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RESUMO

NOGUEIRA, T. O. Efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio em ratos submetidos
ao modelo de pressao de pata: relacado com a migracao neutrofilica e a expressao da
proteina S100A9. [Antinociceptive effect induced by glycogen in rats submitted to the paw
pressure test: relationship with the neutrophilic migration and S100A9 protein expression].
2011. 103f. Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

A peritonite neutrofilica induzida por glicogénio acarreta antinocicep¢do em camundongos
submetidos ao teste de contor¢do abdominal, a qual é mediada por uma proteina ligante de
calcio, com peso molecular de 14 kDa, denominada S100A9. O objetivo do presente trabalho
foi aprofundar o estudo sobre o envolvimento dos neutréfilos na antinocicepcao induzida pelo
glicogénio em ratos submetidos ao teste de pressdo de pata e avaliar a expressido da proteina
S100A9 nos tempos onde foi detectado esse efeito. O glicogénio induz antinocicep¢do em ratos
entre 2 e 12 horas apds sua injecdo intraplantar. O pré-tratamento dos animais com fucoidina,
um inibidor de selectinas, ndo s6 reverte o efeito antinociceptivo observado como também
induz hiperalgesia entre 2 e 6 horas apds a injecdo do glicogénio. Apés 8 horas do tratamento
com glicogénio, a fucoidina apenas inibiu a antinocicep¢ao induzida pelo agente inflamatdrio.
A andlise histolégica demonstrou um aumento na migracdo de células polimorfonucleares entre
2 e 8 horas apds a administragdo de glicogénio, a qual foi inibida pelo pré-tratamento com
fucoidina. Tanto a injecdo subcutanea como intraplantar de naloxona, um inibidor inespecifico
de receptores opioides, ndo interferiram no efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio, em
nenhum dos tempos avaliados. Quanto a expressdo da S100A9, analisada por “Western
Blotting”, foi observado que as amostras obtidas do coxim plantar dos animais injetados com o
glicogénio, entre 2 e 12 horas, apresentaram uma banda com peso molecular aproximado de 14
kDa, o qual equivale ao peso da proteina SI00A9. A quantificacdo das bandas marcadas com o
anticorpo anti-S100A9, nos tempos entre 2 e 12 horas, demonstrou um aumento significativo
da expressdo dessa proteina nas amostras obtidas dos animais tratados com glicogénio, em
comparacdo com os tratados com salina. A inje¢do intraperitoneal de glicogénio induziu um
aumento significativo no nimero total de células presentes na cavidade abdominal dos animais
entre a 2° e a 12° hora apds o tratamento, representado pelo aumento do numero de células
polimorfonucleares migradas. Os sobrenadantes obtidos do exsudato peritoneal entre 2 e 12
horas apds a inje¢do de glicogénio, administrados via intraplantar, ndo s6 reverteram a

hiperalgesia induzida pela carragenina (Cg) como induziram efeito antinociceptivo. Ja, o
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sobrenadante obtido apds 24 horas da injecdo de glicogénio reverteu apenas parcialmente o
efeito hiperalgésico induzido pela Cg. O tratamento do sobrenadante obtido 4 horas apds a
injecdo do glicogénio com o anticorpo anti-S100A9 aboliu totalmente o efeito antinociceptivo
observado com esse sobrenadante sobre a hiperalgesia induzida pela Cg. Esses dados sugerem
que a antinocicep¢do acarretada pelo glicogénio em ratos submetidos ao modelo de pressao de
pata é dependente da migracdo neutrofilica, ndo estd relacionado a liberacdo de peptideos
opioides, mas possivelmente a secre¢do da proteina S100A9 por essas células. Ainda, os
resultados obtidos com os sobrenadantes do exsudato peritoneal apds a inje¢do do glicogénio,
demonstram que durante a peritonite neutrofilica é secretada uma molécula capaz tanto de

inibir a hiperalgesia acarretada pela carragenina quanto induzir antinocicep¢do, a qual

possivelmente € a proteina ST00A9.

Palavras—chave: SI00A9. Neutréfilos. Antinocicepcao. Glicogénio.
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ABSTRACT

NOGUEIRA, T. O. Antinociceptive effect induced by glycogen in rats submitted to the
paw pressure test: relationship with the neutrophilic migration and S100A9 protein
expression. [Efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio em ratos submetidos ao modelo
de pressdo de pata: relagdo com a migracdo neutrofilica e a expressdo da proteina S100A9].
2011. 103f. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2011.

