC, 3 nmol/pata), SP600125 (JNK, 30 nmol/pata),
PD98059 (MEK, 30 nmol/pata) ou SB203580 (p38, 30 nmol/pata). As doses

utilizadas dos inibidores foram escolhidas com base em dados da literatura ou

23



Materiais e Métodos

experimentos preliminares (Cunha et al. 2004; Ferreira et al., 2005; Kassuya et

al., 2005).

2.5. Participagao das fibras sensiveis a capsaicina

A fim de avaliar o possivel envolvimento das fibras sensoriais aferentes
primarias sensiveis a capsaicina na formacao do edema de pata induzido pela
PGE;, os camundongos foram tratados durante o periodo neonatal (no
segundo dia de vida) com capsaicina (50 mg/kg, s.c.). O tratamento foi
realizado com o propodsito de induzir degeneracéao irreversivel de neurdnios
nao-mielinizados aferentes, especialmente fibras C (Holzer, 1991). Animais do
grupo controle receberam, através da mesma via de administragdo, volume
similar de veiculo utilizado para dissolver a capsaicina (etanol 10%, Tween-80
10% e PBS 80%) como descrito anteriormente por Gamse (1982). Os animais
foram utilizados 6-7 semanas ap6s o tratamento neonatal com capsaicina. Com
o objetivo de comprovar se realmente ocorreu a degeneragao das fibras C
primarias sensiveis a capsaicina, os animais foram submetidos ao teste de
limpeza dos olhos como descrito por l|keda e colaboradores (2001).
Resumidamente, 20 uyl de uma solugdo de capsaicina 0,01% (p/v) foram
instilados dentro de um dos olhos e foi contado o numero de movimentos
limpeza que ocorreram no periodo subsequiente de 1 minuto. Os animais que
limparam seus olhos no maximo 5 vezes foram considerados
dessensibilizados. O edema foi induzido pela inje¢ao intraplantar de PGE; (3

nmol/pata) e medido como descrito anteriormente.
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2.6. Analise da participagao do receptor vaniléide 1 (TRPV1)

Com o objetivo de verificar a possivel participagao do receptor vanildide
1 na resposta edematogénica induzida pela PGE;, os animais receberam
injecao intraplantar dos antagonistas do receptor TRPV1 capsazepina (1
nmol/pata) ou de SB 366791 (1 nmol/pata) em associagdo a PGE; (3
nmol/pata) ou a capsaicina (1 nmol/pata). A resposta inibitéria foi analisada
comparando-se o edema produzido pela PGE,, na presenga ou auséncia dos
antagonistas. As doses utilizadas dos antagonistas foram escolhidas com base

em dados da literatura (Ferreira et al., 2005).

2.7. Andlise da participacao das taquicininas e do peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP)

Com o propdsito de avaliar o envolvimento das taquicininas no edema
de pata induzido pela PGE,; e de capsaicina, os animais receberam os
antagonistas seletivos dos subtipos dos receptores taquicininérgicos NKy, NK>
ou NKj, respectivamente FK 888 (1 nmol/pata), SR 48968 (0,5 nmol/pata) ou
SR 142801 (1 nmol/pata) em combinacdo com PGE; (3 nmol/pata) ou
capsaicina (1 nmol/pata). A resposta inibitéria foi analisada comparando-se o
edema produzido pela PGE; ou capsaicina na presenca ou auséncia dos
antagonistas seletivos.

Para avaliar o envolvimento do CGRP no edema de pata induzido pela
PGE; e da capsaicina, um grupo de animais foi tratado com um antagonista
seletivo de receptores para CGRP, o fragmento CGRPg 37 (0,5 nmol/pata), em
associagdao com PGE; (3 nmol/pata) ou capsaicina (1 nmol/pata). A resposta

inibitéria foi analisada comparando-se o edema produzido pela PGE;, na
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presenga ou auséncia do antagonista seletivo. As doses utilizadas dos
antagonistas foram escolhidas com base em dados da literatura (Santos e

Calixto, 1997; Beirith et al., 2003).

2.8. Participacao dos mastocitos

A participacao da ativagdo dos mastdcitos na resposta edematogénica
induzida pela PGE,; também foi avaliada. Para isso, os animais receberam o
estabilizador de mastdcitos, cromoglicato de sédio (800 pg/pata) ou veiculo
(PBS, 20 ul) 15 minutos antes da injecao intraplantar de PGE; (3 nmol/pata).
Em outro grupo experimental, o cromoglicato de sédio foi administrado 15
minutos antes da inje¢cdo do veiculo (PBS, 20 ul). A resposta inibitoria foi
analisada comparando-se o edema produzido pela PGE,, na presenga ou
auséncia de cromoglicato de sédio. A dose utilizada do cromoglicato de sodio

foi escolhida com base em dados da literatura (Parada et al., 2001).

2.9. Analise da participagao de produtos das ciclooxigenases (COX)

Com o propdsito de avaliar se existe a participagao de prostandides no
edema de pata induzido pela PGE;, os animais receberam injecao intraplantar
de valeril salicilato (10 nmol/pata), um inibidor seletivo da enzima COX-1, ou
rofecoxib (10 nmol/pata), um inibidor seletivo da enzima COX-2 em associagao
com PGE; (3 nmol/pata). A resposta inibitoria foi analisada comparando-se o
edema produzido pela PGE,, na presenga ou auséncia dos inibidores. As
doses utilizadas para os inibidores foram escolhidas de acordo com dados da

literatura (Bhattacharyya et al., 1995, Ferreira et al., 2005).
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2.10. Ativacao de MAPKs e PKC apés a injegao intraplantar de PGE..

Com o objetivo de avaliar a possivel ativacdo das MAPKs e da PKC
apos a injegao intraplantar de PGE,, foi utilizada a técnica de Western blot
como descrito previamente por Ferreira et al. (2005) e André et al. (2004) com
pequenas modificagdes. Para tal, os animais receberam PGE; (3 nmol/pata) na
pata direita e os tecidos subcuténeos das patas injetadas foram removidos em
diferentes intervalos de tempo. Em outro grupo experimental, a fim de avaliar
se o pré-tratamento com o antagonista do receptor EP3; L826266 era capaz de
prevenir a ativacdo dessas proteinas quinase, 0os animais receberam injecao
intraplantar de L826266 (10 nmol/pata) trinta minutos antes da administragao
de PGE; (3 nmol/pata). Ap6s 10 (ERK), 15 (JNK e p-38) ou 30 minutos (PKC-a)
da administracdo de PGE; na pata direita, os tecidos subcutdneos das mesmas
foram removidos. Nos dois grupos experimentais os animais tratados com PBS
foram utilizados como controle.

Nesta série de experimentos, os tecidos foram preparados como descrito
por Ferreira et al. (2005). Brevemente, as amostras de tecido foram
homogeneizadas em tampao gelado contendo: tris—HCI 100 mM pH 7.4, EDTA
2mM, NaF 200 mM e inibidores de proteases (aprotinina 2 ug/ml, fluoreto de
fenilmetanosulfonila 0,1 mM, ortovanadato de sédio 2 mM). O homogenato foi
submetido a uma primeira centrifugagdo a 1000 x g, por 10 minutos a 4 °C. O
precipitado desta centrifugacao foi descartado e o sobrenadante foi novamente
centrifugado a 35000 x g, por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi
considerado a fracao citosolica e o precipitado a fragao rica em membrana. A
concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BioRad

Protein Assay Kit). As amostras foram estocadas a - 80 ° C até a utilizagéo.
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As amostras de proteinas (40 pug para JNK, 50 ug para PKC-a e 70 ug
para ERK e p38 das fragbes citosdlicas e 10 ug para a fragdo particulada de
PKC-a) foram adicionadas em tampao contendo: Tris 200 mM, glicerol 10%,
SDS 2%, B-mercaptoetanol 2,75 mM e azul de bromofenol 0,04% e, em
seguida, foram fervidas durante 5 minutos. As proteinas, obtidas como descrito
anteriormente, foram separadas por eletroforese (SDS-PAGE) em gel de
acrilamida 10%, sendo logo depois eletrotransferidas para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF). Apés a transferéncia, a fim de evitar ligacao
nao especifica do anticorpo, a membrana foi incubada primeiramente com leite
desnatado diluido em TBS, por um periodo de 60 minutos. Em seguida, a
membrana foi incubada com um dos seguintes anticorpos para as proteinas de
interesse: PKC-a, forma fosforilada para as proteinas p38, ERK e JNK (Santa
Cruz Biotechnology). A visualizagdo das proteinas foi realizada utilizando
anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas
imunoreativas foram visualizadas utilizando-se kit de aumento de
quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech., EUA) e filme

radiografico, segundo recomendagdes do fabricante.

