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RESUMO

A dermatite atdpica é uma doencga de caréter cronico caracterizada por inflamacdo recorrente
do tecido tegumentar, com intensa sensacdo pruriginosa. Essa ateragcdo cutanea afeta um
grande nimero de criangas e adultos em todo o mundo. A participacdo dos receptores de
cininas foi demonstrada em diferentes model os de prurido agudo e cronico em camundongos.
Assim, justifica-se 0 desenvol vimento de novas pesquisas para elucidar o papel dos receptores
B1 e B, em diferentes doengas dermatolégicas. O presente trabalho teve como objetivo
verificar o possivel envolvimento dos receptores de cininas, B1 e B2, no modelo de dermatite
atdpica induzida por oxazolona, bem como avaliar o seu papel ho modelo de prurido agudo
induzido pelo peptideo liberador de gastrina (GRP), considerado um mediador seletivo da
transmissdo pruriginosa espinhal. Os dados obtidos indicam que a dermatite atdpica induzida
por oxazolona promoveu aumento da expressdo dos receptores B; e B, de cininas na pele com
reducdo de ambos os receptores no ganglio daraiz dorsal (DRG). Por outro lado, a dermatite
atdpica induzida por oxazolona ndo modificou a expressdo dos receptores cininérgicos em
nivel espinha ou cerebral. Houve uma reducéo parcial dos acessos de coceira nos animais
com dermatite atOpica que receberam tratamento cronico, pela viaintraperitoneal (i.p.), com o
antagonista seletivo do receptor B, de cininas, o HOE140 (50nmol/kg). Também o
antagonista seletivo do receptor B, 0 R715 (438nmol/kg), ndo modificou esse parametro. O
tratamento agudo pela via sistémica (nas mesmas doses descritas acima) ndo reverteu os
acessos de coceiras no grupo com dermatite atdpica induzida por oxazolona. Ademais, a
administracdo local, por via intradérmica (i.d.) de R715 (30nmol/sitio) ou HOE 140
(3nmol/sitio) ndo foi capaz de aterar o prurido induzido por oxazolona. No que se refere a
avaliacdo histolégica, a indugdo de dermatite atdpica causou um aumento da espessura da
camada cérnea, da epiderme e da derme, 0 que € um indicativo do processo de liquenificacdo
tipico da doenca. No entanto, o tratamento crénico, pela via sistémica, com 0s antagonistas
seletivos dos receptores de cininas ndo foi capaz de reverter esses parametros. De maneira
interessante, o tratamento local com R715 ou HOE140 (viai.d.) reduziu de forma marcante o
nimero de histiécitos no sitio de lesdo. O grupo com dermatite atépica tratado com HOE140
(i.d.), entretanto, apresentou aumento significativo no nimero de eosinéfilos na pele. A
expressdo da metaloproteinase ADAMTSS foi avaliada na pele dos animais com dermatite
atdpica. Apenas 0 grupo que recebeu tratamento cronico com HOEL40, pela via i.p.,
apresentou reducdo na expressdo dessa metaloproteinase. No modelo de prurido agudo
induzido pela aplicagdo intratecal (i.t.) de GRP, o tratamento sistémico com R715
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(876nmol/kg) reduziu os acessos de coceira dos animais. Ja, o tratamento com o0 R715 na dose
mais baixa (438nmol/kg) ou com o HOE140 (nas doses de 25 e 50nmol/kg) n&o reverteu o
comportamento de cocar. Para avaliagdo do sitio de acdo, os antagonistas dos receptores de
cininas foram coadministrados com GRP (via intratecal). A dose mais alta do HOE140
(30pmol/sitio) foi capaz de reverter o prurido nesses animais; o tratamento com o R715 (25 e
50nmol/sitio) e a dose mais baixa de HOE140 (10pmol/sitio) ndo modificaram esse
parametro. A avaliagcdo da atividade em regides cerebrais dos animais tratados com GRP foi
realizada por meio de tomografia por emissdo de positrons. Essa andlise ndo revelou
modificacOes significativas entre o grupo tratado com GRP e o grupo controle. Por fim, foi
verificado se o tratamento cronico com o antagonista do receptor do GRP (GRPR), o
PD176252 (5mg/kg; i.p.), poderia modificar a expressao dos receptores B; e B, de cininas na
pele de animais com dermatite atOpica induzida por oxazolona. A andlise ndo revelou
qualquer modificagdo na expressdo dos receptores de cininas nesse tecido. Em conjunto, os
dados do presente estudo confirmam e estendem as evidéncias acerca da papel dos receptores
de cininas na transmisséo pruritogénica, aguda ou cronica, indicando a relevancia do sistema
cininas na patofisiologia da dermatite atopica. Estudos adicionais sdo necessarios a fim de
avaliar os efeitos de diferentes protocolos de tratamento com os antagonistas de cininas no
modelo de dermatite atOpica induzido por oxazolona, investigando mecanismos adicionais
implicados nessa doenca, incluindo a medida de citocinas pro-inflamatorias, a caracterizagéo
da migracdo de células por citometria de fluxo, além da relacéo entre 0 GRP e 0s receptores

das cininas nesse cenario.



ABSTRACT

Atopic dermatitis is a chronic inflammatory skin disorder featured by recurrent eczematous
lesions and intense pruritus. It affects a great number of children and adults worldwide,
greatly affecting the life quality of affected individuals. The participation of kinin receptors
has been previously demonstrated in different mouse models of itching, justifying further
investigations on the relevance of these receptors in models of chronic skin inflammatory
diseases. This study evaluated the role of kinin By and B receptors in the pre-clinical mouse
model of oxazolone-induced atopic dermatitis. Moreover, we have also investigated the
implication of kinin receptors in the acute mouse model of pruritus induced by gastrin-
releasing peptide (GRP), a selective mediator of spinal pruritus transmission. The B; R715 or
B, HOE140 receptor antagonists were dosed at different schemes of treatment. After
assessment of clinical lesion scores and pruritus, lesional skin samples were collected for
histopathological anaysis. The plasma extravasation and the expression of the
metalloproteinase ADAMTSS were aso assessed. The immunopositivity for kinin receptors
was evaluated in skin, dorsal root ganglion (DRG), thoracic spina cord and brain cortex
sections. A marked upregulation of B; and B, receptors was observed in the skin of
oxazolone-treated mice. The induction of atopic dermatitis led to a downregulation of both
receptors in the DRG, without any alteration in the spinal cord and cortex. The repeated
administration of HOE140 (50nmol/kg; i.p.) partially inhibited the oxazolone-related pruritus,
associated with a reduction of ADAMTS5 immunolabelling in the skin. Alternatively, R715
(438nmol/kg; i.p.) produced a mild inhibition of plasma extravasation in oxazolone-
challenged mice. Noteworthy, the repeated i.d. injection of R715 (30nmol/site) or HOE140
(3nmol/site) significantly reduced the histiocyte numbers, according to the histopathol ogical
analysis. Either B1 or B kinin antagonists, irrespective of the protocol of trestment, did not
alter any other evaluated clinical or histological parameters. In the mouse model of acute
pruritus induced by the intrathecal (i.t.) injection of GRP, the systemic treatment with R715
(876nmol/kg) significantly reduced the scratching bouts. Alternatively, the treatment with
R715 at a lower dose (438nmol/kg), or with HOE140 (25 e 50nmol/kg) did not affect GRP-
induced pruritus. To analyze the possible site of action, the kinin antagonists were also co-
injected with GRP by i.t. route. The co-treatment with HOE140 (30pmol/site) was able to
prevent the itching behavior elicited by GRP, whereas R715 (25 e 50nmol/site) or a lower
dose of HOE140 (10pmol/site) did not change this parameter. Evaluation of brain activation
by positron emission tomography did not reveal any significant differences between vehicle-
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and GRP-treated mice. We also evaluated whether the pre-treatment with the selective GRP
receptor antagonist PD176252 (5mg/kg; i.p.) might prevent the upregulation of B; e By
receptors in the skin of mice with atopic dermatitis. No alteration was observed in this
experimental set. Altogether, the present data confirm and extend previous evidence on the
relevance of kinin receptors in either acute or chronic pruritogenic transmission, indicating a
role for the kinin system in atopic dermatitis. Additional studies are necessary to evaluate the
effects of long-term protocols of treastment with kinin antagonists in the mouse model of
atopic dermatitis evoked by oxazolone. It is also relevant to further investigating other
mechanisms implicated in atopic dermatitis, including the assessment of cytokine levels,
besides a detailed cell characterization by flow cytometry. Future studies should be also
focused on the relationship between GRP and kinin receptors in atopic dermatitis.
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1.1 INTRODUCAO
1.1.1. DERMATITE ATOPICA

A dermatite atépica € uma doenca de caraer cronico que apresenta inflamagdo do
tecido tegumentar, com intensa sensagdo pruriginosa. Essa ateracéo cuténea afeta até 20% de
criangas e, embora tenha uma tendéncia a se resolver espontaneamente, o quadro pode
persistir até a vida adulta de 10% a 30% dos casos™ . Nafigura 1, é mostrada a prevalénciada
dermatite atépica ao longo da vida de criancas de 13-14 anos de idade®. Entretanto, novos
dados estimam que até 10% dos adultos podem ser acometidos pela dermatite atépica, o que

compreende aproximadamente 230 milhdes de pessoas no mundo*®.

Figura 1 — Prevaléncia global da dermatite atopica

Prevaléncia da dermatite atOpica ao longo da vida de criangas de 13-14 anos de idade segundo o
relatério dos responsaveis. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nimero da licenca:
4480900318460)".

A dermatite atOpica pode afetar qualquer parte do corpo, em especia nos lactentes

(Figura 2) e, conforme o crescimento do individuo acometido, a mesma tende a se manifestar
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em regibes com dobras cuténeas. Nos sitios das lesbes, a pele se torna avermelhada e
ressecada (xerose), podendo desenvolver escamagdo, exsudacdo, papulas e vesiculas, aém de

liquenificacdo (Figura 2A-E)®,

Figura 2 — Padrédo de localizacdo da dermatite atOpica

(1) Em lactentes, a dermatite atopica manifesta-se principalmente na face e nas superficies dos
membros superiores e inferiores, podendo atingir o tronco; (B) a partir de 1 a 2 anos de idade,
as lesBes manifestam-se em locais com dobras cuténeas; (C) em adolescentes e adultos, além
dos locais com dobras cutaneas, podem surgir lesdes na parte superior do tronco, nos ombros,
maos e o couro cabeludo. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nimero da licenga:
4480900065456)°.

Algumas pessoas podem apresentar outras manifestagdes, tais como a hiperlinearidade

das palmas das méos e solas dos pés, as linhas de Dennie-Morgan e o sinal de Herthoge
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(Figura 3F-H)*®’. Logo, devido &s manifestagdes no tecido e ao grande desconforto causado
por essas, a dermatite atépica afeta negativamente a qualidade de vida dos individuos

acometidos®.

Figura 3 — Manifestagdes clinicas da dermatite atopica

Aspecto tegumentar de uma (A) pele saudavel; (B) pele com dermatite atdpica ndo lesionada, apenas
associada com o quadro de xerose; (C) fase aguda da dermatite atOpica caracterizada por manchas
eritematosas difusas e exsudac@o papulovesiculosa; (D) fase subaguda da dermatite atépica com a
presenca de lesdes avermelhadas, secas e escamosas; (E) fase cronica da dermatite atopica com a
presenca de lesbes pouco demarcadas, placas escamosas, escoriacdo e liquenificacdo. Na figuras F-H,
estdo representadas outras disfungdes relacionadas a dermatite atdpica, como (F) hiperlinearidade das
palmas das méos, (G) as linhas de Dennie-Morgan, as quais sd0 caracterizadas por apresentarem
dobras simples ou duplas sob as pélpebras inferiores e, (H) o sinal do Herthoge, que consiste no
afinamento ou auséncia da porcéo lateral das sobrancelhas. Publicacdo da imagem autorizada pela
revista (nimero da licenca: 4480900065456)°.