Neutrophilic peritonitis induced by glycogen causes antinociception in mice subjected to the
writhing test, which is médiated by a calcium-binding protein with a molecular mass of 14
kDa, named S100A9. The purpose of this study was to deepen the study on the involvement
of neutrophils in glycogen-induced antinociception in rats subjected to the paw pressure test
and evaluate the expression of SI00A9 protein in time periods when this effect was detected.
Glycogen induces antinociception in rats between 2 and 12 hours after intraplantar injection.
Pretreatment of animals with fucoidan, a selectin inhibitor, not only reversed the
antinociceptive effect, but also induces hyperalgesia between 2 and 6 hours after glycogen
injection. Eight hours after treatment with glycogen, fucoidan only inhibited the
antinociception induced by the inflammatory agent. Histological analysis showed an increased
migration of polymorphonuclear cells between 2 and 8 hours after glycogen administration,
which was inhibited by pretreatment with fucoidan. Both intraplantar and subcutaneous
injection of naloxone, a nonspecific inhibitor of opioid receptors, did not affect the
antinociceptive effect induced by glycogen at all evaluated times. In relation to the expression
of S100A9 analyzed by Western blotting, it was observed that the samples obtained from the
footpad injected with glycogen, between 2 and 12 hours, had a band with a molecular weight
of 14 kDa, which is similar to molecular weight of SI00A9. Relative quantification of the
bands marked with anti-S100A9 in the time periods between 2 and 12 hours showed a
significant increase in protein expression in samples obtained from animals treated with
glycogen, compared with those treated with saline. Intraperitoneal injection of glycogen
induced a significant increase in the total number of cells in the abdominal cavity of animals
between 2 and 12 hours after treatment, represented by increased numbers of migrated
polymorphonuclear cells. The supernatants obtained from peritoneal exudate between 2 and
12 hours after injection of glycogen, administered intraplantarly, not only reversed the
hyperalgesia induced by carrageenan (Cg) but also induced antinociceptive effect. Already,

the supernatant obtained 24 hours after injection of glycogen only partially reversed the
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hyperalgesic effect induced by Cg. The treatment of the supernatant obtained 4 hours after
injection of glycogen with anti-S100A9 abolished the antinociceptive effect observed with the
supernatant on hyperalgesia induced by Cg. These data suggest that antinociception entailed
by glycogen in rats submitted to the paw pressure is dependent on neutrophil migration.
Moreover, this effect is not related to the release of opioid peptides but possibly to the
S100A9 protein secretion by these cells. In addition, the results obtained with the
supernatants of peritoneal exudate after glycogen injection show that during neutrophilic
peritonitis a molecule able to inhibit carrageenan-induced hyperalgesia is secreted and induce

antinociception entailed by glycogen, which is possibly the STO0A9 protein.

Keywords: ST00A9. Neutrophils. Antinociception. Glycogen.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais sobre a inflamacao

A reacgdo inflamatoria € a resposta local do organismo a uma agressao ou trauma, marcada
por fendomenos complexos como vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade
vascular, exsudacdo leucocitdria e plasmatica com consequente migracdo de leucdcitos para o
tecido inflamado (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Em meio a esses fendmenos, a
fagocitose e a eliminag@o de debris celulares ou eventuais microorganismos, pelos fagdcitos, se
apresentam como principal evento da reacao inflamatdria, propiciando o reparo e substitui¢ao
do tecido lesado (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

ApOs a lesdo tecidual ocorre a liberacdo de mediadores quimicos, plasmaticos, celulares e
teciduais, os quais sdo responsdveis pelas alteracdes homeostdticas traduzidas nos sinais
classicos da inflamacdo, como rubor, calor, dor e tumor (WEISSMANN, 1992; KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005). Ainda, a resposta inflamatéria envolve processos celulares que sdo
regulados por inumeros sinais especificos que estimulam diferentes tipos de células,
desenvolvendo uma cascata de eventos que incluem, entre outros fendmenos, o recrutamento e
a ativagdo de leucécitos (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).

Durante o recrutamento de leucdcitos, observa-se nos estigios iniciais da inflamacao, qual
seja a fase aguda, intensa migracdo de células polimorfonucleares (PMNs) para o foco da
lesdo. Assim, PMNs sdo as células majoritarias nessa etapa, as quais sobrevivem entre 12 e 24
horas. Em contrapartida, apds 24 horas de inflamacao inicia-se a fase cronica, as células PMNs
(neutréfilos) entram em apoptose, sdo fagocitadas e substituidas por macréfagos, as células

predominantes nesse estdgio do processo (INSEL, 1996; GALLIN; SNYDERMANN, 1999).

1.2. Neutrdfilos e resposta dolorosa

Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem para o foco de lesdo durante a resposta

inflamatéria aguda e, além de desempenharem um importante papel na fase inicial do processo
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pela sua capacidade fagocitica, essas células sdo capazes de liberar diversos mediadores
quimicos que participam do desencadeamento do processo inflamatdrio.

A literatura tem demonstrado que os neutréfilos sdo capazes de liberar, por exemplo,
metabolitos do 4cido araquidonico, como os eicosandides, e o fator de ativacdo plaquetdria
(PAF - Platelet-Activating Factor) (MOILANEN et al., 1993; BAULDRY; WOOTEN, 1996;
SYRBU et al., 1999), e produzir citocinas como a interleucina (IL)-1, que induz a produgdo de
IL-6 e IL-8, o fator de necrose tumoral (TNF - Tumor Necrosis Factor-o) e o fator estimulador
de colonia macréfago-granuldcito (GM-CSF - Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor) (LINDEMANN et al., 1989; DUBRAVEC et al., 1990; DINARELLO, 1991; LORD et
al., 1991; MOILANEN et al., 1993; BAULDRY; WOOTEN, 1996; SYRBU et al., 1999). Com
relacdo a funcdo desses mediadores, citocinas pré-inflamatérias, como TNF-o, IL-1 e IL-6,
bem como a quimiocina IL-8, podem atuar na liberacdo/produ¢cdo de mediadores
hiperalgésicos, como as prostaglandinas e aminas simpdaticas (CUNHA et al., 1991; CUNHA et
al., 1992; FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993; FERREIRA, 1994).