3. Drogas e reagentes

Foram utilizadas as seguintes drogas: AHG6809 e valeril salicilato
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, EUA); aprotinina, capsaicina,
carragenina lambda, CGRPsg37, cromoglicato de sodio, EDTA, fluoreto de
fenilmetanosulfonila (PMSF), fluoreto de sodio, glicerol, H89, ortovanadato de
sédio, PGE,, tabletes de PBS, toxina pertussis, U73122 (Sigma, St. Louis,

EUA); capsazepina, GF109203x, PD98059, SB203580, SB366791 e SP600125
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(Tocris Cookson, Baldwin, EUA); tris-HCI (Merck, Darmstadt, Alemanha); [3-
mercaptoetanol e azul de bromofenol (Amersham Pharmacia Bioteck,
Buckinghamshire, Reino Unido); anticorpo policlonal anti-actina e anti-formas
fosforiladas de PKC-a, JNK, p38 e ERK (Santa Cruz, Califérnia, EUA). FK888
foi gentilmente doado por Fujisawa Pharmaceutical (Osaka, Jap&do). SR48968 e
SR142801 foram gentiimente cedidos pela Sanofi Recherche (Montpellier,
Franga). L826266 e L161982 foram gentilmente doados pela Merck Froost
(Kirkland, Canada). O composto rofecoxib foi gentilmente doado pela Merck &
Co. Inc. (Whitehouse Station, EUA). As solugbes estoques da maioria das
solugdes foram preparadas em 100% de etanol, com exce¢do de cromoglicato
de sédio, CGRPg.37, AH6809 que foram diluidos em agua destilada, PBS e em
uma solugdo de NaHCOs; a 1%, respectivamente. Todas as drogas foram
armazenadas em tubos siliconizados, mantidos a -20 °C até a utilizac&do. Todas
as drogas foram diluidas na concentragcdo desejada, em solugdo de tampéo
fosfato (PBS) imediatamente antes do uso. A concentragdo final de etanol ndo
excedeu 0,5%, a qual ndo apresenta efeito sobre a resposta edematogénica
induzida pelos agentes flogisticos. Aléem disso, a solugdo de NaHCO3 a 1%, por
si sO, ndo apresentou efeito sobre a resposta edematogénica induzida pela

PGE; ou carragenina.

4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média de 4
a 7 animais por grupo, exceto os valores de DE5g ou Dlsp (por exemplo: a dose
do agonista necessaria para produzir 50% da resposta edematogénica maxima

ou a dose do antagonista necessaria para reduzir a resposta do agonista em
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50% em relagédo ao valor maximo do controle), que estdo apresentados como
as meédias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de
confianga de 95%. Os valores de DEsy e IDsy foram calculados através do
programa GraphPad Prism. As porcentagens de inibicdo representam a média
das inibicdes obtidas para cada experimento individual no pico do edema (10,
30 e 120 minutos ap6s a administragdo de capsaicina, PGE, e carragenina,
respectivamente). No edema de pata induzido pela carragenina, onde o
antagonista L826266 foi administrado 120 minutos apds a inje¢do do agente
edematogénico, a porcentagem de inibicdo foi calculada com base nos
resultados obtidos no tempo de 180 minutos apds a carragenina. A analise
estatistica dos resultados foi realizada por meio do teste “t” de Student ou por
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett ou Student-
Newman-Keuls, quando apropriado. Valores de P menores do que 0,05

(P<0,05) foram considerados como indicativos de significancia de estatistica.
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RESULTADOS

1. Edema de pata induzido pela injecao intraplantar de PGE;

A injecao intraplantar de PGE; (0,1-10 nmol/20ul) na pata traseira de
camundongos induziu a formacédo de um edema local, de maneira dependente
de tempo e de dose, que foi caracterizado pelo aumento no volume da pata
injetada (Figuras 3Ae 3B). A resposta edematogénica induzida pela injecéo
intraplantar de PGE; foi evidenciada apds 15 min da aplicagdo, com resposta
maxima em 30 minutos, diminuindo entre 30 e 120 minutos. O valor da DEs, (e
limite de confianca 95%) para este efeito foi 0,42 (0,29-0,54) nmol/pata e o

efeito maximo foi 80,0 + 3,0 ul (Figura 3).

A —% Controle —e— PGE; (1 nnol/pata) B
—— PGE, (0,1 nnol/pata) —e— PGE; (3 nnol/pata)
—— PGE, (0,3 nnol/pata) —¢— PGE, (10 nmol/pata)
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Figura 3. Edema de pata induzido pela PGE,. (A) Efeito temporal da inje¢éo intraplantar de
diferentes doses de PGE, em camundongos. (B) Efeito dose resposta 30 minutos apos a
injecdo de PGE, na pata de camundongos. Os valores representam a diferenga de volume (em
microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 ul de PBS) e a pata tratada com PGE; (3
nmol/pata). Cada ponto representa a média de 4-7 animais e as linhas verticais, os e.p.m.
Linhas de erro inaparentes encontram-se no interior dos simbolos. Difere significativamente do
grupo controle (PBS) ** P<0,01.
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2. Caracterizagao dos subtipos de receptores EP envolvidos na resposta

edematogénica induzida pela PGE; na pata de camundongos

Como pode ser observado na figura 4, o edema de pata induzido pela
PGE- foi inibido de maneira significativa pela co-inje¢gdo do antagonista seletivo
do receptor EP3 L826266 (10 nmol/pata), com inibicdo de 52,9 + 8,3%. Por
outro lado, a resposta edematogénica induzida pela PGE; nao foi alterada pela
co-administracdo dos antagonistas seletivos dos receptores EP, AH6809 (10
nmol/pata) ou EP4 L161982 (10 nmol/pata) (Figura 4A). Entretanto, o L826266
nao foi capaz de inibir a resposta edematogénica induzida pela PGE; no tempo
de 15 minutos. A fim de verificar se a falta de inibicdo era devido a um lento
inicio de agcdo do antagonista, os animais receberam localmente, 30 minutos
antes da injecdo de PGE,, uma injec&o intraplantar de L826266. Como pode
ser observado nas figuras 4A e 4B, este pré-tratamento promoveu acentuada
inibicdo (80,8 = 5,5%) no edema de pata induzido pela PGE, em
camundongos, de maneira dose dependente. O valor médio da |Ds, calculado
utilizando os valores obtidos com o pré-tratamento, foi 0,36 (0,05 - 1,82)
nmol/pata. Esses resultados indicam que a resposta edematogénica induzida
pela PGE, parece ser mediada principalmente pela ativacdo do subtipo de

receptor EPs.
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Figura 4. (A) Efeito dos antagonistas dos receptores EP,, EP; e EP, sobre a resposta
edematogénica induzida pela PGE, na pata de camundongos. O AH6809 (V, antagonista do
receptor EP,, 10 nmol/pata), o L826266 (M, antagonista do receptor EP3, 10 nmol/pata) e o
L161982 (¢, antagonista do receptor EP, receptor, 10 nmol/pata) foram administrados
juntamente com a PGE, (3 nmol/pata). O antagonista do receptor EP; L826266 (0, 10
nmol/pata) também foi administrado 30 minutos antes da injecdo de PGE,. (B) Efeito dose
resposta do antagonista seletivo do receptor EP; sobre a resposta edematogénica induzida
pela PGE, na pata de camundongos no tempo de 30 minutos. L826266 (0,1-10 nmol/pata) foi
administrado localmente 30 minutos antes da injegdo de PGE, (3 nmol/pata). Os valores
representam a diferenca de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 pl
de PBS) ou com PGE,+antagonistas. Cada ponto representa a média de 4-7 animais e as
linhas verticais, os e.p.m. Linhas de erro inaparentes encontram-se no interior dos simbolos.

Difere significativamente do grupo controle (PGE;) ** P < 0,01.
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3. Caracterizagao dos subtipos de receptores EP envolvidos na resposta

edematogénica induzida pela carragenina na pata de camundongos

A formacdo de edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos foi inibida de forma marcante pela co-injegdo do antagonista
seletivo do receptor EP3; L826266 (10 nmol/pata), com inibicdo de 84,0 £ 5,6%
(Figura 5C). Entretanto, o L826266 também foi capaz de inibir a resposta
edematogénica induzida pela carragenina somente até o tempo de 120
minutos. Com o intuito de verificar se isto era decorrente da farmacocinética do
antagonista ou se ndo estava mais ocorrendo a participagdo dos prostandides
na resposta edematogénica induzida pela carragenina, os animais receberam
localmente, 120 minutos apds a injecdo de carragenina, uma injecao
intraplantar de L826266 (10 nmol/pata). Como pode ser observado na figura
5D, este tratamento foi capaz de inibir de maneira significativa a resposta
induzida pelo agente flogistico (77,8 + 6,9%) nos tempos de 180 e 240 minutos.
Esse resultado sugere que a falta de inibigdo no tempo 120 minutos decorre do
curto tempo de meia-vida do antagonista. Por outro lado, a resposta
edematogénica induzida pela carragenina nao foi alterada significativamente
pela co-administragdo do antagonista do receptor EP4 L161982 (10 nmol/pata)
(Figura 5B). Além disso, a co-administragdo do antagonista do receptor EP;
AH6809 (10 nmol/pata) aumentou discretamente o edema de para causado

pela carragenina nos tempos de 30 a 120 minutos (Figura 5A).
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Figura 5. Efeito dos antagonistas dos receptores EP,, EP; e EP, sobre a resposta
edematogénica induzida pela carragenina na pata de camundongos. (A) AH6809 (antagonista
do receptor EP,, 10 nmol/pata), (B) L161982 (antagonista do receptor EP, receptor, 10
nmol/pata) e (C) L826266 (antagonista do receptor EP3;, 10 nmol/pata) foram administrados
juntamente com a carragenina (300 pg/pata). (D) O antagonista do receptor EP; L826266 (10
nmol/pata) foi administrado localmente 120 minutos ap6s a injegao de carragenina. Os valores
representam a diferenga de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 pl
de PBS) ou com carragenina+antagonistas. Cada ponto representa a média de 4-7 animais e
as linhas verticais, os e.p.m. Linhas de erro inaparentes encontram-se no interior dos simbolos.