No que se refere a patofisiologia da dermatite atdpica, essa apresenta uma disfuncéo
na barreira cutanea e uma ativagdo complexa do sistema imune. As ateragcdes observadas na
barreira da pele estdo relacionadas a modificacbes da filagrina, sendo essa proteina
relacionada com a integridade do tecido tegumentar, reduzindo a adesdo celular entre os

queratindcitos, afetando também a hidratacdo do tecido. Essa disfungdo, consequentemente,
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torna a pele mais susceptivel as agressdes exdgenas, podendo agravar o0 quadro
inflamat6rio™®,

Na fase inicial da dermatite atdpica, 0s queratinécitos presentes no sitio da lesdo
liberam diversos mediadores inflamatorios em resposta aos estimulos endégenos e exdgenos
(Figura 4). Agressdes provocadas por traumas fisicos, como o ato de cogar ou, em resposta a
agentes alergénicos, como substancias irritantes, induzem a secrecdo de linfopoetina estromal
do timo (TSLP) e, interleucinas (IL)-25 e 33. Essas moléculas, por sua vez, irdo modular as
células dendriticas (CD) e células linfoides inatas tipo 2 (ILC2), que promoverdo uma

resposta mediada por Th2"®,

Figura 4 — Modificactes celulares presentes nafase inicia e tardia da dermatite atopica

Fase inicial e tardia da dermatite atépica. O evento inicial da dermatite atopica ocorre pela disfuncéo
da barreira cuténea, que pode ser causada por fatores intrinsecos e extrinsecos. Com isso, ocorre a
entrada de agentes alergénicos na pele, estimulando os queratindcitos a liberarem citocinas, tais como
aTSLP, IL-25 e IL-33. Essas citocinas estimulam as ILC2S a produzirem IL-5 e IL-13 que, por sua
vez, ativam as células Th2. A TSLP aumenta a maturacdo de células dendriticas e células de
Langerhans CD11", que irdo estimular as células Th2. A IL-25 ¢ uma citocina da familiada IL-17 e
pode ampliar a resposta imune tipo Th2, por ligac8o da IL-17B a seu receptor, que € expresso em
células ILC2, INKT e Th2. A IL-33 é um membro da familia da IL-1 e liga-se ao IL1RL1, que é
altamente expresso em células ILC2, Th2 e mastécitos. Na fase tardia da doenca, a pele se torna mais
espessa e avermelhada em virtude da inflamag&o crénica e do atrito constante devido ao ato de cogar.
O infiltrado celular inflamatorio se torna complexo nessa fase. A 1L-22 é uma citocina que atua nas
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células epidérmicas, incluindo os queratinécitos. Seu papal benéfico relaciona-se com o aumento da
producéo de peptideos antimicrobianos pela epiderme, como as defensinas. Essas podem contribuir
para a diferenciacdo de células Thl, que produziréo IFN-y nas lesbes de fase tardia da dermatite
atopica. Ademais, em resposta a IL-22, os queratindcitos apresentam intensa proliferacdo, resultando
em hiperplasia epidérmica difusa, uma condi¢do denominada acantose. Juntamente com alL-4 eall-
13 derivadas de células Th2, a IL-22 inibe a expressdo de genes relacionados & barreira, como
filagrina, loricrina e involucring, tornando a pele susceptivel a infecgBes cuténeas graves. A IL-17
induz a expressdo de citocinas pro-fibréticas, tais como o fator de crescimento transformador-p (TGF-
B) elL-11, pelos eosindfilos, bem como, 0 nimero de células Th17 correlaciona-se com 0 nimero de
células que produzem tenascina C' e etaloproteinases9 (MMP-9), ambas associadas com o
remodelamento tecidual. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nimero da licenca:
4480891150309)".

As células ILC2 produzem as IL-5 e IL-13 que, em seguida, estimulam as células Th2
asintetizarem a IL-31. Essa Ultima citocina é altamente expressa em pacientes com dermatite
atdpica e representa um dos principais agentes pruritogénicos envolvidos na patofisiologia da
doenca. Ainda no ambiente inflamatério, os queratinécitos sintetizam e liberam diversas
guimiocinas, tais como CCL17, CCL20, CCL27, entre outras, que ampliam a resposta
mediada por linfécitos Th2M'%*2,

Na fase tardia da doenga, as citocinas Thl, Thl7 e Th22 sio encontradas nas lesoes.
Nessa etapa, a pele se apresenta mais espessa, essa liquenificagdo relaciona-se com o atrito
provocado pelo ato de cogar e com o processo inflamatério continuo que induz a liberagéo de
IL-22 pelas Th22 presentes nas lesdes. A |L-22 atua sobre o processo mitético de
queratindcitos, resultando na acantose, bem como inibe a expressdo de genes relacionados
com a integridade da barreira cutanea, como o gene nafilagrina. Foi ainda relatado que tanto
IL-13 quanto IL-17 possuem um papel importante no remodelamento do tecido nas lesdes de

dermatite atOpica, uma vez que estimulam os fibroblastos a sintetizarem proteinas

fibrosash*1°.

1. , . .
Glicoproteina adesiva da matriz extracelular

2 . . . . .
Protease presente na Mucuna pruriens, cujos nomes populares incluem cowhage ou p6 de mico.
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Destaca-se que, nos quadros de dermatite atopica, o local da lesdo apresenta maior
inervacdo e mais excitabilidade, efeitos esses relacionados com a maior expressio do fator de
crescimento do nervo (NGF) e reducdo de semaforina 3A, que promove aumento das
terminacdes nervosas™ ™. Logo a hipersensibilidade dos neurénios sensiveis & coceira pode
contribuir com a intensa sensag&o pruriginosa, mesmo gquando provocada por substancias néo
pruritogénicas, como frequentemente relatado por pacientes com dermatite atépica™®’.
Corroborando essa informacdo, foi demonstrado que pacientes com dermatite atdpica
apresentam coceira intensa quando expostos a histamina, substancia P, serotonina e
bradicinina (BK). Para essa Ultima substéncia, também se observou a ocorréncia de dor. De
maneira interessante, a sensacdo dolorosa induzida pela BK no local, ndo suprimiu a sensagéo
pruriginosa. Por fim, os autores apontam que a BK assim como a serotonina séo potentes
pruritogénicos endégenos, que atuam por vias independentes da histamina'®, conforme sera
melhor explicado a seguir.

Considerando que a dermatite atOpica apresenta uma patofisiologia complexa, 0s
profissionais da &ea da salde encontram diversas dificuldades no seu tratamento. As
abordagens terapéuticas disponiveis como, por exemplo, o0s corticoides, agentes
imunossupressores, substéncias emolientes, entre outras, nem sempre apresentam resultados

satisfatérios, necessitando de mais estudos sobre o quadro™®.

1.1.2 MODELO DE DERMATITE ATOPICA INDUZIDO POR OXAZOLONA

A oxazolona (4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one) é uma substancia
utilizada para provocar lesdes cutaneas que mimetizam as alteragcdes de pele encontradas na
dermatite atdpica. A oxazolona é um hapteno de baixo peso molecular que modifica
covalentemente as proteinas da pele, desencadeando respostas aérgicas. O modelo de
dermatite atOpica induzida por oxazolona pode ser realizado utilizando diferentes

concentragdes diluidas em acetona®® %
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Ap0Os aplicacdo topica de oxazolona é possivel observar espessamento das camadas da
pele, esse efeito esse na epiderme é confirmado pelo aumento de queratina-16 (KRT16), um
marcador de hiperplasia epidérmica. Em adi¢&o, ocorre um intenso processo inflamatério no
local, aumentando as citocinas Thl e Th2, tais como a IL-1p, IL-13 e IFN-y, bem como
outros mediadores inflamatorios S100A8 e lipocalina 2%,

Destaca-se ainda que outras alteragcbes importantes também sdo encontradas nesse
modelo como, por exemplo, pele avermelhada devido a inflamagdo, reducdo de contetdo
hidrico na epiderme e na derme, aumento do prurido, aumento de IgE. Ja a avaliacéo

histol 6gica revela que ha aumento de células inflamatdrias (células T e células dendritica)**%°.

1.1.3 PRURIDO

O prurido é definido como uma sensacdo desagradavel que induz ao reflexo de cogar.
Essa definicéo foi estabel ecida hd 365 anos pelo o médico alemdo Samuel Hafenreffer e ainda
é utilizada por muitos pesquisadores'®’?* O prurido pode ser induzido por estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos®, além de alteragdes neurofisioldgicas e psiquiétricas™ .
Sua manifestagéo pode ser aguda — por exemplo, induzida por picadas de insetos, podendo ser
facilmente aliviada pelo ato de cocar — ou cronica — subdividida em quatro grupos:
dermatol dgica, sistémica, neuropética ou psicogénica’®.

A coceira dermatol 6gica ocorre devido a alteracGes cuténeas, tais como a dermatite
atopica (predilecdo pelas éreas flexoras, regides anterior e laterais do pescocgo, pa pebras,
fronte, face, punhos e dorso dos pés e das mdos), dermatite de contato por irritante
(geralmente é restrita ao local de contato com a substancia), psoriase (acomete principa mente
o0 tronco, cotovelos, joelhos, regido sacro-glutea, couro cabeludo, palmas das méos e plantas

16,33

do pés), xerose (tendem a ocorrer nas pernas, bragos, maos e tronco) ™, urticaria (disfuncéo
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cutanea caracterizada por vermelhiddo local, além de sensacdo pruriginosa, podendo se
manifestar em qualquer parte do corpo)™.

O prurido sistémico, em contraste com o prurido dermatol égico, ndo apresenta lesdo
primaria. Entretanto, o ato de cocar e sua intensidade provocam danos cuténeos; este tipo de
prurido ocorre devido a desordens sistémicas, que incluem doencas metabdlicas e endocrinas,
aém de determinados tumores e infeccdes™, como, por exemplo, aneurismas, esclerose
multipla, doencas hepato-biliares, diabetes, entre outras™®.

A coceira neuropatica € causada por uma lesdo priméria ou disfuncdo em qualquer
ponto ao longo da via aferente no sistema nervoso. Ela pode estar relacionada com tumores,
aneurismas, esclerose multipla, sensibilidade cutéanea, prurido induzido por farmacos ou uso
de substancias psicoativas, entre outros. Em muitos casos, é acompanhada por parestesia,
hiperestesia ou hipoestesia®**%°.

Finalmente, o prurido psicogénico tem sua origem nas desordens psiquiatricas, tais
como depressao, transtorno obsessivo-compulsivo e estresse emocional, sendo caracterizado
por um impulso excessivo do ato de cocar'”*?. Alguns desses tipos de prurido podem se
apresentar de forma aguda, mas, em muitos casos, ocorrem de maneira cronica e persistente®.

O prurido &, possivelmente, um dos sintomas mais comuns nas doencas cutaneas,
mas pode co-ocorrer com doencas ndo relacionadas & pele, como desordens metabdlicas™. Em
adicdo, aproximadamente um terco da populagdo global experimenta essa sensagcédo uma vez
por semana. Entretanto, o0 mecanismo exato permanece desconhecido e inimeras hipoteses
tém sido desenvolvidas para tentar compreender como ocorre a transmissao da coceira®.

No comego do século XX, a Teoria da Intensidade foi inicialmente descrita por von
Frey (1922) e Lewis et al. (1927). Esses pesquisadores postularam que os estimulos da coceira
produziam respostas neuronais fracas, a0 passo que estimulos dolorosos induziam forte

ativacdo da mesma populagdo de neurdnios (Figura 5A)%. Contudo o desenvolvimento de
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diversos estudos tem refutado essa hip6tese. Outrossim, sabe-se que 0 aumento da intensidade
de coceirainduzida por estimulos el étricos ndo provoca uma sensacdo dolorosa, assim como a
diminuico da frequéncia de um estimulo doloroso ndo acarreta em sensacdo pruriginosa™>>’.

Foi identificada em volunt&rios humanos saudaveis a presenca de fibras nervosas
aferentes, com axonios particularmente finos e com excessivas ramificagOes, denominadas
fibras C. Essas fibras possuem baixa velocidade de conducdo (em média 0,5m/s) e sdo
ativadas por histamina. A partir desses resultados, foi proposto que, possivelmente, essas
fibras poderiam mediar a sensagdo de coceira de forma exclusiva, sendo sugerida a Teoria da
Especificidade (Figura 5B).

Em adicéo, essas fibras C sdo seletivas para a coceira, mas ndo especificas, sendo
também responsivas a certos estimulos dgicos. Umavez que foi estabelecida a intima relagéo
entre o circuito neural do prurido e os mecanismos da dor, foi proposta a Teoria da Ocluséo
(Figura 5C), que sugere que nos neurdnios nociceptivos existem pruriceptores, que induzem a
sensacdo pruriginosa quando ativados. Por outro lado, a ativagdo de uma grande quantidade
de nociceptores por estimulos nocivos ocasionaria uma oclusdo da resposta pruriceptiva para

produzir a sensacéo dolorosa (Figura 6)*.
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Figura5 - Modelos para a codificacéo da coceira

M odel os propostos para a transmissao de prurido. (A) A Teoria da Intensidade prop&e que neurdnios
transmitem prurido ou dor, dependendo de a intensidade do estimulo ser baixa ou alta,
respectivamente. (B) A Teoria da Especificidade propde fibras e circuitos completamente separados
para a deteccdo de dor e prurido. (¢) A Teoria da Oclusio propde que um grupo de neurdnios dentro
dos nociceptores transmite prurido quando seletivamente ativado por estimulos pruriginosos. Os
estimulos nocivos levariam & ativag@o do grande grupo de fibras e isso inibiria a sensag&o do prurido.
Publicagdo da imagem autorizada pela revista (ndo houve nimero de licenca)®.

Atua mente, algumas moléculas que medeiam a transducéo do prurido foram melhor
esclarecidas (Figura 7; Tabela 1). Sabe-se que a coceira ocorre por vias histaminérgicas e vias
nao-histaminérgicas™. A histamina liberada pelas células do sistema imune e queratindcitos
atua nos receptores de histamina tipo 1 e 4 (HiR e H4R, respectivamente), localizados nos
neurdnios sensoriais. O H1iR é acoplado a proteina G¢/G11 €, apos aligagdo de histamina, ativa
a fosfolipase C-p3 (PLCP3), produzindo inositol (1,4,5) trifosfato (1Ps) e diacilglicerol.
Consequentemente, ha aumento da concentracdo de célcio e ativagdo da proteina cinase Ce
(PKCe)'®*%, Além disso, foi demonstrado que a deplecéo genética da PLCB3 diminui o
comportamento de coceira induzido por histamina em camundongos™*. Ademais, o prurido

induzido pela serotonina também é mediado pela via da PLCB3™. Por fim, destaca-se que
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essa via ndo atua de maneira especifica, uma vez que sua deplecdo potencializa a analgesia

induzida por morfina apds estimulagdo térmica em camundongos™.
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Tabela 1 — Principais moléculas descritas como indutoras de prurido

Moléculaindutora de Origem Receptor

prurido

Histamina Mastécitos HiR, H4R

BAMS8-22 Clivagem proteolitica de proencefalina  MrgprC11

Cloroquina Substancia antimal&rica MrgprA3

SLIGRL-NH; Peptideo  sintético ou  clivagem MrgprC1l, PAR2
proteolitica de PAR2

B-alanina Suplemento para  desenvolvimento MrgprD2
muscular

Macunaima Cowhage PAR-2, PAR-4

Catepsina S Céulasimunes e células epiteliais PAR-2, PAR-4

Triptase Mastocitos PAR-2, PAR-4

Serotonina Mastécitos 5-HT1, 5-HT,

Endotelina-1 Céulas endoteliais ETa

SP Neurdnios sensoriais primarios NK1

IL-31 Principalmente linfécitos Th2 IL-31RA, OSMR

Imiquimode I munoestimulante sintético TLRY

(controverso)

Acido policitidilico I munoestimulante sintético TLR3

Acido biliar Colestase TGR5

Acido lisofosfatidico Colestase Desconhecido

Bradicinina Mastécitos B,

GRP Neurénios ndo-mielinizados GRPR

Publicacdo da tabela autorizada pela revista (ndo houve ntimero de licenca)™®.