Considerando que os neutréfilos secretam mediadores capazes de induzir hiperalgesia, €
plausivel sugerir que essas células, por meio da producdo de citocinas, estejam envolvidas na
génese da dor durante o processo inflamatorio. Diversos trabalhos empregando modelos
experimentais para a avaliacdo da sensibilidade dolorosa t€m buscado demonstrar que os
neutréfilos medeiam a hiperalgesia durante a inflamacdo induzida por distintos agentes
irritantes.

Neste sentido, estudos experimentais demonstraram que as citocinas IL-1 e TNF-a
injetadas pela via intraplantar reduzem o limiar nociceptivo mecénico de ratos, em um
processo dependente de prostaglandina (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al.,, 1992;
CUNHA et al., 2000). Em inflamacao induzida por carragenina, LPS, Bradicinina, TNF-a e
IL-1B foi evidenciado que o antagonista de receptor para IL-1 reverte a hiperalgesia causada
por esses compostos, indicando que o desenvolvimento da dor inflamatéria observada no
modelo de pressdo de pata é dependente da ativacdo/liberacdo de citocinas (CUNHA et al.,
2000). Em outro trabalho realizado por Cunha et al. (2008a), o tratamento de camundongos
com a quimiocina CXCLI, com o LPS ou com a carragenina induziu hipenocicep¢dao
mecanica, a qual foi acompanhada de intenso influxo de neutréfilos para a pata dos animais. Os
efeitos observados foram revertidos pelo pré-tratamento dos animais com o composto DF
2162, um inibidor de receptor CXCR1/2 para quimiocinas. Uma vez que esses receptores

participam do recrutamento neutrofilico, foi sugerido que os neutréfilos estdo associados a
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inducdo de hipernocicepg¢do inflamatéria induzida por CXCLI1, LPS ou carragenina (CUNHA
et al., 2008a). Em modelo de artrite induzida por antigeno na articulacio do joelho de
camundongos, foi demonstrado que a hipernocicep¢ao observada estd relacionada ao actimulo
de neutréfilos na articulacido e a produgdo local de citocinas pré inflamatérias como TNF-q,
IL-1B e CXCL-1 (SACHS et al., 2011). Ainda, tem sido relatado que os neutrdfilos contribuem
para a génese da dor inflamatéria articular em modelo de artrite induzida por zimosan por
produzirem mediadores hiperalgésicos como o 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de
nitrogénio (BEZERRA et al., 2007).

A importancia da migracdo neutrofilica para o foco de lesdo no desencadeamento da dor
inflamatéria também tem sido observada em modelo de deplecdo de neutréfilos circulantes,
com anticorpo anti-neutréfilo de ratos, e/ou a inibicdo da migracdao dessas células pelo
tratamento dos animais com fucoidina, um inibidor de selectinas, visto que esses tratamentos
suprimem a hiperalgesia em diferentes métodos de avaliacio da sensibilidade dolorosa
(BEZERRA et al., 2007; CUNHA et al., 2008a,b; TING et al., 2008; VERRI et al., 2009).

Desta forma, foi demonstrado que a deplecao de neutréfilos da circulacao periférica abole a
hiperalgesia térmica induzida pela injecao intraplantar do NGF (Nerve Growth Factor), bem
como a hiperalgesia mecanica induzida pelo leucotrieno B4 (LTB4) (LEVINE et al., 1984;
BENNETT et al.,, 1998). O bloqueio da adesdo e migracdo de neutréfilos, em modelo
inflamatério induzido por IL-15, acarreta em uma diminuicao significativa da hipernocicep¢ao
mecanica, sugerindo que a migracao de neutréfilos regula a inducao desse fendomeno (VERRI,
2006). Resultados obtidos com modelo de inflamagdo decorrente de reacdo alérgica
demonstraram por andlise histoldgica e ensaio de MPO (mieloperoxidase) um aumento
significativo de neutréfilos na pata inflamada de ratos, bem como um aumento da hiperalgesia
térmica induzida pelo alergeno (LAVICH et al., 2006). A deple¢ao sistémica de neutréfilos ou
o bloqueio da migracdo dessas células inibiu a resposta hiperalgésica térmica na pata dos
animais, indicando mais uma vez que o recrutamento de neutréfilos € crucial para o
desenvolvimento da hiperalgesia nesse modelo de inflamagdo (LAVICH et al., 2006). Foi
também demonstrado que a deplecdo de neutr6filos em ratos reverte a hiperalgesia mecanica
em modelo de artrite induzida por zimosan, e que a remocdo das espécies reativas de
nitrogénio presentes na articulacdo inflamada, pela administracdo de 4cido drico, inibiu tanto a
hiperalgesia articular como o influxo neutrofilico. Esses dados sugerem uma correlacdo entre
o influxo de neutréfilos para articulacdo durante a inflamacdo induzida pelo zimosan com o