Difere significativamente do grupo controle (Cg) * P < 0,05, ** P < 0,01.
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4. Participacao da proteina G do tipo inibitéria (G;) e da PLC

Os resultados da figura 6 A demonstram que o pré-tratamento dos
animais com a toxina pertussis (10 ng/pata), 20 minutos antes da administracao
de PGE_, foi capaz de inibir de maneira significativa a resposta edematogénica
induzida pela PGE; em 85,7 + 5,8%. Da mesma maneira, o edema de pata
induzido pela PGE, em camundongos foi significativamente reduzido pelo

tratamento com o inibidor seletivo da PLC U73122, na dose de 1 pmol/pata, em

76,6 + 3,3%.
A —e— PBS + PGE, (3 nmol/pata) B —e— PGE,; (3 nnol/pata)
—o— Txpertussis (10 ng/pata) + PGE ,, (3 nnol/pata) —e— + Ur3122 (0,001 nnol/pata)
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Figura 6. (A) Efeito da toxina pertussis sobre a resposta edematogénica induzida pela PGE; na
pata de camundongos. Os animais foram pré-tratados com toxina pertussis (10 ng/pata), 20
minutos antes da injecdo intraplantar de PGE,. O grupo controle recebeu o mesmo volume (20
pl) de veiculo, 20 minutos antes da injecao de PGE,. (B) Efeito do inibidor da PLC sobre o
edema de pata induzido pela PGE,. Os animais receberam uma inje¢ao intraplantar do inibidor
seletivo da PLC (U73122, 1 pmol/pata) em associagdo com a PGE;, (3 nmol/pata). Os valores
representam a diferenca de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 pl
de PBS) ou com as drogas. Cada ponto representa a média de 4-7 animais e as linhas

verticais, os e.p.m. Difere significativamente do grupo controle (PGE,) ** P < 0,01.
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5. Participagao de proteinas quinase

O envolvimento da ativagdo das proteinas quinase foi inicialmente
avaliado pelo uso de inibidores especificos. O tratamento combinado de PGE»
com o inibidor da PKC, o GF109203X (3 nmol/pata), ou com os inibidores da
JNK, o SP600125 (30 nmol/pata), da MEK1, o PD98059 (30 nmol/pata) ou da
p38, o SB203580 (30 nmol/pata) foi capaz de reduzir de forma significativa a
resposta edematogénica induzida pela PGE, em camundongos (Figura 7A e
7B). As inibicdes observadas, 30 minutos apds a administragcao de PGE,, foram
54,5 + 5,8%, 51,5 + 4,9%, 64,0 £ 3,6% e 48,6 £ 2,2%, respectivamente. Por
outro lado, o inibidor da PKA H89 (3 nmol/pata) ndo foi capaz de alterar de
maneira significativa a resposta edematogénica mediada pela PGE; (3

nmol/pata) (Figura 7A).

A —e—PGE, (3 nmol/pata) B —e— PGE, (3 nmol/peta)
—=— + GF109203X (3 nnol/pata) —a— + SB203580 (30 nmol/pata)
1004 —&— + HB9 (3 nmalpeta) 100 —&— *+ PD38059 (30 nmal/peta)
—o— + SPB00125 (30 nmol/pata)

A Volume da pata (ul)
e

*k
T **
**
C L v ) v
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Tempo ap6s ainjegdo de PGE, (min) Tempo apos ainjegdo dePGE, (min)

Figura 7. Efeito dos inibidores seletivos de (A) PKC e PKA e (B) MAPKs sobre a resposta
edematogénica induzida pela PGE,. H89 (inibidor da PKA, 3 nmol/pata), GF 109203X (inibidor
da PKC, 3 nmol/pata), SP600125 (inibidor da JNK, 30 nmol/pata), PD98059 (inibidor da MEK,
30 nmol/pata), SB203589 (inibidor da p38, 30 nmol/pata) foram administrados em associag¢ado
com a PGE; (3 nmol/pata). Os valores representam a diferenga de volume (em microlitros)
entre as patas tratadas com veiculo (20 ul de PBS) ou com as drogas. Cada ponto representa a
média de 4-7 animais e as linhas verticais, os e.p.m. Difere significativamente do grupo controle
(PGE;) * P<0,05, ** P < 0,01.
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6. Ativagao da PKC-a apds a injegao intraplantar de PGE;

Com o objetivo de confirmar a participacdo da PKC-a na reposta
edematogénica induzida pela injecdo intraplantar de PGE,, foi realizado o
ensaio de Western blot. Os resultados da figura 8 demonstram que a injecao
intraplantar de PGE; (3 nmol/pata) induz a translocagao da isoforma PKC-a do
citosol para a membrana, um indicativo de ativacado desta proteina. O inicio do
processo de ativacao foi verificado aos 10 minutos apds a administragdo de
PGE; e a resposta maxima da ativagao ocorreu em 30 min.

Além disso, a figura 8 demonstra que a injecéo intraplantar de PGE:
resultou em marcante ativacdo da PKC-a. No entanto, o pré-tratamento dos
animais com o antagonista do receptor EP3, 30 min antes da injecao de PGE,,

nao foi capaz de prevenir a ativagao desta enzima.
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Figura 8. (A e B) Decurso temporal (min) para a ativagdo da proteina quinase C (PKC-a) apos
a injegdo de PGE, (3 nmol/pata). (C e D) Efeito do antagonista do receptor EP3; sobre a
ativacao da PKC-a. Trinta minutos antes da administracdo de PGE,, os animais receberam
uma injecdo intraplantar de L826266 (10 nmol/pata). Nos dois grupos experimentais as
amostras foram preparadas 30 min ap6s a inje¢do de PGE, (3 nmol/pata). Painéis 1 (A1-D1):
fotografias das bandas imunoreativas para a PKC-a. Painéis 2 (A2-D2): analise densitométrica
das bandas imunoreativas. (B) = basal (animais tratados com PBS). As barras correspondem a
média de trés experimentos + E.P.M. Significativamente diferentes do grupo Basal, * P< 0,05,

* P <0,01.
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7. Ativacao das MAPKs apés a injegao intraplantar de PGE;

Com o objetivo de confirmar o possivel envolvimento das MAPK na
resposta edematogénica causada pela injecao intraplantar de PGE,, foi
realizado o ensaio de Western blot para a forma fosforilada (forma ativa) destas
enzimas. Os resultados mostrados na figura 9 indicam que um baixo nivel de
ativacdo dessas proteinas é observado em condi¢gdes basais. A injegcao
intraplantar de PGE; resulta em aumento marcante no nivel de fosforilagao das
proteinas quinase p38 MAPK, ERK e JNK. O inicio do processo de ativacao
dessas proteinas foi verificado aos 5 minutos apds a administracao de PGE,. A
resposta maxima de fosforilacdo da p38 MAPK ocorreu em 30 min, para a JNK
ocorreu em 5 min, enquanto que para a ERK o pico de resposta ocorreu em 10
minutos.

Os resultados apresentados na figura 10 demonstram que a injegcéo
intraplantar de PGE; resultou em uma ativagdo marcante da ERK (4.8 vezes),
JNK (1.8 vezes) e p38 MAPK (2.3 vezes) nos tempos de 10 (ERK) e 15 (JNK e
p38 MAPK) minutos apds a administragdo de PGE,. Além disso, pode ser
observado que o pré-tratamento dos animais com o antagonista do receptor
EP3;, 30 min antes da injecdo de PGE,, foi capaz de prevenir de maneira
marcante a ativacdo dessas enzimas. As inibicdes observadas foram 73.3 %
8.1%, 625 + 125 % e 67.8 + 3.5 %, para ERK, JNK e p38 MAPK,
respectivamente. Adicionalmente, a ativacao dessas proteinas foi muito mais
pronunciada nesses experimentos em relagdo aos resultados demonstrados
acima (Figura 9). Essa diferenca de resposta pode ser decorrente da utilizagcéo

de diferentes grupos de animais.
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Figura 9. Decurso temporal (min) para a ativagdo das proteinas quinase ativadas por
mitégenos apds a injecdo de PGE, (3 nmol/pata). Painéis 1: fotografias das bandas
imunorreativas para as MAPKs e actina. Painéis 2: andlise densitométrica das bandas
imunorreativas. As barras correspondem a média de trés experimentos * E.P.M.
Significativamente diferentes do grupo Basal, * P< 0,05, ** P < 0,01. (A) p38 MAPK fosforilada,
(B) ERK fosforilada, (C) JNK fosforilada e (D) actina.