Nos mesmos neurOnios sensorials que expressam 0s receptores de histamina,
também ha expressdo do receptor de potencia transitorio vaniloide do tipo 1 (TRPV1).
InUmeras evidéncias sugerem que 0 HiR exerce seu efeito através da ativagdo de TRPV 1,
induzindo a estimulagdo neuronal e posterior resposta pruriceptiva. Sabe-se, por exemplo, que
a formagdo do diacilglicerol ativa a proteina cinase C (PKC), provocando a abertura dos
receptores TRPV 1. Em adicdo, o diacilglicerol pode atuar como um ligante endogeno para o
TRPV1 em neurénios do ganglio da raiz dorsal (DRG, do inglés dorsal root ganglion) em
ratos. Essa informagéo corrobora os dados indicando que o H;R é relacionado com o TRPV1

através da sinalizagdo da proteina G4/Gi; e de alguns receptores de tirosina cinase (TrkA) —
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ativado pelo fator de crescimento do nervo —, ambos relacionados & via da fosfolipase C

(PL C) 17,25,27,43,45,46

Figura 6 - Esguema de interagéo neuronal da dor e da coceira
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Desenho esquemético das interacfes entre os neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG) e neurénios
espinhais nas vias da coceira (azul) e dador (vermelho). As linhas em negrito indicam as vias ativadas.
(A) Quando neurbnios pruriceptivos do DRG sdo seletivamente ativados por estimulos pruriceptivos
ou nociceptivos (exemplo, capsaicing), a sensagcdo da coceira € produzida. (B) Quando estimulos
nociceptivos ativam ambos neurdnios pruriceptivos e nociceptivos no DRG, a sensagé@o da coceira €
suprimida pel os interneurdnios inibitérios espinhais e apenas a sensacdo de dor € produzida. Para fins
desta ilustragdo, as fibras sensoriais de todos os neurdnios do DRG foram agrupadas em uma Unica
linha para representar os terminais periféricos e centrais. Cada populacéo diferente de neurdnios
espinhais é representada por um Unico neurénio. O sina de menos (-) indica a sinapse inibitoria entre
o interneurdnio e o neurdnio pruriceptivo. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (ndo houve
nimero de licenga)®.

De forma interessante, algumas substancias pruritogénicas endodgenas — como a

serotonina, a endotelina-1l e a substéncia P (SP) — e agumas exdgenas — tais como a
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macunaima’ e a cloroquina — atuam em vias ndo-histaminérgicas e induzem a sensacio

pruriginosa’™*%4"4®,

Figura 7 - Células e moléculas associadas a coceira na pele

Esquema das células e mediadores na pele associados a coceira. Indugdo, percepcdo, conservacdo e
controle do prurido envolvem uma rede complexa de vérias células e mediadores. Somente algumas
células e mediadores sfo listados aqui. NGF, fator de crescimento do nervo; NT-4, neurotrofina 4;
LTBy, leucotrieno B4; TXA2, tromboxano A2; ET-1, endotelina-1; eCB, canabinoides endégenos;
PGD, prostaglandina D; IL-2, interleucina-2; SP, substancia P; CGRP, peptideo regulador do gene da
calcitonina; VIP, peptideo intestinal vasoativo. Publicacdo da imagem autorizada pela revista
(nimero da licenca: 3677680386357)%.

Os antagonistas dos TRPV 1 sdo capazes de inibir a sinalizagdo induzida por histamina
nos neurbnios do DRG. Ademais, pacientes com rinite alérgica apresentam aumento do
prurido apos ativagdo de TRPV 1, e camundongos que ndo expressam o TRPV1 respondem

pouco a injecdo de histamina. Entretanto, a coceira induzida por esta molécula ndo é

2 . . . . .
Protease presente na Mucuna pruriens, cujos nomes populares incluem cowhage ou p6 de mico.
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completamente revertida em camundongos com delecdo génica para TRPV1, sugerindo o
envolvimento de outros receptores na coceirainduzida por histamina (Figura 8)>*.

Sabe-se que a serotonina e a endotelina-1 atuam em receptores acoplados a proteina
GyG11. Como mencionado, apos agdo do ligante no receptor, a PLC produz diacilglicerol e,
consequentemente, a ativacéo da PKC e a posterior fosforilagdo do TRPV 1, desencadeando o
potencia de agdo (Figura 9). No que se refere a endotelina-1, mais estudos sG0 necessarios
para compreender quais os receptores da familia dos TRPs estdo envolvidos na resposta

pruriceptiva, uma vez que as pesquisas sobre a endotelina-1 e o TRPV1 sdo contraditorias.

Em adic8o, sugere-se que a endotelina-1 possa também ativar afosfolipase A, (PLA,) e D®.

Figura 8 - Esguema das células envolvidas na deteccdo de diversos estimulos de prurido
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Esquema das células envolvidas na detec¢do de diversos estimulos de prurido. Neurénios do DRG
(azul; a esgquerda) inervam a pele e podem ser ativados diretamente por agentes indutores de coceira
de origem exdgena ou enddgena (moléculas pruritogénicas) liberados pelos queratindcitos, células do
sistema imune ou terminagdes neuronais aferentes adjacentes. No entanto, muitos destes mediadores
enddgenos também podem ativar queratindcitos e vérias células do sistema imune. Em adicdo, a
interconexdo entre todos os trés tipos de células, através da liberagcdo de determinadas substancias,
pode modular a capacidade de resposta celular e a transmissdo da coceira. Subconjuntos distintos de
neurdnios sensoriais aferentes inervam a pele, mediando a sinalizacdo da resposta pruriceptiva (a
direita). A histamina ativa os neurdnios através do H;R que induz a abertura dos canais iGnicos
TRPV1 (vermelho; canto superior direito). As moléculas pruritogénicas, BAM8-22 e cloroquina,
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ativam os neurbnios via MrgprC11 e MgprA3, respectivamente, induzindo a abertura de receptores
TRPA1 (vermelho). A citocina TSLP ativa neurdnios através do receptor TSLPR, desencadeando a
abertura dos canais de TRPA1 (vermelho; canto inferior direito). A ativacdo de TRPV1 ou TRPA1
induz a despolarizacdo neuronal e, consequentemente, a transmissdo do sina de coceira da periferia
para o sistema nervoso central (SNC). Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nimero da
licenca: 3673880065950).

Outra molécula amplamente estudada na coceira é a SP, liberada na pele pelas
terminacOes nervosas sensoriais. A SP tem alta afinidade pelo receptor de neurocinina-1
(NK1), presente nos queratindcitos e mastocitos, produzindo a sensagéo pruriginosa, além de
induzir a liberagdo de outros mediadores inflamatorios, tais como o leucotrieno B4, a
prostaglandina D, e o fator de necrose tumoral (TNF). Além disso, a administracdo de SP, em
humanos saudaveis, induz a ativacéo de mastécitos que, posteriormente, secretam histamina.
Essa informagdo corrobora os dados que indicam gue a coceira induzida por SP € inibida por
antagonistas do H;R*®349%0,

A macunaima, a catepsina S, uma enzina lisossoma, e a tripsina, uma protease
enddgena, sdo capazes de estimular os receptores ativados por proteases-2 e -4 (PAR-2 e
PAR-4, respectivamente). Ambos, PAR-2 e PAR-4, sd0 amplamente expressos em diversos
tecidos, estando presentes nos neurénios sensoriais primérios no DRG. A ativagao ocorre apds
a clivagem proteolitica de sua por¢cdo N-terminal e, posteriormente, a nova por¢éo N-terminal
— geramente composta por seis aminoécidos, Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu (SLIGRL-NH) —
atua como ligante para ativar PAR-2 e PAR-4, desencadeando uma resposta pruriceptiva'®*.
Foi demonstrado que o pequeno peptideo SLIGR ativa especificamente o receptor PAR-2,
gue desencadea hipersensibilidade a estimulos térmicos em camundongos; por outro lado, o
peptideo SLIGRL-NH, é capaz de ativar o receptor acoplado a proteina G relacionado com

Mas C11 (MrgprC11), produzindo uma resposta pruriceptiva independente de histamina®>*.
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Figura 9 - Células imunes, terminactes nervosas e receptores envolvendo a coceira

Células, terminacfes nervosas e receptores envolvidos na coceira. Substancias pruritogénicas
exdgenas e enddgenas (moléculas secretadas por células T, mastécitos, eosinéfilos, neutrdfilos,
basofilos e queratinécitos) estimulam as fibras C presentes na epiderme e na jungdo dermoepidérmica.
As fibras nervosas seletivas de coceira sdo divididas em dois subgrupos: terminagdes nervosas
histaminérgicas e nao-histaminérgicas. As fibras histaminérgicas expressam 0s receptores de
histamina tipo 1 (H;R) e tipo 4 (H4R), sendo esses ativados pela histamina e envolvidos
principalmente na coceira aguda. Ja as fibras n&o-histaminérgicas respondem a uma variedade de
substancias pruritogénicas, que ndo a histamina, através dos receptores correspondentes, e estdo
envolvidos na coceira cronica. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nUmero da licenca:
4480890975642)™.

Os receptores acoplados a proteina G relacionados com Mas (Mrgprs) sdo amplamente
expressos em neurdnios nociceptivos de pequeno didmetro no ganglio trigeminal e no DRG.
As terminag0es nervosas que expressam esses receptores sdo ndo-mielinizadas e se projetam
para a superficie da pele e para o corno dorsal da medula espinha na lamina 11 Foi

demonstrado que alguns receptores dessa familia respondem a substancias pruritogénicas,
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induzindo a sensagdo de coceira. O MrgprA3, por exemplo, é um receptor para a substancia
antimalarica, cloroquina; o MrgprD é ativado por B-alanina e; o MrgprC11 produz a sensagéo
pruriginosa apos ligacdo do SLIGRL-NH, e da catepsina S. A sinalizagdo intracelular dos
Mrgprs ainda ndo est claramente compreendida. Sabe-se que 0 MrgprA3 atua na subunidade
Gpy, envolvida na modulag&o dos canais iGnicos por ligagado direta, tal como ao TRPV 1. Por
outro lado, o MrgprC11 é acoplado a Gy/Gi; para ativar a PLC e, posteriormente, o
TRPV 116349533 Cyriosamente, alguns pruriceptores presentes nas terminagdes sensoriais
sS40 ativados por substancias como a capsaicina— agonistado TRPV1 — e abradicinina (BK) —
agonista do receptor B, de cininas —, ambas moléculas também indutoras de estimulos
noci ceptivos?>>>>°,

No que se refere a transmisséo da coceira ao nivel do sistema nervoso central (SNC),
inlmeras evidéncias indicam que a transducdo de sinal é mediada, em aguns casos, por uma
via especifica, que responde exclusivamente a estimul os pruriceptivos sem alterar a percepcao
dolorosa™. O peptideo bombesina foi inicialmente isolado da pele do sapo Bombina bombina,
em 1970, por Erspamer e colaboradores. Esse peptideo encontra-se amplamente distribuido
nos tecidos de anfibios e participa de diversos processos biolégicos. Entretanto, embora essa
molécula ndo estgja presente nos tecidos de mamiferos, estruturas homodlogas foram
identificadas, como a neuromedina B e o peptideo liberador de gastrina (GRP), sendo este
dltimo composto por 27 aminoécidos nos humanos e 29 aminoécidos em roedores™® .