desencadeamento da hiperalgesia mecanica (BEZERRA et al., 2007).
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Ainda, foi demonstrado por Cunha et al. (2008b) que a administracdo de fucoidina, em
ratos injetados pela via intraplantar com carragenina, inibe a migragcdo neutrofilica para a pata
dos animais com consequente inibi¢do da hipernocicep¢cao mecanica. Entretanto, esses autores
verificaram que, apesar da importancia dessas células na indugdo da hiperalgesia induzida pela
carragenina, ndo sdo os neutréfilos responsaveis pela liberacio local de citocinas hiperalgésicas
como TNF-a e IL-1B nesse modelo inflamatério. Assim, foi sugerido que as citocinas
responsaveis pelo desenvolvimento da hiperalgesia nesse modelo poderiam ser produzidas por
células residentes, como os macréfagos, mastdcitos e fibroblastos (CUNHA et al., 2008b).

Apesar das evidéncias sobre a participagdo do neutréfilo no desencadeamento da dor
durante a inflamacdo, muitos dos mediadores inflamatdérios relacionados ao desenvolvimento
da hiperalgesia sdo liberados tanto por células polimorfonucleares como por outros tipos de
leucécitos, por exemplo, mondcitos/macréfagos. Assim, a hiperalgesia mediada pelo L'TB4, o
fragmento C5a do complemento, o fMLP ou o NGF ndo pode ser atribuida exclusivamente a
presenca de células PMNs no foco inflamatério (RITTNER et al., 2006a). Em adicdo, varios
estudos que propdem um papel para as células PMNs na induc¢do da hiperalgesia utilizam
deplecao ndo seletiva de leucocitos (LEVINE et al., 1984; LEVINE et al., 1985), ou ainda
detectam diferencas no limiar nociceptivo dos animais apenas nos tempos em que
mondcitos/macréfagos também encontram-se significativamente depletados (BENNETT et al.,
1998).

Em contrapartida aos dados descritos acima, outros estudos se concentram na investigacao
do efeito regulador/inibitério das células polimorfonucleares sobre a resposta dolorosa, ou
ainda, na demonstracdo de que a migracdo neutrofilica, por si s6, ndo 4 capaz de acarretar
hiperalgesia. Inimeros trabalhos vém sendo realizados com o intuito de avaliar a participagdo
do neutréfilo no controle da dor inflamatéria via liberagao de peptideos opioides enddgenos
(CZLONKOWSKI; STEIN; HERZ, 1993; SCHAFER; CARTER; STEIN, 1994; BRACK,
2004; BRACK et al., 2004a,b; RITTNER et al., 2006b; RITTNER et al., 2009a,b; HACKEL et
al., 2010). Os peptideos opioides, os quais inibem a dor por produzirem efeitos semelhantes
aos da morfina por uma ac¢do em receptores opioides (RANG et al., 2007), foram descritos em
células imunes residentes no tecido inflamado, em que a maioria dos leucécitos que contém
opioides durante as primeiras 24 horas da inflamacdo sdo os neutréfilos, enquanto que nos
estdgios mais tardios o predominio ocorre nos mondcitos/macréfagos (STEIN et al., 1990;

HASSAN et al., 1992; PRZEWLOCKI et al., 1992; STEIN, 1995; CABOT, 2001; RITTNER
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et al.,, 2001; RITTNER et al., 2006b; para revisio MACHELSKA, 2007; RITTNER et al.,
2009a).

A ac@o antinociceptiva de peptideos opioides, secretados pelas células PMNSs, foi detectada
nos estagios iniciais da inflamac¢ao em animais submetidos ao teste de pressao de pata apds a
injecdo do adjuvante completo de Freund (CFA) (STEIN et al., 1989; CZLONKOWSKI;
STEIN; HERZ, 1993). Ainda, foi demonstrado que citocinas, como o TNF-a, a IL-1f, o fator
liberador de corticotrofina, bem como o estresse acarretado por natacdo em agua fria, induzem
a secre¢do de opioides por essas células, com consequente efeito antinociceptivo na fase inicial
do processo inflamatério (STEIN et al., 1989; CZLONKOWSKI; STEIN; HERZ, 1993;
SCHAFER; CARTER; STEIN, 1994). Adicionalmente, Rittner et al. (2006b) empregando o
modelo de inflamagdo induzido por CFA, em ratos submetidos aos testes de hiperalgesia
mecanica e térmica, demonstraram que ligantes do receptor para quimiocinas (CXCR2) induz o
recrutamento de células PMNs para o coxim plantar dos animais com conseqiiente libera¢ao de
peptideos opioides, a qual é dependente de cdlcio intracelular, acarretando em inibicao da dor
inflamatéria. Assim, para que haja a liberagdo dos peptideos opioides dos neutréfilos migrados
€ necessario um segundo estimulo, como a natagdo dos animais em 4gua fria (STEIN et al.,
1990), ou a injecdo intraplantar de hormonio liberador de corticotrofina, ou citocinas
(SCHAFER; CARTER; STEIN, 1994), ou quimiocinas como a CXCL2/3 (RITTNER et al.,
2006b, 2007). Em adi¢do, foi demonstrado que o recrutamento seletivo de neutréfilos pela
injecdo intraplantar de quimiocinas (CXCLI ou CXCL2/3) ndo induz edema de pata, nem
hiperalgesia mecanica ou térmica, bem como ativacdo neuronal na medula espinhal de ratos
(RITTNER et al., 2006a). Em complementacdo, foi demonstrado que injecdo intraplantar de
glicogénio, o qual tem a capacidade de atrair células PMNs para o tecido inflamado, ndo
produz, por si s6, um efeito significativo sobre a hiperalgesia mecanica (LEVINE et al., 1985).
Os resultados obtidos por Rittner et al. (2006a) e Levine et al. (1985) sugerem que a presenca
de neutréfilos no local da lesdo ndo é fator determinante para o desenvolvimento da
hiperalgesia.