42



Resultados

A B1

g
8

p-38 (fosforilada)
(densidade arbitraria)
g
ERK (fosforilada)
(densidade arbitraria)
3

?
b

B Veiculo 1826266 B Veiculo 826266

(10 nmol/pata)

15 minutos apés injegao de PGE ,

C1

(10 nmol/pata)

15 minutos ap6s inje¢ao de PGE ,

D1

C2 #

2

_|

JNK (fosforilada)
(densidade arbitraria)
g
Actina
(densidade arbitraria)

b

B Veiculo 1826266 B Veiculo 826266
(10 nmol/pata) (10 nmol/pata)

15 minutos apés injecao de PGE , 15 minutos ap6s injecédo de PGE ,

Figura 10. Efeito do antagonista do receptor EP; sobre a ativagao das MAPKs. Trinta minutos
antes da administragdo de PGE, (3 nmol/pata), os animais receberam uma injecao intraplantar
de L826266 (10 nmol/pata). As amostras foram preparadas apos 10 (ERK) ou 15 min (JNK e p-
38) da injecdo do agente flogistico em questdo. Painéis 1: fotografias das bandas
imunorreativas para as MAPKs e actina. Painéis 2: andlise densitométrica das bandas
imunorreativas. As barras correspondem a média de trés experimentos * E.P.M.
Significativamente diferentes do grupo Controle (PGE;), * P< 0,05, ** P < 0,01. (A) p38 MAPK
fosforilada, (B) ERK fosforilada, (C) JNK fosforilada e (D) actina.
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8. Participagao das fibras sensiveis a capsaicina

Os resultados mostrados na figura 11 indicam que o tratamento neonatal
dos animais com a capsaicina (50 mg/kg, s.c.) inibiu em 66,6 + 6,6% a resposta
edematogénica induzida pela PGE; (3 nmol/pata). Além disso, o tratamento
neonatal com o veiculo utilizado para dissolver a capsaicina ndo causou efeito

significativo sobre o edema de pata induzido pela PGE; (Figura 11).

100/ —@— \eiculo neonatal + PGE, (3 nnol/pata)
—6— Capsaicina neonatal + PGE ,, (3 nnol/pata)

A Volume da pata (pl)

Termpo apds ainecdo de PGE 5 (min)

Figura 11. Efeito do tratamento neonatal (2 dias) com veiculo (1 ml/kg, s.c.) ou capsaicina (50
mg/kg, s.c.) sobre o edema de pata induzido pela PGE, (3 nmol/pata). Os valores representam
a diferenga de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 ul de PBS) ou
com PGE,. Cada ponto representa a média de 4-6 animais e as linhas verticais, os e.p.m.

Difere significativamente do grupo controle (PGE,). ** P < 0,01.
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9. Participagao do receptor vaniléide 1 (TRPV1)

De maneira semelhante a PGE,, a injecao intraplantar de capsaicina na
pata traseira de camundongos foi capaz de induzir aumento no volume da pata.
A resposta edematogénica induzida pela inje¢ao intraplantar de capsaicina
atingiu sua maior magnitude no tempo de 10 minutos.

Como pode ser observado na figura 12, o tratamento com o antagonista
seletivo do receptor TRPV1 (SB 366791, 1 nmol/pata) foi capaz de inibir de
maneira marcante tanto a resposta edematogénica induzida pela PGE; (3
nmol/pata), quanto a induzida pela capsaicina. As porcentagens de inibicao
foram de 53,8 + 4,1% e 90,6 + 5,4%, respectivamente. Por outro lado, o
tratamento com o antagonista do receptor TRPV1 capsazepina (1 nmol/pata)
nao foi capaz de inibir a resposta edematogénica induzida pela PGE,. No
entanto, a administracdo de capsazepina na dose de 1 nmol/pata inibiu a
resposta edematogénica induzida pela capsaicina (1 nmol/pata) em 50,7 *

4,8%.
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Figura 12. Efeito dos antagonistas para o receptor TRPV1 sobre a resposta edematogénica

induzida pela injegéo intraplantar de PGE, e capsaicina em camundongos. Capsazepina

(antagonista do TRPV1, 1 nmol/pata) foi co-administrada com a PGE; (3 nmol/pata) (A) ou

capsaicina (1 nmol/pata) (B). SB 366791 (antagonista do TRPV1, 1 nmol/pata) foi administrado

em associagdo com a PGE; (3 nmol/pata) (C) ou capsaicina (1 nmol/pata) (D). Os valores

representam a diferenca de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 pl

de PBS) ou com as drogas. Cada ponto representa a média de 4-7 animais e as linhas

verticais, os e.p.m. Difere significativamente do grupo controle (PGE, ou capsaicina) ** P <

0,01.

46



Resultados

10. Participagcao das taquicininas e do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP)

Como pode ser observado na figura 13, quando administrado
intraplantarmente, o FK 888 (1 nmol/pata), antagonista do receptor NK1,
causou inibicao significativa da resposta edematogénica induzida pela injecao
intraplantar de PGE, (3 nmol/pata) em 61,5 £ 3,8%. Por outro lado, o
tratamento com antagonistas seletivos dos receptores NK2 (SR 48968, 0,5
nmol/pata), NK3 (SR 142801, 1 nmol/pata) ou para o CGRP (CGRPs.37, 0,5
nmol/pata) em combinagdo com PGE; (3 nmol/pata), ndo foi capaz de inibir
esta resposta edematogénica.

Como pode ser observado nas figuras 13 C e 13 D, os antagonistas dos
receptores NK1, NK2 e NK3, (FK 888, SR48968 ou SR 142801,
respectivamente) ou para o CGRP (CGRPs.37), nas mesmas doses utilizadas
no edema induzido pela PGE;, causaram inibigao significativa da formagao de
edema de pata apds injecao intraplantar de capsaicina (1 nmol/pata). As
inibicbes observadas foram 86,1 £ 4,4%, 61,1 + 13%, 61,2 £ 52% e 81,8

7,4%, respectivamente.
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Figura 13. Efeitos dos antagonistas seletivos para os receptores NK;, NK,, NK3 na resposta
edematogénica induzida pela PGE, (A) e capsaicina (B). FK888 (antagonista do receptor NK1,
1 nmol/pata), SR48968 (antagonista do receptor NK2, 0,5 nmol/pata) e SR142801 (antagonista
do receptor NK3, 1 nmol/pata) foram co-administrados com a PGE; (3 nmol/pata) ou capsaicina
(1 nmol/pata). Efeito do antagonista seletivo de receptores para o CGRP, o fragmento CGRPg.
37 Sobre a resposta edematogénica induzida pela PGE; (C) ou capsaicina (D). CGRPg37 (0,5
nmol/pata) foi administrado em associagdo com a PGE, (3 nmol/pata) ou capsaicina (1
nmol/pata). Os valores representam a diferenca de volume (em microlitros) entre as patas
tratadas com veiculo (20 ul de PBS) ou com as drogas. Cada ponto representa a média de 4-7
animais e as linhas verticais, os e.p.m. Difere significativamente do grupo controle (PGE; ou
capsaicina) ** P < 0,01.
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11. Participacao dos mastécitos

A possivel contribuicdo da ativagdo dos mastocitos no edema de pata
induzido pela PGE; foi avaliada. O pré-tratamento dos camundongos com o
estabilizador de mastécitos, cromoglicato de sédio (800 ug/pata), 15 minutos
antes da inducdo do edema, foi capaz de reduzir em 63,6 £ 2,5% a resposta

edematogénica induzida pela PGE..