Os efeitos semelhantes observados entre o peptideo bombesina e 0 GRP estéo
relacionados com a similaridade estrutural, uma vez que possuem 0S Mesmos sete
aminoécidos na porcdo C-terminal, havendo a substituicdo da glutamina pela histidina na
posicdo oito. Nos mamiferos, 0 GRP é amplamente expresso no trato gastrintestinal e no

SNC, onde participa de diversas fungdes patofisiolégicas, que incluem a modulacdo do
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apetite, regulacdo do ciclo circadiano e consolidagdo da memoria, bem como apresenta um
papel fundamental na percepcao e transmissdo do prurido®®%2,

O gene do pré-pro-GRP esta localizado no cromossomo 18921, sendo este codificado
em trés éxons separados por dois introns. O processamento pos-traducional inicia pela
clivagem da molécula por uma peptidase sinalizadora, gerando o pro-GRP, que serd
novamente clivado, formando peptideos menores, tais como 0 GRPy.27 € GRPig.2°2°. O GRP
€ amplamente distribuido no SNC, particularmente no prosencéfalo, nlcleos hipotalamicos e
nos ndcleos sensoriais’®. Em adicdo, é expresso nos subconjuntos de neurdnios nao-
mielinizados no DRG>*%®, Entretanto, 0 RNAm nao é detectavel na medula espinhal; com
base nessa informac&o, sugere-se que a liberagdo pré-sindptica do GRP ocorra através das
terminaces centrais dos neurdnios aferentes primarios™. O GRP é coexpresso com 0 CGRP e
com a SP nos neurénios do DRG. De modo interessante, também esta colocalizado com
MrgprA3, receptor Toll-like 7 (TLR7) e com uma isoforma de um receptor p-opioide
(MOR1D)**,

Apéds a liberacdo, 0 GRP ativa seu receptor (BB, ou GRPR), composto por 384
aminoécidos, expresso na lamina | da superficie da medula espinha*****. O GRPR é um
receptor acoplado a proteina G¢/Gi1 que promove estimulagdo da PLC quando ativado,

induzindo o aumento dos niveis de célcio e ativacdo da PK C®®;

entretanto, pode também
atuar na via da PLA.®. De modo interessante, 0 GRP é capaz de estimular as PTK®*®’, assim
como aligacgo do GRP/GRPR também provoca a ativagéo da via ERK1/2-MAPK (ERK1/2 -
quinase regulada por sinal extracelular; MAPK - quinases ativadas por mitdgenos), aterando
a transcricao génica de determinadas proteinas™. Além disso, foi demonstrado que a ligag&o
do GRP/GRPR pode ativar a via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), responsavel pela
proliferacio e sobrevivéncia celular®, da mesma forma que esta intimamente relacionada com

a sensacao pruriginosa®™ ™.
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O bloqueio farmacoldgico do GRPR pelo antagonista RC-3095, administrado por via
intratecal (i.t.), nadose de 0.3nmol, foi capaz de diminuir o comportamento de cocar induzido
por GRP em camundongos™. A injecdo subcutdnea de RC-3095 (5mg/kg) reduziu
significativamente a sensagao pruriginosa em um modelo de coceira induzida por agonista
PAR-4 (AYPGKF-NH; na dose de 200nmol/site)’?. Foi demonstrado que a administragdo
sistémica (via intraperitonea) ou i.t. do antagonista ndo-peptidico dos receptores
BB1¥GRPR, o PD 176252, foi capaz de inibir de forma significativa e dose-dependente a
coceirainduzida por diversos agentes, incluindo o GRP administrado por via espinhal ",

Demonstrou-se que camundongos knockout para Bhlhb5, um fator de transcrigdo
envolvido na sobrevivéncia de interneurdnios inibitérios denominados B5-1, exibem maior
comportamento de coceira em resposta aos agentes pruritogénicos’”>. Também sabe-se que
agonistas dos receptores opioides k (KOR) diminuem a sensagdo pruriginosa. Os
interneurénios inibitérios liberam dinorfina, um agonista endégeno para KOR capaz de
modular o prurido. Corroborando esses dados, a administracéo de nalfurafina (40ng; viai.t.),
um agonista do KOR, é capaz de reduzir significativamente o comportamento de cocar
induzido pelainjecdo i.t. de GRP™". De forma interessante, o uso clinico da nalfurafina foi
aprovado para o tratamento do prurido em pacientes com doenca renal crénica’®. Em um
modelo de pele seca, os pesquisadores identificaram que a via da PI3Ky/Akt esté intimamente
relacionada com a sensac&o pruriginosa e que inibidores dessa via, assim como o bloqueio

farmacolégico do GRPR, foram capazes de reduzir o comportamento de cocar em

camundongos, sugerindo um novo alvo terapéutico para a sensagao pruriginosa’’.

3 A bombesina exerce seus efeitos através da ativacdo de receptores BB1 e GRPR (Alexander et al., 2011).
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1.1.4 SISTEMA CININERGICO

Quanto ao sistema de cininas, sabe-se que o cininogénio de alto peso molecular sofre
clivagem hidrolitica por uma serina-protease, a calicreina plasmética, produzindo o
nonapeptideo BK. Em adicdo, a calicreina tecidual realiza a quebra do cininogénio de baixo
peso molecular, formando o decapeptideo calidina (também chamado de Lys-BK) (Figura
10)7%1.

De modo interessante, as carboxipeptidases M e N (conhecidas como cininases 1)
podem redlizar a clivagem da calidina e da BK, produzindo os metabdlitos ativos Lys-des-
Arg>-BK e des-Arg®-BK, respectivamente. Ademais, a aminopeptidase M pode remover a
lisina da cadeia polipeptidica da calidina — formado a BK —, e da Lys-des-Arg®-BK —
formando a des-Arg®-BK (Figura 10)%2%,

As cininas possuem melavida curta, de aproximadamente 15 segundos, sendo
rapidamente convertidas em metabdlitos inativos por metaloproteinases, tais como a enzima
conversora de angiotensina (ACE ou cininase I1), a endopeptidase neutra e a aminopeptidase
P (cininases 1)*9%8 As enzimas calicreinas realizam a clivagem do cininogénio nos sitios
de les@o ou com inflamagdo, participando de efeitos patofisioldgicos, tais como a percepcao
dolorosa ou pruriginosa por ativacdo de fibras C sensiveis & histamina®#.

As cininas exercem seus efeitos através da interagdo com dois receptores acoplados a
proteina G, denominados B; e B,. O receptor B, € expresso constitutivamente em diversos
tecidos, a0 passo que o receptor B; SO € expresso em determinadas situagBes, como, por
exemplo, apés estimulos inflamatdrios e infecciosos. De maneira interessante, o receptor B, é
ativado por calidina e BK, enquanto que seus metabdlitos, Lys-des-Arg®-BK e a des-Arg™-
BK, se ligam a0 receptor B1**%’. Os receptores By e B, de cininas s30 expressos nas células
epiteliais, fibroblastos, macréfagos, células dendriticas, entre outras™. Os receptores de

79,89,90

cininas interagem inicialmente com a proteina G¢/Gi1 e Gi/G, . Em adicdo, foi
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demonstrado em experimentos in vitro que o receptor B, também esta relacionado com a

proteina Gs™.

Figura 10 - Representacéo esquematica do sistema calicreina-cininas
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Os dois receptores acoplados a proteina G, receptores B; e B,, fazem parte do sistema calicreina-
cininas. Enzimas, como a cininase I, a endopeptidase neutra e a aminopeptidase P, clivam as cininas
em diferentes sitios, resultando em sua completa inativacdo. AM, aminopeptidase M; CP,
carboxipeptidases N e M (=cininase |); HK, cininogénio de alto peso molecular; LK, cininogénio de
baixo peso molecular; PK, calicreina plasmética; TK, calicreina tecidual. Publicacdo da imagem
autorizada pela revista (nimero da licenca: 3703361148443)%.

No que se refere avia da G4/Gi1, como supramencionado, ocorre a ativagéao da PLCP e
posterior formagdo de | Ps, desencadeando um aumento de célcio citosdlico, em que o receptor
B, utiliza o calcio extracelular e o receptor B, o célcio intracelular®™®9% Curiosamente, os
receptores de cininas também sdo capazes de modular o TRPV1, através da ativacdo da

PLC™. Entretanto ocorre ativacdo da PLA, quando h& estimulacgo da Gi/G, induzindo &
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liberagc@o de &cido araguidonico e posterior formagdo de prostaglandina E, ou prostaglandina
|5, resultando na formag&o de AMPc>81:9293%

Sabe-se também que a ativacdo do receptor B; modula proteinas inflamatérias, como a
cicloxigenase-2 (COX-2), assim como a ativacdo de ambos receptores de cininas resulta na
liberacgo de 6xido nitrico, que leva & producdo de GMPc®% A ativacio do receptor B,
pela Lys-des-Arg®-BK estimula a liberagdo das enzimas, metaloproteinase-9 (MMP-9) e
mieloperoxidase (MPO), ambas proteinas importantes no processo inflamatorio, sendo que a
liberagdo da MMP-9 é dependente da fosforilagdo de ERK1/2-MAPK e p38, enquanto que a
ativagdo da MPO depende apenas da p38. Ainda nesse estudo, os autores relataram que o
tratamento com os antagonistas do receptor By, des-Arg®-[Leu’]-BK ou Lys-des/Arg®]-Leu®-
BK, foi capaz de inibir a fosforilagdo da ERK1/2 MAPK, um efeito que néo foi observado
para 0 antagonista do receptor B,, HOE140 (Figura 11)%,

O receptor B, pode, ainda, ativar vias alternativas, tais como a fosforilagéo de algumas
quinases — por exemplo, PTK e MAPK, entre outras. A ativagao dessas vias pode desencadear
a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1p, IL-6, IL-8 e o TNF, bem como
induzir a ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) e aliberacdo de SP e do CGRP*%%,

A administragdo intradérmica de BK aumenta a sensag&o pruriginosa e hi expressdo
dos receptores B; e B, nas fibras nervosas sensoriais™. Corroborando essa informagao, a BK é
capaz de induzir intenso prurido na pele de pacientes com dermatite atépica’®, bem como
aumentar os acessos de coceira em camundongos com dermatite de contato alérgica induzida
por dibutilester do &cido esquéarico’®. Em outro modelo de prurido crénico, induzido por
difenilciclopropenona (DCP), foi demonstrado que o antagonista do receptor B;, R892,
reduziu a sensacéo pruriginosa. Por outro lado, o tratamento com o antagonista seletivo dos

receptores B,, HOE140, ndo modificou esse comportamento™.
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Figura 11 - Vias de sinalizagao vincul adas ao receptor B;

Visdo esquematizada da liberacdo de MMP-9 pela ativagdo de ERK1/2 MAPK e p38, enquanto MPO
€ dependente da via da p38 apenas. GF109203X, inibidor da PKC; LY 294002, inibidor da PI3K;
PD98059, inibidor da MAP quinase; SB203580, inibidor da p38. Publicaco da imagem autorizada
pela revista (nimero da licenga: 4499480412541)%,

Também foi demonstrada a relagdo entre os receptores de B; e B, de cininas e 0 PAR-
2, uma vez que camundongos knockout para os receptores B; e B, exibiram menor
comportamento de coceira apos administracéo de tripsina e SLIGRL-NH,, ambas moléculas
indutoras de prurido por ativacdo de PAR-2'%. A administracdo de dois antagonistas do
receptor B, (FR173657 e HOE140) diminui a coceira induzida por &cido deoxicdlico em
camundongos'®.  Ademais, a administracdo de antagonistas dos receptores B; e B,
(SSR240612 e FR173657, respectivamente) reduziu significativamente o comportamento de
cocar em camundongos previamente tratados com tripsina'®.

Curiosamente, outro estudo demonstrou que a sensacdo pruriginosa induzida pelo
adjuvante completo de Freund (CFA) é exacerbada apds administracéo de BK. Entretanto, o

bloqueio farmacolégico do receptor B,, utilizando o antagonista D-Arg-[Hyp®, D-Phe’]-BK,
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aumentou a coceira nesses animais. Ja o antagonista do receptor B;, des-Arg®-[Leu®]-BK,
reduziu esse comportamento. Esse dado sugere efeitos opostos dos receptores de cininas na
resposta pruriceptiva no modelo de inflamag&o induzida por CFA'®. Além disso, um trabalho
publicado posteriormente evidenciou que o efeito pruritogénico no modelo induzido CFA
associado com 0 agonista do receptor B, des-Arg’-BK esta relacionado com ativagdo
aumentada e persistente da ERK 1/2 na medula espinhal *®.

No tecido tegumentar, os receptores B; e B, de cininas também estéo envolvidos com
0 processo cicatricial. Em um estudo que utilizou camundongos knockout para os receptores
cininérgicos, 0s autores observaram que a cicatrizagdo das lesbes cutaneas nesses animais
apresentava-se mais lenta. Esse efeito se relaciona com a reducdo de colégeno, do infiltrado
celular na fase inflamatéria e da reepitelizac8o local, demonstrando, pela primeira vez, o
envolvimento das cininas no reparo tecidual®®. Em um modelo de cicatrizagdo utilizando
camundongos machos C57BI6/J, foi identificado que a ativagdo do receptor B; de cininas,
pelo uso do agonista, des-Arg®-BK, promove a migracéo de queratindcitos, favorecendo o
reparo tecidual. Em adicdo, a ativacdo do receptor B; aumentou a expressdo das
metaloproteinases-2 e 9, cujas fungdes estdo relacionadas a proliferagdo de queratinécitos,
diferenciacso celular e processo inflamatério'®.

O angioedema é um disturbio cuténeo diretamente relacionado com o sistema cininas.
Essa doenca pode se apresentar de forma adquirida, alérgica e ndo aérgica, ou hereditéria. O
angioedema se caracteriza pelo aumento da permeabilidade vascular (Figura 12), no qual a
histamina e a BK s&0 importantes mediadores envolvidos nesse processo. Entretanto, destaca-
se ainda o envolvimento de outras substéancias, tais como a SP, leucotrienos, prostaglandinas,

citocinas e quimiocinas®*®.

A urticaria € uma disfuncdo que acomete de 15 a 25% dos
individuos em algum momento da vida. Como principais sintomas, pode-se citar a sensacéo

pruriginosa, coloragdo avermelhada no local e inchagco (Figura 13). Ressalta-se que
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aproximadamente 40% das pessoas com urticaria também apresentam o angioedema. E
importante destacar que essa doenca também pode se manifestar de forma aguda ou crénica,

sendo que essa Ultima pode reduzir a qualidade de vida do individuo *.