Ainda, trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo enfocam a participacao dos neutréfilos
na inibicdo da dor inflamatéria, porém sem creditd-la a secrecao e acdo dos peptideos
opioides, mas sim pela atividade de uma proteina ligante de cdlcio denominada S100A9, a
qual estd presente em quantidades elevadas no citosol de neutréfilos (GIORGI et al., 1998;

PAGANO, 2001; PAGANO et al., 2002; PAGANO; MARIANO; GIORGI, 2006).
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1.3. Proteinas S100A8/S100A9

Uma variedade de substancias biologicamente ativas secretadas por leucdcitos estdo
envolvidas na fisiopatologia do processo inflamatério. Dentre elas, duas proteinas ligantes de
calcio S100A8 e S100A9 (SCHAFER et al., 1995), pertencentes a familia das proteinas S100
(KLIGMAN; HILT, 1988) sdo secretadas por neutr6filos, mondcitos e macréfagos. As
proteinas S100A8/A9 podem ser expressas por células epiteliais e endoteliais ativas
(BRANDTZAEG; DALE; GABRIELSEN, 1992; YEN et al., 1997).

Estas proteinas foram inicialmente denominadas de MRP-8 e MRP-14 (ODINK et al.,
1987), pelo fato de terem sido isoladas, sequenciadas e clonadas de cultura de células em que
se tentava caracterizar o fator inibitério de migracdo (MIF - Migration Inhibitory Factor),
assim MRP de MIF Related Proteins e 8 ou 14 para designar seus pesos moleculares (ODINK
et al., 1987; HESSIAN; EDGEWORTH; HOGG, 1993). Ainda, essas proteinas foram
denominadas de Myeloid Related Proteins (RAMMES et al., 1997), visto que sdo expressas
por células de linhagem mielomonociticas. As moléculas SIO0A8 e A9 foram caracterizadas
por diferentes pesquisadores e classificadas como MRP-8 e MRP-14 (ODINK et al., 1987), p8
ou 14 (HOGG; ALLEN; EDGEWORTH, 1989), cadeia leve da L1 ou pesada da L1
(ANDERSSON et al., 1988) e calgranulina A ou B (KELLY; JONES; FLEMING, 1989),
respectivamente. Além disso, o complexo das duas proteinas € chamado de calprotectina
(STEINBAKK et al., 1990). Uma caracteristica comum a elas é que possuem a presenga de
dois sitios ligantes de calcio (HESSIAN; EDGEWORTH; HOGG, 1993).

As proteinas S100A8 e S100A9 sdo encontradas no citosol de granuldcitos, principalmente
em neutréfilos e mondcitos em propor¢des de 45% e 1%, respectivamente, das proteinas
citosdlicas totais (EDGEWORTH et al., 1991). A expressdo dessas proteinas estd ausente em
linfécitos e macréfagos teciduais (LAGASSE; CLERC, 1988; ZWADLO et al., 1988). Assim,
os neutrofilos sdo as principais células inflamatérias que contém S100A8 e S100A9 (ODINK
et al., 1987). Com relacdo a proteina SI00A9, ha duas isoformas presentes nos neutréfilos, uma
forma mais abundante classificada como proteina inteira (full lenght), compondo cerca de 70%
do total de ST00A9 no citosol dessas células e outra forma denominada truncada, presente em
menor propor¢do e caracterizada pela perda do residuo Cys presente na proteina inteira (LIM et

al., 2010). Além da diferenca conformacional, a forma truncada da S100A9 demonstrou-se
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incapaz de sofrer S-Glutationilagdo ou S-Nitrosilacdo, indicando que as duas isoformas da
proteina podem apresentar diferencgas funcionais (LIM et al., 2010).