—e— \eiculo + PGE, (3 nmol/pata)

—o— + Cronoglicato de sodio + PGE ,, (3 nnol/pata)
120

A Volume da pata (ul)

Tempo apds a inegdo de PGE, (min)

Figura 14. Efeito do pré-tratamento com cromoglicato de so6dio sobre a resposta
edematogénica induzida pela injegdo intraplantar de PGE, no tempo de 30 minutos. Os animais
receberam o estabilizador de mastécitos, cromoglicato de sédio (800 ug/pata) ou veiculo (PBS,
20 pl) 15 minutos antes da injegao intraplantar de PGE; (3 nmol/pata). Os valores representam
a diferenca de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 ul de PBS) ou
com cromoglicato de sddio com a tratada com PGE,. Cada ponto representa a média de 4-6
animais e as linhas verticais, os e.p.m. Difere significativamente do grupo controle
(Veiculo+PGE;) ** P < 0,001.
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12. Participagao de derivados de COX

Como pode ser observado na figura 15, a injecao de valeril salicilato (10
nmol/pata) um inibidor seletivo da enzima COX-1, ou rofecoxib, um inibidor
seletivo da enzima COX-2 em associagdo com PGE,, foi capaz de inibir de
maneira significativa a resposta edematogénica induzida pela PGE,. As

inibicdes foram de 59,5 + 6,6% e 59,5 + 4,3%, respectivamente.
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Figura 15. Efeito dos inibidores seletivos das enzimas COX-1 e COX-2 sobre a resposta
edematogénica induzida pela PGE,. Valeril salicilato (inibidor seletivo da enzima COX-1, 10
nmol/pata) ou Rofecoxib (inibidor seletivo da enzima COX-2, 10 nmol/pata) foram
administrados em associagdo com a PGE; (3 nmol/pata). Os valores representam a diferenga
de volume (em microlitros) entre as patas tratadas com veiculo (20 ul de PBS) ou com as
drogas. Cada ponto representa a média de 4-7 animais e as linhas verticais, os e.p.m. Difere

significativamente do grupo controle (PGE;) * P<0,05, ** P < 0,01.
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DISCUSSAO

As prostaglandinas, especialmente a PGE;, sao importantes mediadores
pré-inflamatérios, como demonstram muitos estudos sobre os seus papéis em
muitos eventos do processo inflamatério, como a vasodilatagdo, eritema,
aumento da permeabilidade e dor (Solomon et al., 1968; Juhlin e Michaelsson,
1969; |keda et al., 1975; Flower et al.,1976; Raul, 1990). De fato, a inje¢cao de
PGE; produz vasoditagao (Solomon et al., 1968; Juhlin e Michaelsson, 1969) e
aumento da permeabilidade vascular na pele de ratos, coelhos e humanos
(Williams e Morley, 1973; Ikeda et al., 1975; Flower et al.,1976; Raul, 1990).
Além dessas agdes, sabe-se que a injecao intradérmica de PGE; potencializa o
aumento da permeabilidade vascular induzido tanto pela bradicinina como
histamina em coelhos e ratos, assim como potencializa o edema de pata
induzido pela carragenina (Williams, 1979; Kingston e Greaves, 1985; Williams
e Higgs, 1988).

Apesar de se conhecer a importancia da PGE2 no processo inflamatdrio,
os subtipos de receptores e as vias de sinalizagdo envolvidas nas acgdes
inflamatdérias da PGE,; ainda ndo estdo completamente elucidados. Neste
estudo, investigou-se, através da utilizagao de ferramentas farmacoldgicas e de
biologia molecular, os subtipos de receptores EP, assim como algumas das
vias de sinalizacdo, envolvidos na resposta edematogénica induzida pela PGE;

na pata de camundongos.
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Estudo dos receptores prostandides envolvidos no edema induzido pela
PGE;

Inicialmente, os estudos para elucidar os subtipos de receptores EP
envolvidos nas agdes da PGE, eram realizados utilizando-se agonistas nao-
seletivos para os receptores EPs (Armstrong et al., 1995; Shimazaki et al,
2000). Nestes estudos, foi sugerido que agonistas nao seletivos para o receptor
EP, produziam exsudacao na pele de coelhos e que agonistas néao seletivos
para os receptores EP3; eram capazes de aumentar a exsudacao induzida pela
bradicinina (Armstrong et al., 1995). Além disto, foi sugerido que a exsudagao
causada pela PGE; estava relacionada com uma vasodilatagao local (Williams,
1979). Também utilizando agonistas nao seletivos, Coleman e colaboradores
(1987, 1990) demonstraram que o efeito vasodilator da PGE, na musculatura
lisa vascular era mediado predominantemente pelo receptor do tipo EP-.
Entretanto, a utilizacdo desses agonistas ndo seletivos como ferramentas
farmacoldgicas para caracterizar receptores € de alcance limitado, pois
ocorrem interacdes cruzadas entre esses compostos com outros receptores
prostandides (Gallant et al., 2002).

Posterior ao uso de agonistas, animais nocautes para os receptores EP
tém sido gerados e utilizados como uma importante ferramenta a fim de se
elucidar os papéis fisiopatoldgicos dos prostandides. Estudos prévios,
utilizando animais com deleg¢do génica para cada um dos quatro subtipos de
receptores especificos da PGE;, demonstraram que somente os animais
nocautes para o receptor EP3 apresentaram significativa redugao na formacéao
do edema e no extravasamento plasmatico induzidos pela aplicacao topica de

AA na orelha de camundongos (Goulet et al, 2004). Yuhki et al. (2004)
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demonstraram que os receptores IP, EP, e EP3;, mas ndo EP1 ou EP4, eram os
receptores envolvidos na formagcao de exsudato, mas ndo na migracao celular,
observada no modelo de pleurisia induzido pela carragenina em camundongos.
Entretanto, a utilizacdo de animais nocautes apresenta alguns problemas
como, por exemplo, o surgimento de mecanismos compensatorios envolvendo
outros genes que acabam por mascarar o efeito da delegcédo (Lariviere et al.,
2001). Desta forma, o desenvolvimento de antagonistas seletivos para os
receptores EP tem sido importante a caracterizagcdo farmacologica dos
receptores envolvidos nas agdes da PGE; Os antagonistas dos receptores EP3
e EP4 utilizados no presente estudo apresentam afinidades aproximadamente
100 a 200 vezes maiores para os receptores EP3; ou EP,4, respectivamente,
quando comparados com outros receptores prostandides (Michel Gallant,
resultados n&o publicados).

Nossos resultados demonstram claramente que a injecao intraplantar de
PGE, produz formacdao de edema de maneira dose e tempo dependente.
Interessantemente, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o
edema de pata induzido pela PGE,, assim como o induzido pela carragenina,
sao mediados, principalmente, ainda que talvez nao inteiramente, pela ativagao
dos receptores EP;. Esta conclusdo baseia-se no fato de que o antagonista
seletivo do receptor EP3; L826266, mas nao dos receptores EP, AH6809 ou EP4
L161982, foi capaz de reduzir a resposta edematogénica induzida pela PGE; e
da carragenina na pata de camundongos. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos acima descritos, os quais demonstraram que o receptor EP3
medeia tanto o edema de orelha induzido pelo AA, assim como a pleurisia

induzida pela carragenina em camundongos. De fato, Portanova e
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colaboradores (1996) ja tinham relatado a importancia da PGE; na cascata de
inflamacado envolvida na formacdo de edema induzido pela injecdo de
carragenina na pata de ratos. Esses autores observaram que o tratamento dos
animais com indometacina ou com o anticorpo monoclonal contra a PGE;
produziu reducao significativa do edema de pata. Nossos dados demonstram
que a PGE; enddgena ativa receptores EP3 para produzir edema. Porém como
no presente estudo o antagonista EP3; ndo bloqueou a formagédo de edema e
um antagonista seletivo de receptores EP4 n&o foi testado, ndo se pode excluir
completamente uma pequena participacao do receptor EP4 neste processo.
Outro dado interessante do nosso estudo foi a potencializacido, pelo
antagonista EP, do edema de pata causado pela carragenina. De fato,
inumeras evidéncias tém demonstrado que as prostaglandinas também
apresentam acodes antiinflamatdrias. Por exemplo, tanto a PGE, quanto a PGl,
“in vitro” sao capazes de inibir a liberacdo de mediadores inflamatérios em
granulécitos (Weissmann et al., 1980; Camussi et al., 1981), mastocitos
(Loeffler et al., 1971; Kaliner e Austen, 1974) e em celular pulmonares (Walker,
1973; Hitchcock, 1978). Raud e colaboradores (1988, 1989 e 1990)
demonstraram que a administracdo topica de PGE,, em concentragdes
vasodilatadoras, foi capaz de reduzir a liberagdo de histamina e o
extravasamento plasmatico no modelo da bolsa jugal de hamsters.
Interessantemente, Armstrong e colaboradores (1995) demonstraram que a
ativacao do receptor EP, nas células endoteliais € capaz de inibir a formacéao
de edema por aumentar a permeabilidade da membrana. Adicionalmente, Kay
e colaboradores (2006) demonstraram que a ativagao do receptor EP, é capaz

de inibir a liberagdo de histamina em mastdcitos de células pulmonares
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humanas. A injecao intraplantar de carragenina libera inumeros mediadores
que podem ter efeitos sinérgicos entre si. Isto pode explicar o fato do
antagonista do receptor EP, ter aumentado somente a resposta edematogénica
induzida pela carragenina, mas nao da PGE,. Além disso, existem relatos de
que a PGE; suprime a inflamacdo em pacientes humanos asmaticos
(Gauvreau et al., 1999; Pavord et al., 1993). As diferencas existentes nas
respostas aos prostanoides em diferentes tecidos, espécies e modelos podem
ser decorrentes da diferenca de densidade dos subtipos de receptores que
medeiam efeitos opostos. Além disso, essas diferencas podem ser decorrentes
das diferentes sensibilidades de diferentes tipos celulares envolvidos no
processo inflamatério a PGE,, visto que ela apresenta maior afinidade pelos
receptores EP3; e EP4 (Kg < 1 nM), do que pelos receptores EP1 e EP, (Kg> 10

nM).