Figura 12 - Localizacdo do extravasamento de liquido em disfuncgdes cutaneas

Imagem representativa de uma pele normal (A), com urticéaria (B) e com angioedema (C). Publicacdo

da imagem autorizada pela revista (nimero da licenca: 501453552)".

O antagonista seletivo dos receptores B,, HOE140, demonstrou efeitos benéficos em
vérios modelos de inflamacdo, dor e prurido® %113 Emy 2011 0 HOE140,
comercializado com o nome de Icatibanto (FIRAZY R®), foi aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) para o tratamento do angioedema, na dose de 30mg, por via
SlJbCUténea34’ll4_118.

Inibidores da ACE s&o utilizados para o tratamento de hipertensdo. Conforme apontam

os dados de uma pesquisa publicada em 2012, houve aumento no uso desses, incluindo em

pacientes com historico de angioedema. De 112 pacientes que foram entrevistados ao longo
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de 10 anos, 39% utilizavam os inibidores de ACE, aumentando O risco para esses
individuos'®. Em outro trabalho duplo-cego de fase |1, os pesquisadores investigaram o efeito
do tratamento do angioedema causado por inibidores de ACE. Dos 27 participantes, 13
individuos receberam o tratamento com HOE140 (30mg; via subcutanea) e outros 14
pacientes receberam aterapia convenciona com glicocorticoide (prednisolona; 500mg) e anti-
histaminico (clemastina; 2mg). Apés o tratamento, 0 grupo tratado com HOE140 apresentou
uma melhora do quadro de angioedema em um periodo inferior quando comparado com a

abordagem convencional '%.

Figura 13 - Manifestacéo da urticéria e do angioedema
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Manifestacdo da urticdria no torso (A) e angioedema na hemiface esguerda (B). Publicacdo da

imagem autorizada pela revista (nimero da licenca: 501453552)°.
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Resultados similares foram encontrados em pacientes com angioedema hereditario.
Nesse estudo clinico, os pacientes do grupo tratado com HOE140 (30mg; via subcuténea),
guando comparado com o0 grupo controle, apresentaram uma melhora significativa dos
sintomas do angioedema em um periodo menor, de 2,5 horas, em relagdo as 4,6 horas do
grupo controle. Além disso, outro grupo recebeu o tratamento prévio com HOE140 (via
subcutanea) ou com acido tranexamico (3mg/dia durante dois dias; via oral), sendo que,
novamente, o antagonista do receptor B, apresentou uma reducdo dos sintomas em um
periodo menor, de duas horas, em comparagcdo as 12 horas do grupo tratado com &cido
tranexamico™?.

Foi identificado pelo registro no banco de dados do IMS PharMetrics PlusTM que
62,8% dos pacientes com histéria de angioedema hereditério relataram utilizar o HOE140 ou
um inibidor da calicreina plasmética, a ecalantida (Figura 14), também aprovada pelo FDA'#,
Além disso, 20 pacientes com angioedema hereditario foram acompanhados e 24 ataques
foram registrados, observando-se melhora em até 30 minutos apds a administracdo do
HOE140. Os efeitos adversos do antagonista do receptor B se restringiram apenas no local da
lesdo, com relatos de eritema e sensacéo de ardéncia em 15 das aplicagdes. Em trés casos, foi
relatado prurido e seis aplicages ndo causaram qualquer reacdo™, que em outro artigo
publicado, os autores destacam, porém, que o desconforto causado por esse antagonista se

restringe ao sitio de aplicacéo™*.
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Figura 14 - Mecanismo de agdo de substancias utilizadas no tratamento de angioedema

M ecanismo de agdo do | catibanto, um antagonista do receptor B, de cininas; da ecalantida (Kalbitor®)
e do C1-INH (Berinert®), ambos inibidores da calicreina plasmatica; ACE-I, um inibidor da enzima
conversora de angiotensina. Publicacdo da imagem autorizada pela revista (nimero da licenca:

501453552)™°.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

A presente tese teve por objetivo caracterizar a participagdo dos receptores

cininérgicos nas alteracdes pruriginosas e inflamatérias em um modelo de dermatite atdpica

em camundongos, bem como a relagdo entre os receptores B; e B, de cininas no modelo de

prurido agudo induzido por GRP.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressdo dos receptores B; e B, em modelo de dermatite atopica induzida por
oxazolona por meio de imunoistoquimica na pele, medula, DRG e no cértex motor
primério e secundario e o cortex cingulado;

Avaliar o efeito da inibicdo farmacoldgica seletiva dos receptores B; e B, cininérgicos
sobre 0 comportamento de cocar em modelo de dermatite atdpica induzida por oxazolona
através do tratamento agudo pela viaintraperitoneal;

Avaliar o efeito da inibicdo farmacoldgica seletiva dos receptores B; e B, cininérgicos
sobre 0 comportamento de cocar em modelo de dermatite atdpica induzida por oxazolona
através do tratamento crénico pela viaintraperitoneal e intradérmica;

Avaliar extravasamento plasmatico do tecido cuténeo no modelo de dermatite atopica
induzida por oxazolona, bem como o efeito dos antagonistas dos receptores B; e B, de
cininas, através do tratamento cronico pelaviaintraperitoneal neste parametro;

Avaliar as possiveis modificacfes cutaneas no modelo de dermatite atdpica induzida por
oxazolona, assim como o efeito dos antagonistas dos receptores B, e B, de cininas neste

parametro;
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Avadliar as possiveis dteracbes histologicas na pele no modelo de dermatite atOpica
induzida por oxazolona e o efeito dos antagonistas dos receptores B, e B, de cininas neste
parametro;

Avaliar a expressdo da metaloproteinase ADAMTS5 na pele em modelo de dermatite
atépica induzida por oxazolona por meio de imunoistoquimica, bem como o efeito dos
antagonistas dos receptores B; e B, de cininas através do tratamento crénico pela via
intraperitoneal e intradérmica, neste parametro;

Avaliar o efeito da inibicéo farmacoldgica seletiva dos receptores B; e B, cininérgicos
sobre 0 comportamento de cocar em modelo de prurido agudo induzido por GRP através
do tratamento pela viaintraperitoneal e intratecal;

Avadliar o efeito da administragdo de antagonistas dos receptores B; e B, de cininas sobre
a atividade neural no modelo de prurido agudo induzido pelo GRP por meio datomografia
por emissdo de positrons (micro-PET);

Avadliar o efeito do tratamento crénico pela via intraperitoneal com o antagonista do
GRPR, 0 PD176252, sobre a expressdo dos receptores B; e B, de cininas em modelo de

dermatite atOpica induzida por oxazolona por meio de imunoistoquimica na pele.
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2.1 MANUSCRITO

O manuscrito “The role of kinin B; and B, receptors in the mouse model of oxazolone-
induced atopic dermatitis’ dos autores Priscilla B. Pail, Gabriela W. Neculgqueo, Giovana P.
Maccari, Pedro Chagastelles, Raquel D. S. Freitas, Ana P. A. Dagnino, Maria Martha
Campos, foi submetido ao periédico International Immunopharmacology, com fator de

impacto de 3.118 (ANEXO A).
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This study evaluated the role of kinin B, and B, receptors in the pre-clinical mouse model of oxazolone-induced atopic dermatitis. The B; R715 or B, HOE140
receptor antagonists were dosed at different schemes of treatment. After assessment of clinical lesion scores and pruritus, lesional skin samples were collected for
histopathological analysis. The plasma extravasation and the expression of the metalloproteinase ADAMTS5 were also assessed. The immunopositivity for kinin
receptors was evaluated in the skin, dorsal root ganglion (DRG), thoracic spinal cord and brain cortex sections. Marked upregulation of B; and B, receptors was
observed in the skin of oxazolone-treated mice. The induction of atopic dermatitis led to a downregulation of both receptors in the DRG, without any alteration in the
spinal cord and brain cortex. The repeated administration of HOE140 (50 nmol/kg; i.p.) partially inhibited the oxazolone-related pruritus, associated with a re-
duction of ADAMTS5 immunolabelling in the skin. Alternatively, R715 (438 nmol/kg; i.p.) produced a mild inhibition of plasma extravasation in oxazolone-
challenged mice. Noteworthy, the repeated i.d. injection of R715 (30 nmol/site) or HOE140 (3 nmol/site) significantly reduced the histiocyte numbers, according to
the histopathological analysis. Either B; or B, kinin antagonists, irrespective of the protocol of treatment, did not alter any other evaluated clinical or histological
parameters. Data brings novel evidence about the role of kinin receptors in allergy-related conditions, such as atopic dermatitis. Further studies to test different

protocols of treatment with kinin antagonists on in-depth cellular alterations underlying oxazolone-induced atopic dermatitis remain to be performed.

1. Introduction

Bradykinin (BK), and the related family of peptides, are a group of
mediators implicated in a series of pathophysiological responses, which
are produced in plasma and tissues by the action of kallikreins. Most of
their effects are mediated via the activation of two G protein-coupled
receptors: the housekeeping B, and the inducible B; [1,2]. The parti-
cipation of BK and its receptors has been widely investigated in allergic
conditions, such as rhinitis, pruritus, asthma, and anaphylaxis [3-7].
Noteworthy, the selective peptide B, receptor antagonist HOE140
(Icatibant) is clinically approved for the management of acute attacks of
hereditary angioedema, in which BK mediates endothelial activation
and edema, via histamine-independent mechanisms [8].

With respect to skin disorders, it has been demonstrated that BK
application into the lesional skin of patients with atopic dermatitis
elicited a marked pruritic sensation, in comparison to minor effects in

healthy individuals [9]. Moreover, the administration of the selective
non-peptide B; SSR240612 or B, FR173657 receptor antagonists effi-
ciently reduced the itching sensation caused by trypsin injection into
the mouse dorsal skin [4]. Liang et al. [10] showed that BK-elicited
pruritus in complete Freund's adjuvant (CFA)-inflamed skin was pre-
vented by the selective blocker of B; receptors des—Argg[Leug]—BK,
whereas the peptide B, antagonist (D-Arg- [Hyp3,D—Phe7]-BK) enhanced
the scratching bouts. Alternatively, B, receptor inhibition by HOE140
or FR173657 significantly reduced the pruritus caused by the dorsal
injection of the bile salt deoxycholic acid in mice, without any sig-
nificant effect for the B; antagonist des-Arg’[Leu®]-BK [11]. None-
theless, the itching response secondary to the induction of contact
dermatitis by diphenylcyclopropenone (DCP) was reduced by the B;
receptor antagonist R892, whilst it was unaffected by the B, antagonist
HOE140 [12]. Considering this controversial series of data, further
studies to determine the role of kinin receptors in pruritus and chronic
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22 RESULTADOSADICIONAIS

Durante a redlizacdo dos experimentos, também foi investigada a relagdo entre os
receptores de cininas e o prurido agudo induzido pela aplicacdo intratecal de GRP em
camundongos. Para tal, foi readlizada a administracdo de diferentes doses de agonistas e
antagonistas do GRPR e dos receptores B, e B, para as cininas, por diferentes vias. Nesses
experimentos, foram utilizados camundongos machos CF-1 (25 a 30g), provenientes do
Centro de Modelos Biolégicos Experimentais (CeMBE, PUCRS; Porto Alegre, RS). Os
animais foram mantidos no Vivario do Prédio 14, da PUCRS em microisoladores (marca
Tecniplast®) até atingirem o peso desejado, com temperatura controlada (22+1°C) e ciclo
claro-escuro de 12h (luzes acesas a partir das 7h; luzes apagadas a partir das 19h). Os animais
foram mantidos em grupos de quatro em gaiolas apropriadas para roedores, preenchidas com
forragem para esses. Os animais receberam racdo peletizada e agua filtrada ad libitum.

Os experimentos foram conduzidos no CeMBE, localizado Prédio 14, da PUCRS.
Durante os procedimentos experimentais, a temperatura do laboratério foi mantida em
22+1°C. Foi utilizado um tempo minimo de adaptacdo ao novo ambiente de pelo menos 1h.
Para eutanésia, foi utilizada ainalagdo com sevoflurano, método altamente recomendado, que
apresenta rapidez e eficacia. Os procedimentos experimentais seguiram as recomendactes
para o cuidado com animais de laborat6rio e normas éticas para a experimentacdo em animais
conscientes, do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do National Institutes of
Health (NIH) dos Estados Unidos da América. Foram respeitados os preceitos apresentados
na Lel N° 11.794, de 9 de outubro de 2008 e na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didéticos, do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio

Grande do Sul (15/00489) (ANEXO B).
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Para indugdo do comportamento de cocar (scratching behavior), foi utilizada a
metodologia previamente descrita na literatura® 011 Dois dias antes da realizacéo dos
experimentos, 0s animais tiveram o dorso tricotomizado com um depilador elétrico (PHILIPS
SERIES 3000). No dia dos experimentos, os animais foram colocados individualmente em
funis de vidro invertidos, posicionados em frente a um espelho, para auxiliar a visualizagdo
completa, nos quais foram aclimatizados por pelo menos 60min antes da inducéo do
comportamento de cocar. Apds esse periodo de habituagcdo, cada anima foi removido
brevemente e injetado por via intratecal (i.t.) com 6ul de PBS contendo GRP 1nmol/sitio. O
GRP (CAS Number 130308-48-4) foi obtido com a Tocris Bioscience (Bristol, UK).