A secrecio da S100A8/A9 foi demonstrada por Rammes et al. (1997), os quais
descreveram que estas proteinas s@o secretadas por mondcitos ap6os ativagao da PKC por uma
via dependente de microtubulos intactos. Altos niveis de calprotectina foram detectados no
soro de pacientes com artrite reumatdide, sarcoidose e fibrose cistica, sugerindo que estas
proteinas sdo secretadas em diferentes condicdes patolégicas (KERKHOFF; KLEMPT;
SORG, 1998). Considerando que altas concentracdes do complexo S100A8/A9 sdo
encontradas no fluido sinovial, fezes, urina e soro/plasma sanguineo durante processo
inflamatodrio, a calprotectina vem sendo amplamente empregada como marcador laboratorial
clinico de inflamacao, especialmente para diagnosticar doencas nao infecciosas como artrite
reumatéide (FOELL; ROTH, 2004a), doenca de Crohn (LUGERING et al., 1995) e fibrose
cistica (GOLDEN et al., 1996), uma vez que indica a ativagdo de fagécitos de forma mais
sensivel que a proteina C reativa e a creatinina sérica (FREEMONT; HOGG; EDGEWORTH,
1989; FOELL et al., 2004b). Ainda, tem sido sugerido que a determinag¢do dos niveis do
complexo S100A8/S100A9 no liquido sinovial de articulacdes pode ser usada como
biomarcador de processo inflamatdério durante artrite reumatdide (LIAO et al., 2004). Assim,
DRYNDA et al. (2004) propuseram que a quantificacdo do complexo S100A8/S100A9 no
liquido sinovial possa ser empregada para discriminar a artrite reumatoide de outras doengas
inflamatdrias observadas em articulagdes, como a osteoartrite.

A literatura tem demonstrado que o complexo SI00A8/A9, quando testado in vitro sobre
diferentes organismos, possui atividade microbicida a qual é decorrente da captacdo de zinco
pelo sitio especifico desse ion presente nessas proteinas (SANTHANAGOPALAN; HAHN;
SOHNLE, 1995; SOHNLE; HAHN; SANTHANAGOPALAN, 1996). Ainda, a calprotectina
pode inibir o crescimento das células da medula, além de ser um fator negativo para o
crescimento de células tumorais (YUI, MIKAMI;, YAMAZAKI, 1995b). Também foi
observado que o complexo induz a apoptose em certos tipos de células tumorais e a presenca
de zinco inibe esse efeito (YUI; MIKAMI; YAMAZAKI, 1995a).

Dentre alguns dos seus efeitos bioldgicos, especificamente durante o processo inflamatorio,
muitos trabalhos relatam uma funcio pré-inflamatéria para as proteinas S100A8, S100A9 ou
para o complexo formado pelas duas proteinas. Dessa forma, foi demonstrado que a proteina
S100A9 age seletivamente na exsudagdo leucocitdria, estimulando a adesdao dos neutréfilos ao

endotélio vascular via molécula de adesdo Mac-1 B2 integrina (NEWTON; HOGG, 1998).
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Ainda, foi demonstrado que o actimulo de neutréfilos induzido pelo LPS no modelo de “air
pouch” de inflamacdo € revertido pela imunizagcdo previa dos animais com IgG purificada
contra a ST00A8 e S100A9, evidenciando a importancia das duas proteinas para a migracao de
neutréfilos no modelo inflamatério estudado (VANDAL et al., 2003). Ja em modelo de artrite
reumatodide induzida em ratos, foi observado que o aumento da producdo da proteina S100A9
regula positivamente a adesdo, migracdo e quimiotaxia de neutréfilos (SHIMADA et al.,
2007). Dados recentes demonstraram que o complexo S1I00A8/S100A9 € responsavel pelo
acumulo de macréfagos e neutréfilos no tecido vascular, espessamento da camada neointima e
producdo de citocinas inflamatérias por macréfagos em modelo experimental de vasculite,
aterosclerose e de inflamacdo induzida pela injuria vascular (CROCE et al., 2009). Essas
evidéncias sugerem que o complexo pode regular a inflamagao vascular de modo a facilitar o
desenvolvimento de doengas vasculares (CROCE et al., 2009).

Com relacdo aos efeitos pro-inflamatérios das proteinas S100A8 e S100A9, tem sido
proposto que essas proteinas possam agir como alarminas ou DAMPs (Danger-Associated
Molecular Patterns - padroes moleculares associados ao perigo), sinalizando o perigo iminente
ao hospedeiro quando secretadas em resposta a ativagdo celular ou liberadas apds o dano
celular (VOGL et al., 2007; SIMARD et al., 2009; LOSER et al., 2010; DESSING et al.,
2010). Foi demonstrado que as proteinas SI00A8/A9 participam da amplificagdo da resposta
de fagdcitos em modelo de inflamagdo induzida por LPS (VOGL et al., 2007). Animais
knockouts cujos leucécitos nao expressavam as proteinas S100A8/S100A9 apresentaram
redugdes evidentes da resposta inflamatéria desencadeada por LPS, bem como da liberagdo de
TNF-a, acarretando na diminui¢do da morte dos animais induzida pela endotoxina, choque
séptico (VOGL et al.,, 2007). Quando os animais knockouts foram restabelecidos com a
S100A8/S100A9, a susceptibilidade dos animais ao LPS voltou ao padrio normal.
Adicionalmente, estudo com fagocitos obtidos de animais com receptores TLR4 nao funcionais
e a andlise da superficie celular por Surface Plasmon Ressonance, que detecta alteracdes na
superficie celular causadas pela acdo de ligantes em seus receptores, demonstraram que as
proteinas S100A8 e S100A9 agem como ligantes enddgenos de TLR4 e, dessa maneira,
amplificam a resposta inflamatéria dos fagécitos ao LPS (VOGL et al., 2007).