Estudo das vias de sinalizagao envolvidas no edema causado pela PGE;
Inimeras evidéncias tém sugerido que o receptor EP3;, bem como seu
RNAm, sdo amplamente distribuidos em praticamente todos os tecidos dos
camundongos (Narumiya et al.,1999). As variantes de splicing dos receptores
EP3; sdo capazes de induzir uma série de efeitos (Bos et al., 2004). Em
camundongos, os receptores EP3q, g € , geralmente ativam proteinas G do tipo
inibitéria, mas eles podem também estar acoplados a proteinas do tipo Gse Gq3
(Hatae et al., 2002; Hata e Breyer, 2004) Originalmente foi descrito que o
receptor EP3 era capaz de diminuir a atividade da adenilato ciclase (reduzindo
a producédo de AMP,), através da interagdo com a subunidade Go,. Estudos

subsequentes demonstraram que o receptor EP3; € capaz de ativar a PLC
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através da subunidade Gg, da proteina Gi. A PLC é uma enzima localizada na
membrana celular que promove a hidrélise do fosfolipidio de membrana
fosfoinositol 4,5-bifosfato (PIP2). Essa hidrolise origina dois importantes
segundos mensageiros, o diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de inositol (IP3)
(Ochocka e Pawelczyk, 2003). O IP; promove mobilizacdo de Ca*? do reticulo
endoplasmatico e o DAG liga-se a PKC, estimulando sua atividade catalitica
(Irie et al., 1994). Nossos resultados confirmam e estendem esses dados, uma
vez que o tratamento com a toxina pertussis, foi capaz de inibir a resposta
edematogénica induzida pela PGE,, demonstrando a participagado da proteina
G sensivel a toxina pertussis (G;) na formagédo do edema. Além disso, o inibidor
seletivo da PLC, U73122 também foi capaz de reduzir esta resposta
edematogénica. Portanto, podemos sugerir que a via de sinalizagdo da
proteina Gi com decorrente ativagdo da PLC é responsavel pela resposta
edematogénica induzida pela PGE; apds sua interacdo com o receptor EPs.
Outro aspecto investigado neste estudo foi a possivel participagcéo de
alguns grupos de proteinas quinase no edema de pata induzido pela PGE,;. As
proteinas quinase constituem uma das principais vias de transdugao de sinal
em animais superiores. Essas proteinas sdo enzimas que transferem um grupo
fosfato, de um ATP ou GTP, de maneira covalente para o grupo hidroxila dos
residuos de serina, treonina ou tirosina de proteinas intracelulares especificas
que constituem seus substratos. (Sridhar, 2000; Johnson, 2002). Através da
fosforilacdo de residuos especificos, essas proteinas regulam a atividade
enzimatica, a interagdo com outras proteinas ou moléculas, sua localizacao
celular e a propensao a degradagdo de seus substratos que incluem outras

proteinas quinase, fosfolipases, fatores transcricionais e proteinas do
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citoesqueleto (Levitzki e Gazit, 1995; King et al., 1997; Johnson, 2002). A
proteina quinase C (PKC) é capaz de modular a atividade de inumeros
processos celulares que sdo importantes para a produgao da inflamagao, como
a liberagdo de mediadores proé-inflamatérios. Existem aproximadamente 12
isoformas de PKC, classificadas em trés familias de acordo com a sensibilidade
ao calcio e a lipidios (Vlahos et al., 2003). As isoformas classicas de PKC
(PKC-a, PKC-By, PKC-B, e PKC-y) sdo ativadas pelo Ca*? e diacilglicerol
(DAG). As PKCs novas (PKC-3, PKC-¢, PKCn, PKC-6 e PKC-n) séo
independentes de Ca*? mas requerem DAG, enquanto que as formas atipicas
(PKC-¢, PKC-1 e PKC-1) sdo insensiveis ao Ca*? e ndo podem ser reguladas
pelo DAG (Poole et al., 2004; Parker e Murray-Rust, 2004). Nossos resultados
demonstram claramente que o inibidor seletivo da PKC GF109203X reduziu de
maneira significativa o edema de pata induzido pela PGE;,. Esses resultados
funcionais foram confirmados pela analise de Western blot, que demonstrou
que a injegao intraplantar de PGE, resulta em marcante ativagdo da PKC-a na
pata de camundongos. O fato do antagonista do receptor EP3 ndo ter inibido a
ativacao da PKC-a ndo descarta a hipotese de que o receptor EP; possa ativar
outras isoformas de PKC. Adicionalmente, sabe-se que a via de sinalizacdo do
receptor EP1 é capaz de ativar a PKC e por isso ndo se pode excluir
completamente a participacao deste receptor nesta resposta.

As proteinas quinase ativadas por mitdégenos (MAPKs) sdo proteinas
que fosforilam residuos de serina ou de treonina de seus substratos e regulam
varias atividades celulares, incluindo expressédo génica, mitose, metabolismo e
morte celular programada (Johnson e Lapadat, 2002; Edmunds e Mahadevan,

2004). Existem trés subfamilias de MAPKs amplamente caracterizadas: ERK,
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JNK e p38 MAPK (Whitmarsh e Davis, 1996). A ativagao das MAPKs segue
uma cascata de fosforilagdo que se inicia com a ativacdo das MAPKKK, que
fosforilam MAPKK, que por sua vez, adicionam grupamentos fosfato as
MAPKs, ativando-as (Garrington e Johnson, 1999). A ativacdo da ERK ocorre
principalmente em resposta a estimulos mitéticos, enquanto que a ativagao das
proteinas JNK e p38 MAPKSs ocorre principalmente em resposta a estimulos
inflamatdrios e infecciosos, sendo por esta razdo também denominadas de
proteinas quinase ativadas por estresse (SAPK) (Cohen, 1997; Kyriakis e
Avruch, 2001; Yang et al., 2003). Nossos experimentos também demonstram a
participacao relevante das MAPKs no modelo de edema induzido pela PGE;
em camundongos, pois os inibidores seletivos de JNK SP600125, ERK
PD98059 ou p38 SB203580 foram efetivos em reduzir a formagao de edema.
Esses resultados funcionais foram confirmados por experimentos com a técnica
de Western blot, que demonstraram que a inje¢ao intraplantar de PGE; resulta
em ativagcdo marcante das MAPKs na pata de camundongos.
Interessantemente, a ativacdo das MAPKSs induzida pela PGE, parece ser
decorrente da ativagdo do receptor EP3;, pois esta resposta foi quase que
complemente prevenida pelo pré-tratamento dos animais com o antagonista
seletivo do receptor EP;. Estes resultados estdo de acordo com os reportados
por Burkey et al. (1995), que utilizando células COS-7 transfectadas com o
receptor humano EP3a, demonstraram que a ativacdo das MAPKs ocorria
através da geragao da subunidade By da proteina do tipo Gj, envolvendo a

1 ras

ativacdo da p21*°. A via de sinalizagdo das MAPKs é conhecida por exercer
um importante papel no controle de todos os estagios do processo inflamatorio

(Waetzig e Schreiber, 2003). Nossos resultados confirmam e estendem os
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dados existentes na literatura, que indicam que muitos inibidores das MAPKs
sdo potentes drogas antiinflamatérias em modelos animais. Alguns desses
inibidores estdo sendo testados em estudos clinicos quanto ao potencial para o
tratamento de psoriase e atrite reumatdide (English e Cobb, 2002; Waetzig e
Schreiber, 2003).

Existem relatos na literatura demonstrando que a estimulagao da PKC é
capaz de ativar a via de sinalizagdo das MAPKs (Qiu e Leslie, 1994; Vlahos et
al.,, 2003; Salamanca e Khalil, 2005). Com base nestes resultados, nés
sugerimos que a resposta edematogénica induzida pela PGE,; na pata de
camundongos é mediada pelo receptor EP3, e que a subunidade By da proteina
do tipo G inibitéria é responsavel pela ativagdo da PLC. A ativacdo da PLC por
sua vez, promoveria a ativacdo da PKC com consequente ativacdo das
MAPKs. Além disso, podemos sugerir, com base em dados da literatura que a

1 ras

subunidade Py da proteina G; poderia estimular a atividade da p2 e

consequente ativacdo da MAPKs (Burkey e Regan, 1995).