Imediatamente apds a injecdo, os animais foram devolvidos ao funil e observados
durante um periodo de 60min. O comportamento de cocar foi quantificado pela contagem do
nimero de acessos de coceira com as patas dianteiras e/ou traseiras préximos a regido dorsal
do pescoco. Para as patas dianteiras, foram considerados apenas 0s acessos de coceira atrés
das orelhas (regido do pescogo), mas ndo sobre as orelhas ou a face. Os resultados foram
contabilizados como nimero de acessos de coceira em 60min.

Os resultados foram expressos como a média + erro padréo da média. A andlise
estatistica dos resultados foi realizada por meio do teste one-way ANOV A, seguido pelo Teste
de Comparacdo Mdltipla de Bonferroni. Valores de P menores do que 0,05 foram
considerados como indicativos de significancia. Os gréficos foram elaborados utilizando o
software GraphPad Prism® 8.0.

O agonista do B;R (des-Arg®-BK) e agonista do B.R (BK) foram administrados pela
viai.t. paraverificar se a coadministragdo desses poderia potencializar o prurido induzido por
baixas doses de GRP. Conforme mostra atabela 1, O GRP na dose de 0.3nmol/sitio aumentou
0s acessos de coceira, j& a coadministracdo de diferentes doses dos agonistas dos receptores

B1 e B, de cininas com GRP ndo foi capaz de potencializar os acessos de coceira.
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Tabela 1 — Associagdo dos agonistas dos receptores B; e B, de cininas e GRPR

Biological peptides

No. of scratching bouts

PBS 11+ 1,165
GRP 0,1nmol 46,33 + 13,05
GRP 0,3nmol 96 +21,83*
Des-Arg’-BK 1nmol 13,2+ 2,939
Des-Arg’-BK 3nmol 7+2,041

BK 0,3nmol 12,6 = 5,288
BK 1nmol 6,25 + 2,462
GRP 0,1nmol associated BK 0,3nmol 35,67 + 8,425
GRP 0,1nmol associated Des-Arg®-BK 1nmol 13+ 1,958
GRP 0,3nmol associated BK 1nmol 10,67 + 3,774
GRP 0,3nmol associated Des-Arg®-BK 3nmol 39,5 + 26,58

NuUmero total dos acessos de coceira apds a injecdo (i.t.) de diferentes peptideos biolégicos. O dado
representa a média e o erro padrdo da média. n=4-8 camundongos por grupo. *P<0.05, foi
significativamente diferente do grupo PBS.

A administragdo sistémica do antagonista dos receptores B;, o R715 (876nmol/kg;
30min antes do GRP), produziu uma reducéo estatisticamente significativa do comportamento
de cocar causado pelo GRP (Figura 1A). Ja a dose mais baixa de R715 (438nmol/kg) e ambas
doses de HOE140 (25nmol/kg e 50nmol/kg) ndo modificaram o0s acessos de coceira dos
animais de forma significativa.

A coadministracdo (i.t.) de GRP (1nmol/sitio)) com HOE140 (30pmol/sitio),
entretanto, apresentou uma reducdo estatisticamente significativa dos acessos de coceira
(Figura 1B). Contudo, a coadministragdo de GRP com R715 (25nmol/sitio ou 50nmol/sitio)

ou HOE140 (10pmol/sitio) ndo modificou 0 comportamento de cogar.
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Figura 1 - Acessos de coceiraem modelo de prurido agudo induzido por GRP

NUmero total dos acessos de coceira induzido por GRP (1nmol/sitio, i.t.) associado ao (A) tratamento
i.p. com os antagonistas dos receptores B; e B, de cininas, o R715 (438nmol/kg ou 876nmol/kg, i.p.) e
0 HOE140 (25nmol/kg ou 50nmol/kg, i.p.), respectivamente; ou (B) coadministrados com os
antagonistas dos receptores B; (R715, 25nmol/sitio ou 50nmol/sitio, i.t.) e B, (HOE140, 10pmol/sitio
ou 30pmol/sitio, i.t.). Cada coluna representa a média e as barras verticais representam o erro padréo
da média. *P<0.05, foi significativamente diferente do grupo PBS; #P<0.05, foi significativamente
diferente do grupo GRP.

Os resultados do presente estudo indicam que os receptores B; e B, de cininas estéo
envolvidos com a sensagéo pruriginosa induzida pelo GRP, confirmando os dados prévios da
literatura que indicam a participacdo do sistema cininérgico com modelos de prurido induzido
por CFA'®1%127 "pepl® e por tripsina ou SLIGRL-NH,'®. Entretanto, considerando os
resultados apresentados, os receptores B, parecem estar envolvidos nos efeitos do GRP ao
nivel espinhal, enquanto o sitio de agdo dos receptores B; ainda precisa ser melhor
investigado.

Em um trabalho publicado em 1999, os acessos de coceira induzidos pelo &cido
deoxicdlico em camundongos foram revertidos ap6s a administracéo subcuténea do HOE140,
assim como pelo FR173657, administrado por via oral, ambos antagonistas dos receptores

B,'%. Corroborando esses achados, camundongos knockout para os receptores B; e B,

apresentaram uma reducdo da sensagéo pruriginosa induzida por tripsina e SLIGRL-NHo,
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ambas moléculas ativadoras de PAR-2, bem como pelo composto 48/80, que leva a
degranulagdo de mastoécitos. Ja o prurido induzido por &cido deoxicolico e por cloroquina
demonstrou ter relagdo apenas com os receptores B,. Além disso, ainjecdo intraperitoneal do
antagonista dos receptores B;, SSR240612 (mas ndo o antagonista peptidico, des-Arg®-Leu®-
BK), da mesma forma que os antagonistas do B;R, HOE140 ou FR173657, reduziram o
comportamento de cocar induzido por tripsina e SLIGRL-NH;"%%'*. No trabalho de Feng e
colaboradores?’, os autores afirmam que os receptores de cininas podem apresentar
resultados diferentes em um modelo de prurido induzido por CFA. Em seu estudo, eles
demonstraram que o antagonista do receptor B;, 0 R892, fora capaz de reduzir os acessos de
coceira, a0 passo que o antagonista do receptores B,, 0 HOE140, provocara um aumento da
resposta pruriceptivas.

O presente trabalho € o primeiro estudo que investiga a participagdo dos receptores
cininérgicos no prurido induzido pela aplicacdo i.t. de GRP. Nesse modelo, a participagdo
dos receptores B e B, parece diferir em comparagdo com modelos de prurido induzidos pela
aplicagdo intradérmica de agentes indutores de coceira.

Para melhor avaliar a relacéo entre o sistema cininérgico e 0 GRPR, foi verificada a
expressdo dos receptores B1 e B, de cininas em um model o de dermatite atOpica, induzida por
aplicacOes repetidas de oxazolona, associado a0 tratamento cronico com antagonista do
GRPR, 0 PD176252, na dose de 5mg/kg, pela viai.p.. Para indugdo de dermatite atdpica, os
animais foram sensibilizados por uma aplicacéo topica de oxazolona 0,5% (10ul/sitio). Sete
dias depois (dia 0), foi iniciado o protocolo de desafio, através da aplicacdo da mesma
guantidade de oxazolona, em intervalos de 2-3 dias, por 16 dias (dias 2, 4, 7, 9, 11, 14 e 16).
O antagonista do GRPR, PD176252 (5mg/kg), foi administrado por viai.p. nosdias 8, 10, 13

e 15. Os animais controle receberam solucdo salina (NaCl 0,9%) pela mesma vias de
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administracdo. No dia seguinte & dltima aplicagdo da oxazolona, os animais foram
eutanasiados e as amostras de pele foram coletadas para andlise de imunoistoquimica.

Para essa andlise, os cortes teciduais foram realizados com espessura de 5Sum,
montados sobre |[aminas preparadas com solucéo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene;
Sigma-Aldrich) a 5%, em acetona PA, e mantidas em estufa (50°C) durante 1h para fixagéo
dos cortes. Apos fixacdo, os cortes foram desparafinizados em xilol e re-hidratados por
passagens sucessivas em etanol em concentragfes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90%,
80% e 70%). Com o objetivo de eliminar reagdes inespecificas fal so-positivas, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena. Para tanto, as |aminas foram imersas em solugdo de
peréxido de hidrogénio 1,5% e metanol absoluto (v/v), por 20min, com posterior lavagem
com &gua destilada. Previamente a incubagdo com os anticorpos primérios, as |aminas foram
submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica com a finalidade de recuperar os sitios
antigénicos mascarados pela fixagéo e inclusdo do tecido em formol e parafina. Para este fim,
foi utilizada uma solugdo composta por 180ml de &cido citrico 0,1M e 820ml de citrato de
sodio 0,1M (pH 6,0). Aslaminas foram imersas nessa solucéo de reativagdo antigénica diluida
1:10 em é&gua destilada e mantidas em banho-maria gjustado para 95-98°C, durante 45min.
Logo apds, ainda como parte do processo térmico de reativacdo antigénica, as laminas foram
retiradas do banho-maria, mantidas durante 20min em temperatura ambiente e lavadas com
agua destilada. Apds a lavagem das l&minas, as mesmas foram submersas em PBS. A
imunodeteccéo foi realizada utilizando o anticorpo policlonal anti-B; Bradykinin Receptor
(Alomone Labs, Jerusadém, Israel) e o anticorpo policlona anti-B, Bradykinin Receptor
(Alomone labs, Jerusalem, Israel). A solugdo contendo o anticorpo foi adicionada sobre os
cortes teciduais e as laminas foram mantidas em cdmara imida (2-8°C), de 12 a 16h. A
seguir, as laminas foram lavadas com tampdo PBS em temperatura ambiente. Apos a

lavagem, as |aminas foram incubadas com anticorpo secundario anti-IgG/IgM conjugado com
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um polimero de peroxidase (En Vision Plus; Dako Cytomation) em cémara Umida, durante
1h, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com PBS por
5min, em temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a uma revelagéo
colorimétrica com kit comercial (Dako Cytomation), através de uma solucdo cromogena
contendo 0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3,4,4 -tetraaminobiphenyltetrahydrochloride),
previamente diluida em tampé&o imidazol (pH 7,2) e perdxido de hidrogénio a 0,3%. Apds a
revelacdo, foi realizada a contra-coloracdo das laminas com solugcdo de hematoxilina de
Harris, desidratagdo através de passagem das |aminas em concentracfes crescentes de etanol
(etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto), diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan
(Merck, SP, Brasil). Para cada reacdo foi utilizado um controle negativo na auséncia do
anticorpo primario®.

As imagens foram obtidas através do Microscopio Zeiss Axio Imager M2 (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany). As figuras digitalizadas foram transferidas para um computador e a
analise das mesmas foi realizada através do programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes
of Health, Maryland, EUA), em que o plug-in Immunohistochemistry Image Analysis Tool box
foi utilizado para detectar a marcagcdo dos anticorpos. Em seguida, uma nova imagem era
criada, apenas com a marcagdo de interesse, e a area positiva para o anticorpo era registrada,
gerando um percentual da &reatotal positiva para os receptores B, ou B, de cininas.

Como mostra a figura 2, 0 modelo de dermatite atépica aumentou a expressdo dos
receptores B; e B, de cininas. Entretanto, o tratamento cronico com o PD176252, na dose de

5mg/kg, ndo foi capaz de reverter o quadro.
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Figura 2 - Expressdo cuténea dos receptores B; e B, de cininas apds o tratamento crénico

com PD176252 (5mg/kg)

Percentual da érea positiva para a marcacdo do (A) receptor B; de cininas e do (B) receptor B, de
cininas. Cada coluna representa a média dos animais e as barras verticais representam o erro padrao da
média. *P<0.05, foi significativamente diferente do grupo PBS; #P<0.05, foi significativamente
diferente do grupo GRP.

Foi demonstrado em pacientes com dermatite atdpica que a ionizagdo® de BK nas
lesBes cutaneas é capaz de aumentar a sensacao pruriginosa’ e que ha relagdo entre o sistema
cininérgico com modelos de dermatite de contato induzido por DCP'®. Em adicéo, em outro
estudo, os pacientes com dermatite atOpica apresentaram niveis séricos de GRP maiores do
que pacientes saudaveis'®. Nos ensaios pré-clinicos, camundongos Cnv-NC/Nga, uma cepa
de animais que em determinadas condi¢des desenvolvem naturalmente lesdes similares a

dermatite atdpica, apresentaram uma maior quantidade de terminagdes nervosas GRP' napele

quando comparados a animais do grupo controle™.

* Abordagem que utiliza a corrente galvanica para aumentar a permeacdo de substancias
através da pele.
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A IL-22 é uma citocina que contribui para a patofisiologia da dermatite atdpica, sendo
considerada um potencial avo terapéutico™®. Em um modelo de dermatite atdpica utilizando
camundongos transgénicos que aumentam a expressao de IL-22 na pele, os pesquisadores
descrevem que esses apresentavam maior expressao do GRP, bem como de seu receptor nos
queratindcitos da pele. Além disso, foi identificado que a gravidade da doenca correl acionava-
se com o nimero de células GRP™®. Entretanto, nas condicdes avaliadas no presente
trabalho, o tratamento crénico com o antagonista do GRPR n&o modificou a expressdo dos
receptores B, e B, de cininas na pele.