Ainda, foi evidenciado que a proteina S100A9 tem a capacidade de degranular apenas as
vesiculas secretdrias e os granulos de gelatinase de neutr6filos humanos, sem interferir com os
granulos azuroéfilos, por um mecanismo dependente de MAPKs como a p38 e JNK (SIMARD

et al., 2010). Tal evidéncia foi obtida pela detec¢ao de aumento na expressao de marcadores
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CD35 e CD66b, presentes na superficie de granulos secretérios e de gelatinase,
respectivamente, apos o tratamento de neutr6filos com S100A9. O aumento da expressao de
marcadores dos granulos foi abolido com o pré-tratamento dos animais com inibidores de
proteinas kinase p38 e JNK, demonstrando que essas proteinas participam diretamente da
sinalizacdo para degranulacdo induzida pela SI00A9 (SIMARD et al., 2009).

Alguns trabalhos relatam a participacdo das proteinas SI00A8 e S100A9 na supressdo da
resposta imune ao cancer e na progressdo de tumores em diferentes modelos experimentais
(CHENG et al., 2008; SINHA et al., 2008; SU et al., 2010). Assim, a regulacdo positiva das
duas proteinas inibe a diferenciacdo de células dendriticas e o acimulo de MDSC (Myeloid-
Derived Supressor Cells - Células Supressoras Derivadas de Mieldides) em camundongos
injetados com tumor ou CFA, indicando que tanto a SI00A8 como a S100A9 estdo envolvidas
na modulacdo do mecanismo de supressdo da resposta imune ao cancer e, assim, facilitando a
carcinogénese (CHENG et al., 2008; SINHA et al., 2008).

Por outro lado, a literatura tem sugerido um papel anti-inflamatério para as proteinas
S100A8 e S100A9. Nesse sentido, a injecao intraperitoneal do complexo ST00A8/A9 em ratos
tratados com o LPS foi efetiva em suprimir a produgao de IL-6 e 6xido nitrico por células
inflamatérias como macréfagos e neutréfilos ativados, sugerindo que o complexo pode
participar da inibi¢do indireta da resposta inflamatdria exacerbada causada por substincias
oxidativas end6genas (IKEMOTO et al., 2007). Em trabalho recente, Lim et al. (2008)
demonstraram que modificagdes oxidativas pds-transducionais da proteina S100A8 podem ser
importantes para o efeito anti-inflamatério dessa proteina. Consequentemente, a S-Nitrosilagao
da proteina S100AS foi capaz de inibir a degranulagdo in vitro de mastdcitos, além da adesdo e
extravasamento de leucdcitos da microcirculagdo de ratos induzidos pela degranulacdo dos
mastdécitos promovida pelo Composto 48/80, um degranulador especifico para essas células
(LIM et al., 2008). Em adicdo, foi demonstrado que a proteina S100A9 estd presente em
grandes quantidades em granulomas induzidos por carragenina em modelo “air pouch” de
inflamacdo no dorso de ratos (SHIBATA et al., 2004). Ademais, a obten¢do da proteina
S100A9 do exsudato das bolsas de ar injetadas com carragenina induziu a proliferacdo de
fibroblastos in vitro de maneira similar aquela observada frente ao estimulo das mesmas
células com FGSF (Fibroblast Growth-Stimulating Factor) (SHIBATA et al., 2004). Este dado
indica que a proteina S100A9 possui um papel andlogo ao de um fator de crescimento para
fibroblastos e, consequentemente, uma acao anti-inflamatoria ja que essas células participam

do processo de cicatrizacdo de granulomas (SHIBATA et al., 2004). Ainda, foi demonstrado
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que a proteina SIO0A9 (MRP-14) estd envolvida na desativacdo de macrdéfagos peritoneais
ativados (AGUIAR-PASSETI et al,, 1997), uma vez que a absor¢cdo da proteina do
sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais com anticorpo anti S100A9 aboliu a
atividade do MDF (Macrophage Deactivator Factor - Fator de Desativagao de Macrofagos)
sobre essas células (AGUIAR-PASSETI et al., 1997). Foi demonstrado também que
macrofagos ativados com BCG apresentam o “burst” respiratério inibido apds o tratamento
dessas células com S100A9 humana purificada ou recombinante (AGUIAR-PASSETI et al.,
1997). Resultados recentes demonstraram que a proteina SI00A9 estd envolvida na supressao
de macrofagos peritoneais apds a fagocitose de neutréfilos apoptéticos, os quais produzem
grandes quantidades de S100A9 (DE LORENZO et al., 2010). Dessa forma, foi observado que
a incuba¢do de macréfagos peritoneais com neutréfilos apoptéticos inibe a producao de 6xido
nitrico, H,0, . TNF-ot bem como a atividade fagocitica dos macréfagos, parametros que foram
revertidos quando os macréfagos foram incubados com neutréfilos apoptéticos depletados de
S100A9 (DE LORENZO et al., 2009). Ainda, esses autores verificaram que o tratamento da
cultura de macréfagos peritoneais com o peptideo correspondente a por¢do C-terminal da
S100A9 induz reduc@o dos mesmos parametros avaliados, indicando um papel supressor para a
S100A9 sobre essas células (DE LORENZO et al., 2009).