Estudo dos tipos celulares envolvidos no edema causados pela PGE;
Relatos da literatura indicam que o aumento no fluxo sanguineo e da
permeabilidade da microcirculacdo que resulta na formagdo de edema sao
sinais classicos de lesao tecidual (Warren et al., 1993). Tem sido demonstrado
que a PGE; produz eritema na pele de humanos e aumento da permeabilidade
vascular e extravasamento plasmatico em ratos e camundongos, efeito este
relacionado a agao direta da PGE; nos vasos (Williams e Morley, 1973; Flower
et al., 1976). De fato, a PGE; pode causar dilatagdo tanto de artérias como de

vénulas através da ativacao dos receptores EP,, e por outro lado constricdo
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das vénulas através da interacdo com o receptor EP3 na mucosa gastrica de
ratos (Ohno et al., 1999). E pouco provavel que as acdes vasodilatadoras da
PGE; sejam mediadas pelo receptor EP3;, pois este receptor pode ativar
diferentes vias de sinalizagdo, como G; (inibicdo da formacao intracelular de
AMP.) e Gq (estimulacdo da liberacdo de Ca*? intracelular) e estes segundos
mensageiros promovem vasoconstricdo ao invés de vasodilatagao (Coleman et
al., 1994; Audoly et al., 1999; Goulet et al., 2005). Além dessas acgdes, a PGE;
pode melhorar significativamente o aumento da permeabilidade vascular
induzida por outros mediadores pro-inflamatorios, com uma relacio direta entre
a potencializagdo do edema e o aumento no fluxo sanguineo (Armstrong et al.,
1995).

O edema também pode ser potencializado por neuropeptideos
vasodilatadores. Existem relatos de que, a injecéo intraplantar de PGE; induz
hiperemia neurogénica na pele de ratos, um efeito mediado pela liberagao de
neuropeptideos das fibras aferentes perivasculares (Holzer et al., 1995). No
presente estudo, avaliamos a possivel participacdo das fibras sensoriais no
edema de pata induzido pela PGE; uma vez que se sabe que o RNAm para o
receptor EP3, e em menor extenséo, para o EP4 e o EP4 e as suas respectivas
proteinas sdo encontradas nos corpos celulares dos neurdnios sensoriais de
ratos e camundongos (Sugimoto et al., 1994; Oida et al., 1995; Nakamura et
al., 2000). Adicionalmente, o receptor EP3; é expresso tanto nas terminagdes
nervosas quanto nas fibras sensoriais onde €& co-localizado com os
neuropeptideos (Kopp et al., 2004).

As fibras sensoriais primarias sensiveis a capsaicina sdo extremamente

importantes na geragéo da inflamagao neurogénica (Holzer, 1998). Para avaliar
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o papel desempenhado pela liberagao de neuropeptideos das fibras sensoriais
no edema de pata induzido pela PGE,, um grupo de camundongos foi tratado
durante o periodo neonatal com capsaicina, utilizando uma dose da
neurotoxina conhecida por produzir degeneracdo seletiva das fibras C e
algumas Ad e que depleta irreversivelmente neuropeptideos destas fibras
(Holzer, 1991). O tratamento neonatal com capsaicina inibiu significativamente,
mas nao aboliu, a resposta edematogénica mediada pela PGE; na pata de
camundongos. Este resultado sugere que a estimulagdo das terminagdes
nervosas sensoriais primarias parece ser um importante mecanismo, mas nao
0 Uunico, na formagao do edema de pata induzido pela PGE,. Além disso, este
resultado reforca o conceito de que o0s neuropeptideos, neste caso
provavelmente a SP, liberados de fibras aferentes sensoriais a capsaicina,
principalmente do tipo C, desempenham papel critico nesta resposta
edematogénica.

A ativacdo das terminacdes das fibras sensoriais, especialmente fibras
C, libera substancias bioativas como as taquicininas e o CGRP, perifericamente
e no corno dorsal da medula espinhal (Holzer, 1988). Estes mediadores
inflamatorios, especialmente a SP e o CGRP, atuam em células alvo na
periferia produzindo os sinais inflamatdrios classicos, um fendmeno conhecido
como inflamagdo neurogénica (Holzer, 1988; Richardson e Vasko, 2002). A
substancia P (SP) apresenta maior afinidade pelo receptor NK1, enquanto que
a neurocinina (NKA) e neurocinina B (NKB) se ligam preferencialmente aos
receptores NK2 e NK3, respectivamente (Regoli et al., 1994). Estudos
demonstram que a SP, quando injetada na pele humana produz calor, rubor,

dor e inchago. Na pele de rato, a SP induz vasodilatacdo mediada por
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receptores do tipo NK1 (Maggi, 1995). Em condigcbes experimentais foi
demonstrado que a SP causa vasodilatagdo, por mecanismo dependente do
endotélio vascular. Além disso, a SP é muito eficaz em causar extravasamento
de proteinas plasmaticas e formacdo de edema local na pele de varias
espécies incluindo o homem, um efeito que decorre da interagcdo da SP com o
receptor NK1 no endotélio venular (Alves et al., 1999; Brain, 1996; Holzer,
1992). Os resultados do presente estudo demonstram que as neurocininas,
provavelmente a SP, atuando em receptores NK1, estido envolvidas na
resposta edematogénica induzida pela PGE;. Ao contrario, 0 SR 48968 e o SR
142801, um antagonista seletivo para os receptores NK2 e NK3,
respectivamente, falharam em interferir nesta resposta edematogénica. As
doses utilizadas dos antagonistas dos receptores NK1, NK2 e NK3 foram
capazes de reduzir de maneira significativa a resposta edematogénica induzida
pela capsaicina. De fato, White e colaboradores (1996) demonstraram que a
PGE, é capaz de promover a liberagdo de SP em cultura de neurdnios
sensoriais de ratos. Além disso, os resultados deste trabalho sugerem que o
neuropeptides CGRP, que co-existe com a SP em terminais sensoriais e
participa de maneira importante na resposta inflamatéria (Brain et al., 1985;
Brain e Williams, 1989), parece nao exercer papel relevante na resposta
edematogénica mediada pela PGE,. Esta conclusdo estd baseada nos
resultados indicando que o antagonista seletivo de receptores do CGRP, o
fragmento CGRPg.37, falhou em interferir com as respostas mediadas pela
PGE>, na mesma dose em que foi efetivo em reduzir a resposta edematogénica
induzida pela capsaicina. Este resultado esta de acordo com Jenkins e

colaboradores (2001), os quais demonstraram que a PGE, é capaz de
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promover a liberagdo de CGRP, de maneira dependente do calcio extracelular,
no entanto esta resposta parece envolver predominantemente o receptor EP».
Um importante modulador da liberagao de neuropeptideos sensoriais € a
ativacdao do receptor TRPV1. O receptor TRPV1 é um canal catiénico nao-
seletivo expresso predominantemente nas fibras sensoriais de pequeno
didmetro. Este receptor é ativado exogenamente pela substancia pungente
derivada de plantas, a capsaicina, mas também pode ser por altas
temperaturas (>43 °C), por prétons (pH < 6,5) e por alguns mediadores
derivados de lipideos (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Chuang et
al., 2001; Prescott e Julius, 2003). Sabe-se que a ativacédo do receptor TRPV1
aumenta a liberacdo de neuropeptideos de maneira dependente de calcio
dentro das células (Bevan e Geppetti, 1994; Kessler et al., 1999; Vasko et al.,
1999). Neste estudo, observou-se o co-tratamento com um antagonista seletivo
do receptor TRPV1 (SB366791), mas ndo com a capsazepina, reduziu de
maneira significativa a resposta edematogénica induzida pela PGE; na pata de
camundongos, sugerindo que a mesma poderia, pelo menos em parte, estar
associada com a ativagao do TRPV1, esta resposta. Este resultado pode ser
explicado pelo fato da capsazepina ser um antagonista relativamente fraco,
capaz de inibir somente a resposta de influxo de calcio evocado pela
capsaicina, mas nao pelo pH, calor ou por ativagdo da PKC (Correll et al.,
2004). Por outro lado, o SB366791 é um potente e seletivo antagonista do
TRPV1, que ao contrario da capsazepina, € efetivo em inibir o TRPV1 quando
ativado por diferentes estimulos (Gunthorpe et al., 2004). Dados semelhantes

foram obtidos por Ferreira e colaboradores (2005) que demonstraram que o
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SB-366791, mas néo a capsazepina, reduziu a resposta nociceptiva induzida
pela estimulacao periférica de PKC in vivo.