No que se refere as modificagcbes centrais que ocorrem durante a sensagdo

pruriginosa™**

, ho presente trabalho, foi avaliada a atividade cerebral dos camundongos,
apos 10min do tratamento com GRP (1nmol/sitio, i.t.), em animais pré-tratados com 0s
antagonistas dos receptores B, e B, de cininas (30min antes da administragdo do GRP), pela
via i.p.. Os animais foram transportados do Vivéario 1, do Prédio 14, para o Instituto do
Cérebro por equipe especiadizada e treinada pelo CeMBE. Os animais foram anestesiados
individualmente com isoflurano e o radioisétopo *°F foi administrado por via endovenosa.
Cada camundongo foi colocado no equipamento (LabPET-4, TriFoil Imaging, Northridge,
CA, USA) com o dorso voltado para o aparato, sob efeito de anestesia durante todo o
procedimento. O camundongo permaneceu em uma placa aguecida a 36°C. Nesses
experimentos, inicialmente, foi avaliada a atividade cerebral de animais 10min apds a injecéo
i.t. de GRP 1nmol/sitio. Além disso, foram avaliados os efeitos do tratamento i.p. com os
antagonistas sel etivos dos receptores B, e B; de cininas, R715 e Hoe140, respectivamente'®.,

Conforme mostra a figura 3, os tratamentos ndo modificaram a atividade cerebral nas

estruturas anatdmicas avaliadas.
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Figura 3 - Atividade neural ap6s o tratamento com GRP

(A) Captacdo média de glicose do cérebro, medida 10min apos o tratamento com GRP (1nmol/sitio,
i.t.), associado aos antagonistas dos receptores B; (R715, 438nmol/kg, i.p.) ou B, (HOE140,
50nmol/kg, i.p.), administrados 30min antes da injecdo do GRP em camundongos machos CF-1. Cada
coluna representa a média dos animais e as barras verticais representam o erro padrdo da média.
Imagens representativas do microPET do grupo controle (B), grupo tratado com GRP (C), grupo
tratado com GRP associado com R715 (D) ou HOE140 (E). Os dados sdo expressos como a médiae o
erro padréo da média (n=7-10 camundongos por grupo). Abreviaturas: RSTR, estriado direito; LSTR,
estriado esguerdo; CTX, cértex; RHIP, hipocampo direito; LHIP, hipocampo esquerdo; THA, tdlamo;
CB, cerebelo; BFS, prosencéfalo basal; HY P, hipotdamo; RAMY, amigdala direita; LAMY, amigdala
esquerda; BS, tronco cerebral; CG, giro cingulado; SC, coliculo superior; OLF, &reas olfativas; RMID,
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mesencéfalo direito; LMID, mesencéfalo esquerdo; LIC, coliculo inferior esquerdo; RIC, coliculo
inferior direito.

Embora ndo se saiba quais sdo todas as regides neurais envolvidas nos mecanismos
centrais do prurido, algumas j& foram relatadas. Foi relatado que a via espinoparabraquial é
ativada durante a sensacdo pruriginosa induzida por histamina e cloroquina®. Ademais, o
tdlamo, o cortex somatossensorial, diversas regifes do sistema limbico, regides motoras,
cortex cingulado e insular, entre outras, sdo ativadas durante a coceira, promovendo a
percepcao, a resposta motora e a sensacdo de alfvio apds cogar =,

Pacientes com coceira cronica apresentam uma maior atividade cerebral em regides
relacionadas com o sistema motor e de recompensa®®*, assim como pacientes com dermatite
atdpica possuem maior atividade no tdlamo, cortex somatossensorial, cortex pré-frontal e
motor, giro frontal superior, insula, cerebelo e no globo pdlido™°. Em outro estudo, os autores
citam que pacientes com dermatite atOpica exibem atividade no cértex cingulado anterior,
posterior, retrosplenial, no cortex pré-frontal, nicleo caudado contralateral e putémen, cortex
insular anterior e posterior'*. No presente estudo, contudo, os animais com dermatite atépica
induzida por oxazolona, nas condices avaliadas, ndo apresentaram uma diferenca
estati sticamente significativa quando comparados com o grupo controle.

O conjunto de resultados obtidos indica o envolvimento dos receptores de B; e B, de
cininas no modelo de prurido induzido por GRP. Os receptores B, parecem ter um papel
relevante ao nivel periférico, enquanto os receptores B, parecem agir com os receptores
GRPR ao nivel espinhal. Entretanto, experimentos adicionais estdo em andamento para

melhor compreender a possivel relacdo entre os receptores de cininas e 0 GRPR.
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3 CONSIDERACOESFINAIS

A dermatite atépica é uma doenca cuténea, de carater crénico, que atinge até 20% das
criancas e 10% dos adultos, afetando negativamente a qualidade de vida de um individuo.
Considerando que as abordagens terapéuticas para a dermatite atOpica encontram-se
limitadas, torna-se necessario o desenvolvimento de pesguisas que objetivam elucidar melhor
0 quadro e propor novos alvos farmacol 6gicos para 0 seu tratamento.

No presente trabaho, 0 modelo de dermatite atdpica induzida por oxazolona em
camundongos machos CF-1 aumentou a expressao dos receptores B, e B, de cininas na pele,
bem como reduziu a expressdo de ambos os receptores no DRG. Além disso, no que se refere
a sensacao pruriginosa, o tratamento crénico pela via sistémica com o antagonista do receptor
B de cininas, 0 HOE140, reverteu parcialmente 0s acessos de coceiras no grupo de dermatite
atdpica induzida por oxazolona. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que 0s
receptores B; e B, de cininas possuem papel importante na patofisiologia da dermatite
atdpica, sugerindo que ambos podem ser potenciais alvos terapéuticos para esta patologia.

A andlise histol6gica realizada demonstrou que apesar de haver aumento significativo
no infiltrado inflamatério na regido da pele afetada dos animais com dermatite atdpica, o
tratamento cronico pela via sistémica com o R715 ou 0 HOE140 néo alterou esse parametro.
Por outro lado, o tratamento local cronico (via intradérmica) com HOE140, antagonista do
receptor By, induziu um aumento importante de eosinéfilos, ao passo que ambos antagonistas
dos receptores B; e B, reduziram de maneira significativa a quantidade de histidcitos no sitio
de lesdo, demonstrando que existe uma relacdo interessante dos receptores cininérgicos com o
sistema imune neste modelo de dermatite atopica. Portanto, a fim de compreender melhor as
modificacOes celulares que ocorreram no local, outros experimentos devem ser realizados,
tais como a medic&o de citocinas pro-inflamatérias e a caracterizagdo da migragéo de células

por citometria de fluxo.
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Os resultados comportamentais e histolégicos do presente trabalho corroboram outros
achados que demonstram a divergéncia entre o papel dos receptores B, e B, de cininas em
modelos de prurido agudo e cronico'® %, salientando a importancia de pesquisas acerca do
assunto. Porém, para melhor compreender a participacdo dos receptores cininérgicos no
modelo de dermatite atOpica induzida por oxazolona ainda sdo necessarios estudos que
avaliem outros paradigmas farmacol 6gicos, como o tratamento diario com o antagonista do
receptor B;, 0 R715, e o antagonista do receptor B,, 0 HOE140, tanto pela via sistémica
quanto tépica; além de redlizar o tratamento combinado com ambos antagonistas dos
receptores cininérgicos. Em adicdo, a utilizagdo de animais knockout para os receptores B; e
B- de cininas também seria uma abordagem experimental vaida.

De forma interessante, o tratamento crénico sistémico com o antagonista do receptor
B2, 0 HOE140, reduziu de maneira significativa a expressdo da metaloproteinase ADAMTS5
na pele dos camundongos com dermatite atdpica induzida por oxazolona, demonstrando a
possivel relacdo do receptor B, de cininas com o reparo tecidua. Entretanto, novos estudos
devem ser redlizados para melhor compreender esse mecanismo e seu impacto nas lesbes
cutaneas, da mesma forma que deve-se verificar a influéncia do receptor B, sobre outras
metal oproteinases na pele. Ainda, complementando a hipdtese da relacdo entre as cininas e as
metal oproteinases, seria necessario verificar a sintese e a organizagdo do coldgeno napele.

Vale ressaltar que foi possivel verificar a relacdo dos receptores B, e B, de cininas
com o modelo de prurido agudo induzido pelo GRP, sendo que esse peptideo também foi
relacionado com a patofisiologia da dermatite atopica. Embora o tratamento crénico com o
antagonista do GRPR, o PD176252, ndo tenha modificado a expressio dos receptores
cininérgicos na pele, outras pesquisas devem ser realizadas a fim de compreender a relagéo
entre os receptores B, e B, e 0 GRPR. Seria importante verificar a expressao dos receptores

de cininas no DRG apds o tratamento crénico com o antagonista do GRPR, da mesma forma
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gue seria interessante verificar se a modulacdo farmacoldgica dos receptores cininérgicos
poderia modificar a expressdo do GRPR em outros tecidos.

Por fim, considerando os resultados obtidos no estudo, torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas adicionais que possam elucidar o papel dos receptores B; e B,
na patofisiologia da dermatite atdpica, uma vez que foi observado que existe uma relacéo

importante entre os receptores de cininas e a patologia estudada.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Kinin receptors
SSR240612

The role, if any, played by the kinin system in tuberculosis infection models, either in vivo or in vitro, was
investigated. The effects of Mycobacterium tuberculosis infection on C57BL/6 wild type, BR—/—, B,R—/— and
double B,;R/B,R knockout mice were evaluated. Immunohistochemistry analysis was carried out to assess B;R
and B,R expression in spleens and lungs of M. tuberculosis-infected mice. In addition, in vitro experiments with M.
tuberculosis-infected macrophages were performed. The in vivo effects of HOE-140 and SSR240612 on the mice
model of infection were also evaluated. Infected B,R—/— mice exhibited increased splenomegaly, whereas
decreased spleen weight in infected double B;R/B,R knockout mice was observed. The bacterial load, de-
termined as colony-forming units, did not differ in the spleens and lungs of the studied mouse strains.
Importantly, immunohistochemical analysis revealed that B;R was upregulated in both spleens and lungs of
infected mice. M. tuberculosis-infected macrophages incubated with SSR240612, alone or in combination with
des-Arg”-BK, for four days, displayed a marked inhibitory effect on CFU counts. However, the pre-incubation of
the selective B;R (des-Arg"-BK and SSR240612) and B,R (BK and HOE-140) agonists and antagonists, respec-
tively, did not significantly affect the bacterial loads. A statistically significant reduction in the CFU of M.
tuberculosis in lungs and spleens of animals treated with SSR240612, but not with HOE-140, was observed.
Further efforts should be pursued to clarify whether or not SSR240612 might be considered an option for the
treatment of tuberculosis.

1. Introduction

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, is a fatal
infectious disease that resulted in more deaths than HIV in 2015, an
estimated 1.4 million people [1]. Despite some progress in the pipeline
for new drug candidates and regimens, there is still a critical need for
the development of new drugs to treat TB [1], and improvements in our
understanding of M. tuberculosis metabolism can aid the development of
innovative strategies to combat this disease. Kinins and their receptors
(B4R and B3R) are implicated in physiological and pathological pro-
cesses, including infections [2-11]. Importantly, constitutive B,R and
inducible B,R were found to play an important role in modulating the
inflammatory process induced by injection of Mycobacterium bovis

bacillus Calmette-Guérin in vivo [12]. Accordingly, the use of kinin
antagonists has been considered an interesting alternative to treat in-
flammatory and infectious conditions [2,13-15]. However, our under-
standing about the role of kinin system in the pathogenesis of in-
tracellular organisms is still limited [3-7]. It was recently reported the
quantification of circulating levels of BoR and B4R agonists, bradykinin
(BK) and des-Arg’-BK, in a cohort of 13 patients with active TB [16]. BK
and des-Arg®-BK concentrations seem to decrease as the patient shifts
from pretreatment to early stage of therapy, to extended phase of
dosing, and to treatment completion, suggesting a possible role of kinin
system in human tuberculosis [16]. This work describes, to the best of
our knowledge, the first study on the role of B;R and B,R during M.
tuberculosis infection, and the assessment of effects of both ByR and B,R

* Corresponding author. Av. Ipiranga 6681, Tecnopuc, Prédio 92A, 90619-900, Porto Alegre, RS, Brazil.
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https://doi.org/10.1016/j.tube.2018.01.003

Received 22 May 2017; Received in revised form 8 January 2018; Accepted 15 January 2018

1472-9792/ © 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.



V.S. Rodrigues-Junior et al.

agonists and antagonists in models of TB infection.
2. Materials and methods
2.1. Agonists and antagonists

BK, des-Arg"-BK, and HOE-140 were purchased from Bachem
Americas Inc. (Bachem, USA); SSR240612 was donated by Sanofi
(Sanofi Research, Paris, France).

2.2. Mice

C57BL/6 ByR™/, B,R™/, and B;B,R ™" (knockout) and wild-type
C57BL/6 originated from breeding colonies donated by Dr. J. B.
Pesquero (Unifesp, Sao Paulo, Brazil) were maintained in our animal
facilities. For mice infections, male and female CF1 mice (25-30g)
obtained from the Central Biotery of PUCRS (CeMBE, Brazil) were
employed. Mouse experiments were performed at Preclinical Tests
Laboratory, located at INCT-TB-PUCRS. Animals were maintained at
temperature- (22 * 1°C) and humidity-controlled room, with a 12/
12 h light/dark cycle, and food and water available ad libitum. The
current Brazilian guidelines for the care and use of animals for scientific
and didactic procedures, from the National Council for the Control of
Animal Experimentation (CONCEA, Brazil), was followed. The local
Animal Ethics Committee approved the experimental protocol for in-
fection (CEUA 14/00415). The ARRIVE Guidelines to report in vivo
experiments [17] were followed.