Evidéncias recentes sugerem que a regulacéo e a ativagcao do TRPV1 é
definida por diversos mecanismos como a inibicdo do receptor mediada por
fosfolipideos e a estimulacdo mediada pela fosforilagao (Premkumar e Ahern,
2000; Chuang et al., 2001). O TRPV1 pode ser fosforilado pela PKA e PKC, o
que sensibiliza o receptor a agao dos agonistas e reduz sua dessensibilizagédo
(Lopshire e Nicol 1998; Cesare et al., 1999). Existem relatos na literatura
demonstrando que a estimulacdo do TRPV1 pela capsaicina em neurbnios
sensoriais de ratos e em células transfectadas é potencializada pela PGE; por
ativacdo da PKA (Lopshire e Nicol, 1998; Smith et al., 2000; Gu et al., 2003).
Entretanto, além da PKA, o receptor TRPV1 pode ser modulado por
fosforilagdo induzida pela PKC (Cesare et al., 1999). Interessantemente, foi
recentemente demonstrado que a interacao funcional do receptor TRPV1 com
a PGE; ocorre através da via de sinalizagdo da PKC, no entanto, pelo
acoplamento ao receptor EP; (Moriyama et al., 2005). Com base nos
resultados demonstrados no presente estudo, sugerimos que a PGE, pode
modular o TRPV1 através de um mecanismo dependente da ativacdo da PKC.
Um mecanismo alternativo de estimulacdo do TRPV1 pela PGE, pode ser
mediado pela degradacédo de fosfolipidios de membrana, como o fosfatidil
inositol-4,5 bifosfato (PIP,), os quais exercem efeito inibitério na ativagédo do
TRPV1 (Chuang et al., 2001). De fato, a PGE, pode aumentar a atividade da
PLC em neurénios sensoriais (Smith et al., 1998) e o inibidor da PLC reduziu o
edema induzido pela PGE, em nosso estudo. Outro ponto interessante € que a

ativacdo do TRPV1 pode estimular a p38 MAPK em neurbnios do GRD
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(Sweitzer et al.,, 2004). Assim, a ativagdo desta quinase observada neste
estudo também poderia ser indiretamente mediada pela estimulagédo do
TRPV1.

Outro aspecto investigado neste trabalho foi a participacdo dos
mastoécitos na resposta edematogénica induzida pela PGE,, pois sabe-se que
os mastécitos sdo importantes mediadores da resposta inflamatéria e
expressam multiplas isoformas variantes dos receptores EP3 (Nguyen et al.,
2002). Além disso, Williams (1973) sugeriu que o aumento na permeabilidade
vascular induzida pela PGE; na pele humana e de ratos parece ser um efeito
indireto decorrente da degranulacdo de mastdcitos. Nossos resultados
demonstram que o pré-tratamento dos camundongos com o estabilizador de
mastocitos, cromoglicato de sddio (800 ug/pata), 15 minutos antes da indugéo
do edema, foi capaz de reduzir a resposta induzida pela PGE,. Estes
resultados estdo de acordo com Nguyen e colaboradores (2002), os quais
demonstraram recentemente, utilizando cultura de células de mastécitos a
partir de animais nocaute para os receptores EP4, EP,, EP3; e EP4, que a PGE;
isoladamente ndo é capaz de iniciar a degranulacéo de mastécitos, mas que na
presenca de PMA (um ativador da PKC) a PGE; induz degranulagao. Isto
sugere que a PKC parece contribuir para a degranulagcdo de mastdcitos
mediada pelo receptor EP3;. Além disso, esta resposta também depende da
mobilizagdo de Ca*? e diminuigdo dos niveis de AMPc ambos efeitos mediados
pelo receptor EP;. Estes resultados sao consistentes com de outros estudos
farmacolégicos que sugerem a participagao tanto do receptor EP3; quanto do
EP: na ativagcdo dos mastécitos (Nishigaki et al., 1993; Gomi et al., 2000;

Nakayama et al., 2006). Os mastdcitos estdo presentes em praticamente todos
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os oOrgaos e tecidos, inclusive na derme, onde se situam proximos aos
neurbnios sensoriais sensiveis a capsaicina (Skofitsch et al., 1985; Toyoda et
al., 2000). Dentre os neuropeptideos presentes nessas terminagdes nervosas,
a SP é um dos principais iniciadores da resposta inflamatéria e € um dos
inumeros compostos capazes de ativar os mastdcitos. Além disso, foi
demonstrado que ao degranular, 0 mastdcito € capaz de liberar mediadores
inflamatérios como a SP, que ao ser liberada estimula ainda mais a
degranulagdo de mastdcitos, promovendo uma retroalimentagcéo positiva,
perpetuando desta maneira a resposta inflamatdria (Skofitsch et al.,1985; Erin
et al., 2004). Além da PKC, outras proteinas quinase parecem estar envolvidas
na degranulacdo de mastécitos. De fato, Ishizuka e colaboradores (1999)
demonstraram que a ativacdo da MEK1 (enzima regulatéria da sintese da ERK)
e ERK também parece estar envolvida neste processo. Com base nessas
evidéncias, podemos sugerir que a via de sinalizacdo da PKC e das MAPKs,
assim como a SP podem contribuir para o papel do mastécito na resposta
edematogénica mediada pela PGE.,.

O Jltimo aspecto analisado no presente trabalho foi avaliar a
participacdo dos derivados do acido araquidénico, especificamente, os
metabdlitos formados por via das enzimas COX-1 e COX-2 no edema de pata
induzido pela PGE,. Os nossos resultados demonstram que tanto o inibidor
seletivo da enzima COX-1 quanto o da COX-2, valeril salicilato e rofecoxib,
respectivamente, foram capazes de inibir de maneira significativa a resposta
edematogénica induzida pela PGE,. Isto sugere que a PGE; administrada
exogenamente é capaz de induzir a sintese de metabdlitos da COX. Existem

duas hipoteses para explicar estes resultados. A primeira seria que juntamente
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com a degranulacao, a estimulagdo de mastdcitos poderia levar a produgao de
eicosanoides (Nguyen et al., 2002). A segunda seria que um dos mecanismos
de regulacdo da PLA; (enzima responsavel pela liberagdo do acido
araquidénico que se encontra normalmente esterificado a fosfolipideos de
membrana) seria por fosforilagdo mediada por proteinas quinase como PKC,
PKA e MAPKs (Chakraborti S, 2003; Flower RJ, 2003). Com base nessas
evidéncias, podemos sugerir que a ativagao de mastdcitos, assim como a das
proteinas quinase PKC e MAPK, podem contribuir para a liberagao de
eicosanodides no modelo aqui descrito.

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo permitem a
proposicdo de um modelo para explicar os mecanismos da resposta
edematogénica induzida pela PGE; na pata de camundongos. Por este
modelo, ilustrado na figura 16, a resposta parece ser mediada pela ativagao do
receptor EP3, associado com a estimulacdo das vias de sinalizagado da PKC e
das MAPKS, participacdo das fibras sensiveis a capsaicina e do receptor
TRPV1. A liberacdo de taquicininas, provavelmente SP, atuando sobre o
receptor NK4 também parece estar envolvida. Adicionalmente, a degranulagéo
de mastdcitos e sintese de eicosandides parecem participar de maneira
importante na resposta edematogénica induzida pela PGE,. Nossos resultados
contribuem para a elucidagdo dos possiveis mecanismos envolvidos nas
respostas inflamatérias mediadas pela PGE,; e sugerem o emprego de
antagonistas seletivos para o receptor EP3; como uma possivel opcgéo

terapéutica para o tratamento de disturbios inflamatérios.
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Mecanismos envolvidos na resposta edematogénica induzida pela PGE;
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Figura 16. Mecanismos envolvidos na resposta edematogénica induzida pela PGE,. Como
discutido, os presentes resultados fornecem consistentes evidéncias in vivo que suportam que,
ao menos em parte, o edema de pata induzido pela PGE, é indiretamente mediado pela
ativacao do TRPV1 e consequente liberacdo de SP. (1) A PGE,, atuando no receptor EP;, é
capaz de estimular a enzima PLC, através da subunidade Gg,. (2) A formagdo de DAG e o
aumento nas concentracdes intracelulares de Ca*? induzido pelo IP3 s&o capazes de ativar a
PKC. (3) A PKC ativada induz a fosforilagdo de alvos chaves como o receptor TRPV1. (4) O
TRPV1 é um importante modulador da liberacdo de neuropeptideos sensoriais como SP. (5)
SP, atuando no receptor NK1 no endotélio venular promove vasodilatagdo e extravasamento
plasmatico de proteinas. (6) A liberagdo da subunidade By da proteina G; pode ativar a p21™,
que ativaria a via de sinalizagdo das MAPKs. Além disso, a ativacdo da PKC e do TRPV1, pelo
receptor EP;, pode também estimular a via das MAPKs. (7) A estimulagdo da PLC, induzida
pela PGE,, promove a hidrélise do PIP,, que exerce um efeito inibitério sobre o TRPV1. (8) A
ativagdo das proteinas quinase PKC e MAPKSs, assim como a liberagdo de SP poderiam
estimular a degranulacao de mastécitos. (9) A degranulacao de mastécitos promove a liberagao
de inUmeros mediadores inflamatdrios, dentre eles, os eicosanodides. (10) As proteinas quinase
PKC e MAPKs fosforilam a enzima PLA, ativando-a, com consequente sintese de

eicosanodides.
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A maioria destes resultados foi aceito a publicagao:

CLAUDINO, R.F., KASSUYA, C.AL., FERREIRA, J., CALIXTO, J.B.
Pharmacological and molecular characterization of the mechanisms involved in
prostaglandin E,; (PGEy)-induced mouse paw edema. J. Pharmacol. Exp.

Ther. (no prelo).
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