2.3. Bacteria and macrophages

Virulent M. tuberculosis H37Rv laboratorial strain was maintained in
Ogawa medium at 4 °C and subcultured in 7H9 media supplemented
with tween 80 (0.05%) and albumin dextrose-catalase (ADC) liquid
medium. M. tuberculosis inoculum was prepared as previously described
[18]. The macrophage murine cell line RAW 264.7 (obtained from Cell
Bank of Rio de Janeiro) was cultured in DMEM media (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) supplemented with 10% inactivated fetal
bovine serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin-streptomycin). The
cells were maintained in culture bottles at 37 °C in humidified atmo-
sphere with 5% CO..

2.4. Infection of B; and B receptor deleted mice

Knockout (BiR™ 7, BoR™/, and B1BoR™/) and wild-type C57BL/6
mice were anaesthetized by intraperitoneal injection of ketamine
(100mg/kg, Cristdlia) and xylazine (10 mg/kg, Vetbrands), and sub-
sequently infected (through the retro-orbital venous plexus) with 10°
viable M. tuberculosis H37Rv cells [18,19]. Four weeks after infection,
mice were euthanized by isofluorane (Cristédlia) inhalation, and spleens
and left lungs were removed under aseptic conditions. Spleens had their
weights measured (in mg). The bacterial loads were determined by
plating serial dilutions of lung and spleen homogenates on Middlebrook
7H10 agar (Difco) plates containing 10% OADC enrichment (Becton
Dickinson). Plates were incubated at 37 °C for 3 weeks in a 5% CO»
environment prior to counting colony forming units (CFU).

2.5. Effect of the agonists and antagonists in RAW 264.7 cell viability

The direct effect of the agonists and antagonists in RAW 264.7
viability was evaluated by the MTT method [20]. For this assay, RAW
264.7 cells (2000 cells/well, in a 96-well microtiter plate) were in-
cubated with different concentrations of BK, des-Arg®-BK, HOE-140,
and SSR240612 [20], for 96 h. These cells were incubated with MTT
(1 mg/mL) for 2 h. The formazan crystals were dissolved in DMSO, and
the absorbance of this solution was measured at 595 nm (Spectra Max
M2e, Molecular Devices, USA). Three different assays were performed,

Tuberculosis 109 (2018) 1-7

in triplicates.
2.6. M. tuberculosis susceptibility assay

Determination of M. tuberculosis susceptibility to the agonists and
antagonists was carried out in 96-well plates. BK, des-Arg’-BK, HOE-
140, and SSR240612 were diluted in Middlebrook 7H9 medium con-
taining 10% ADC to concentrations up to 500 nM, 500 nM, 50 pM, and
250 pM, respectively. The M. tuberculosis suspension was diluted in
Middlebrook 7H9 broth containing 10% ADC to achieve an optical
density value of 0.006 at 600 nm, and 100 pl was then added to each
well. The plates were covered, sealed with parafilm and incubated at
37°C. After 7 days of incubation, 60 pl of 0.01% resazurin solution was
added to each well and incubated for additional two days at 37 “C [19].
At least three tests were independently carried out.

2.7. Infection experiments using macrophages

For the first in vitro infection test, macrophages were seeded in 24-
well culture plates at a density of 10° cells per well in DMEM medium
(with 10% FBS, without antibiotics) and incubated for 24 hat 37 °C
with 5% CO,. The cells were then washed with 0.9% NacCl to remove
non-adherent cells and pre-incubated with BK (3nM), des-Arg’-BK
(30nM), HOE-140 (1uM), and SSR240612 (10uM), for 30min, in
DMEM medium. Infection of RAW 264.7 cells with M. tuberculosis
H37Rv was performed at a multiplicity of infection of 1:1, for 3hat
37 °C with 5% CO,. Infected RAW 264.7 cells were washed three times
with 0.9% saline solution to remove extracellular bacteria, followed by
the addition of 1 ml 0.025% SDS dissolved in sterile 0.9% saline solu-
tion to lyse macrophages [21]. Lysates were serially diluted and plated
on Middlebrook 7H10 Agar with 10% OADC. CFU was determined after
incubation of plates for 21 days at 37 °C.

For the second experiment, RAW 264.7 cells were infected with M.
tuberculosis H37Rv for 3 h, followed by washing extracellular bacteria.
The cells were then treated with the tested substances in DMEM
medium: BK (3 nM), des-Argg-BK (30nM), HOE-140 (1uM), and
SSR240612 (10 uM). After 4 days, macrophages were then lysed with
0.025% SDS, and these suspensions were diluted and plated on
Middlebrook 7H10 Agar containing OADC, prior to CFU counting.

2.8. Expression analysis of B;R and B,R in infected mice

Twenty-eight CF1 mice were used to assess BIR and B2R im-
munopositivity in spleens and lungs. Mice were divided into three
groups: L. intravenously infected with M. tuberculosis H37Rv (10 bac-
teria in 200ul), II. intravenously infected with M. tuberculosis H37Rv
(10* bacteria in 200 pl), III. intravenous injection of 200ul of NaCl
0.9% sterile solution. Mice were euthanized by isoflurane inhalation
[18], 15 or 30 days post infection. Lungs and spleens were removed and
fixed with 10% buffered formalin for 24 h and then processed for im-
munohistochemistry as described previously [22]. The antibodies em-
ployed were polyclonal rabbit anti-BIR (1:200, Cat#: ABR-011; Lot
ABRO11AN0150; Alomone Labs, Jerusalem, Israel), and polyclonal
rabbit anti-B2R (1:200, Cat#: ABR-012; Lot ABRO12AN0102; Alomone
Labs, Jerusalem, Israel). To determine the B;R- and B,R-im-
munopositive cells, digitized TIFF images were transferred to a com-
puter and analyzed using Image NIH Image J 1.36b Software (NIH,
Bethesda, MD, USA). A specific plugin was used to determine the im-
munopositivity for BiR or BzR.

2.9. Treatment with SSR240612 or HOE-140 in vivo

Twenty CF1 mice were anaesthetized and intravenously injected
with 10° M. tuberculosis H37Rv [18,19]. Mice were randomly divided
into four groups with five animals each after six days post-infection.
Three groups received treatments for three weeks (5 doses/week):
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Fig. 1. Infection of mice lacking bradykinin B, and B, receptors with M. tuberculosis H37Rv. Effects of M. tuberculosis infection in bacterial loads of lungs (A) and spleens (B) in B; and B,
receptor knockout mice. Bacterial counts recovered from infected mice were firstly converted into logarithms of CFU (log;o CFU). Data were evaluated by ANOVA, followed by Dunnett's

post-test, using GraphPad Prism 5.0.

SSR240612 (5 mg/kg/day, oral gavage), HOE-140 (0.13 mg/kg/day,
intraperitoneal), or the combination of SSR240612 plus HOE-140. Prior
to administration, SSR240612 and HOE-140 solutions were freshly
prepared. The untreated group received the vehicle (0.9% NaCl solu-
tion) during the treatment period. Mice were euthanized by isoflurane
inhalation, three days after the last administrations. The treatment ef-
ficacy was assessed on the basis of lung and spleen CFU counts.

3. Results and discussion
3.1. Infection of B; and B, receptor deleted mice

The first goal was to evaluate the outcomes of M. tuberculosis in-
fection in mice with genic deletion of B,R and B,R. The colony-forming
units (CFU) counts in spleens and lungs were not significantly different
among all the experimental groups (Fig. 1). Interestingly, there was a
decrease (P < .01) in the spleen weight of infected double B2R/B1R-KO
mice, which might suggest that the excessive splenomegaly (P < .001)
observed in the B,R knockout mice was due to a compensatory upre-
gulation of ByR, as suggested for other experimental results [23]. Si-
milarly, BoR knockout mice infected with Leishmania chagasi displayed
increased spleen weights [5], suggesting a protective role for BsR
during infection. In this regard, BoR seems to play, at least in part, a
protective role in renal tissue [24,25]. It is important to point out that
different outcomes might be obtained if mice were infected via aerosol
or intranasal routes.

3.2. Effects of the agonists and antagonists on RAW 264.7 cell viability

Prior to infection experiments using macrophages (RAW
264.7 cells), the direct effect of the agonists and antagonists in RAW
264.7 viability was evaluated. Concentrations of each agonist/antago-
nist that did not affect macrophage viability in up to fifteen per cent of
untreated controls (Table 1) were chosen for macrophage infection
experiments to avoid false positive results.

3.3. M. tuberculosis susceptibility results

M. tuberculosis was not susceptible to the concentrations of agonists
and antagonists tested, which suggests that the minimum inhibitory
concentration values are larger than 500 nM for BK or des-Arg’-BK,
larger than 50 pM for HOE-140, and larger than 250 pM for SSR24061 2.

Table 1
Viability of RAW 264.7 cells after incubation with different concentrations of bradykinin,
des-Arg”-bradykinin, HOE-140 and SSR240612.

Substance Concentration % of cell viability + SEM
Bradykinin 3nM 102 + 2
Bradykinin 10nM 115 + 9
Bradykinin 30nM 114 + 3
Bradykinin 100 nM 97 + 3
des-Arg”-bradykinin 3nM 108 + 8
des-Arg®-bradykinin 10nM 118 + 22
des-Arg”-bradykinin 30nM 109 + 2
des-Arg®-bradykinin 100 nM 94 + 5
HOE-140 1uM 104 £ 6
HOE-140 10 uM 84 + 7
HOE-140 100 uM 81+ 5
SSR240612 1uM 98 + 7
SSR240612 10uM 99 + 3
SSR240612 30uM 114 = 19
SSR240612 100 pM 73 + 17

* Untreated control wells were considered as 100% of cell viability.
3.4. Infection experiments using macrophages

The first experiment was aimed at evaluating the effects of the pre-
incubation of RAW 264.7 cells with BK, des-Argg-BK, HOE-140, and
SSR240612, for 30 min, before infection. The results demonstrate that
incubation of the selective B;R (des-Arg"-BK and SSR240612) and B,R
(BK and HOE-140) agonists and antagonists, respectively, was not able
to significantly affect the bacterial loads, when the ligands were in-
cubated before infection (Fig. 2A).

The second experimental design was aimed at investigating the ef-
fects of the incubation (for 96 h) with BK, des-Argg-BK, HOE-140, and
SSR240612, when these substances were added after infection.
Noteworthy, the incubation of SSR240612, alone or in combination
with des-Arg’-BK, for four days, displayed a marked inhibitory effect on
the CFU counts, when tested in the virulent M. tuberculosis H37Rv strain
(Fig. 2B).

To assess whether or not the activation of kinin receptors could
modify the profile of M. tuberculosis macrophage infection, the effects of
the agonists were tested. Although B, kinin receptor might undergo
desensitization, this is mainly observed by the incubation of elevated
concentrations or by repeated exposure to this agonist. Conversely, B,
receptors do not seem to be subject to desensitization, differently from
B, receptors [26]. It is possible that different data may be found upon
addition of captopril to BK experiments, but captopril might display
effects on the infection per se. For the B, agonist des-Arg”-BK, the half-
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Fig. 2. Effects of B, and B, receptor agonists (des-Arg >-BK and BK) and antagonists (SSR240612 and HOE-140) in macrophages infected with M. tuberculosis and activity of SSR240612 in
infected mice. M. tuberculosis-loads in RAW 264.7 cells pretreated (A) and treated (B) with bradykinin (3 nM), des-Arg”-bradykinin (30 nM), HOE-140 (1 pM), and SSR240612 (10 uM).
CFU counts in lungs (C) and spleens (D) from M. tuberculosis-infected mice after treatment with SSR240612 (5 mg/kg, po) or/and HOE-140 (0.13 mg/kg, ip). ***P < .001 *P < .05
compared to untreated group. Data were evaluated by ANOVA, followed by Dunnett’s post-test, using GraphPad Prism 5.0.

life is generally superior to BK, and in most cases no enzyme inhibitor is
used before des-Arg”-BK incubation.

3.5. Expression analysis of B;R and BzR in infected mice

Kinin B4R and B,R expression was evaluated in mice infected with
M. tuberculosis H37Rv. Immunohistochemistry analysis revealed that B,
receptors are up regulated in spleens (Fig. 3) and lungs (Fig. 4), after 15
and 30 days post infection, respectively, in mice infected with 100 or
1000 bacteria. On the other hand, B,R expression appears not to have
been altered in spleens (Fig. 3) and lungs (Fig. 4). Similar results have
been reported for macrophages from granulomatous lesions in other
inflammatory disorder such as Crohns's disease [27]. Accordingly, the
results here reported point to B;R as a potential target for anti-tu-
berculosis drug development.

3.6. Efficacy of SSR240612 in vivo

The in vivo activities of SSR240612 and HOE-140 in M. tuberculosis-
infected mice were also investigated. Statistically significant reductions
in the CFU counts of M. tuberculosis were observed in lungs (Fig. 2C)
and spleens (Fig. 2D) from SSR240612-treated mice. Moreover, the
group that was treated with the combination of SSR240612 plus HOE-

140 had statistically significant lower CFU load in the spleens (Fig. 2D),
compared to the untreated group. These results are in agreement with
the protein expression data, lending further support for the proposal of
B;R as a molecular target for new drugs to treat TB.

It is important to consider that knockout animals may develop
compensating mechanisms [22,23], that might explain, at least in part,
the differences observed when comparing data with antagonist treat-
ments and knockout animals. The results here described provide ex-
perimental evidence on the likely relevance of kinin receptors, more
specifically ByR, in the mechanisms of pathogenesis of tuberculosis
infection. Accordingly, further efforts focusing on SSR240612 as a
strategy to treat human tuberculosis appear worth pursuing.
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