Em complementagido aos efeitos descritos acima para a proteina S100A9 isolada, nosso
grupo tem demonstrado que essa proteina possui potente atividade antinociceptiva quando
avaliada em camundongos submetidos a modelo de dor inflamatéria (GIORGI et al., 1998).
Ainda, foi demonstrado que durante a peritonite induzida pelo glicogénio, carragenina ou
zimosan, os neutréfilos estdo envolvidos na inibicdo da sensibilidade dolorosa de
camundongos, em que foi sugerido que a proteina S100A9 participa da mediacio desse efeito
(GIORGI et al., 1998; PAGANO, 2001; PAGANO et al., 2002). Sobrenadantes obtidos do
exsudato peritoneal apés 4 ou 8 horas da injecdo do glicogénio induziram efeito
antinociceptivo em camundongos submetidos ao modelo das contor¢des abdominais
(PAGANO; MARIANO; GIORGI, 2006). Em adicdo, quando foi utilizado um anticorpo
monoclonal anti S100A9 para a adsorcdo desta proteina dos sobrenadantes, o efeito
antinociceptivo observado foi revertido, sugerindo uma atividade direta da proteina SI00A9
nesse efeito (PAGANO; MARIANO; GIORGI, 2006). Foi também demonstrado que a
antinocicep¢do acarretada pela carragenina ou pelo zimosan, em animais submetidos ao teste

das contor¢des abdominais, ndo € devido a uma a¢do de peptideos opioides, uma vez que a
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naloxona nao interferiu com o efeito antinociceptivo induzido por esses dois agentes
inflamatérios (PAGANO et al., 2002). Neste contexto, dados preliminares tém demonstrado
que a inje¢do intraplantar de glicogénio induz antinocicep¢do em ratos submetidos ao teste de
pressdo de pata 4 horas apds o tratamento. Ainda, que o sobrenadante obtido do exsudato
peritoneal de ratos apds 4 horas da injecdo do glicogénio, tempo onde foi observado um
intenso infiltrado neutrofilico, além de reverter a hiperalgesia induzida pela carragenina
também induz antinocicepcdo nesse modelo (comunicacdo pessoal)'. Dando continuidade aos
estudos sobre as atividades bioldgicas da proteina S100A9, trabalhos desenvolvidos pelo nosso
grupo tém avaliado o efeito de um peptideo sintético homdlogo a porcao C-terminal da
proteina SI00A9 murina (pS100A9m) em modelos distintos de avaliacdo da sensibilidade
dolorosa (DALE, 2002; DALE et al., 2004, 2006a, b). O peptideo do C-terminal da S100A9
murina empregado nesses estudos foi sintetizado com base na sequéncia de aminodcidos
descrita anteriormente (HESSIAN; EDGEWORTH; HOGG, 1993; RAFTERY et al., 1996). O
peptideo composto por 19 aminoécidos, corresponde as posicdes His** — Gly“o da porcao C-
terminal da S100A9, possui uma regido rica em histidina, referida como sitio ligante de zinco
(RAFTERY et al., 1996), sendo essa regido também ligante de dcido aracddnico (SOPALLA et
al., 2002).

Assim, foi demonstrado que o pS100A9m induz antinocicep¢dao semelhante aquela
observada com a proteina total (DALE et al., 2006a). Ainda, o pS100A9m inibe a hiperalgesia
induzida por diferentes tipos de proteases e pelo peptideo agonista de receptor ativado por
protease do tipo 2 (PAR-2) em ratos avaliados no modelo de pressdo de pata (DALE, 2002;
DALE et al., 2004, 2006b). Mais recentemente, foi demonstrado que C-terminal da proteina
S100A9 interfere com os mecanismos envolvidos na nocicepg¢do, hiperalgesia e sinalizagdao do
calcio em neurdnios sensoriais, modulando o sinal nociceptivo nos aferentes primarios por uma
inibicdo da ativacdo dos canais de célcio dependentes de voltagem do tipo N (DALE et al.,
2009). Ainda, em modelo de dor neuropética desencadeada pela constri¢gdo do nervo cidtico em
ratos, o pS100A9m inibe a hiperalgesia, a alodinia e a dor espontinea, sinais caracteristicos
desse tipo de dor cronica. Esses dados demonstram que o peptideo da SI00A9 possui efeito
antinociceptivo tanto sobre a dor cronica quanto sobre a dor inflamatéria aguda (PACCOLA et
al., 2008). Com relag@o ao processo inflamatdrio especificamente, dados obtidos por Pagano et
al. (2005, 2010) demonstraram que o pS100A9m inibe o espraiamento e a fagocitose por
células peritoneais aderentes de camundongos, tanto quiescentes quanto estimuladas com

agonistas de receptor ativado por protease do tipo 1 (PAR-1), sugerindo que esse peptideo

! Informacdes fornecidas por NOGUEIRA, T. O.; GIORGI, R. em fevereiro de 2008
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também atua inibindo alguns parametros celulares da resposta inflamatoria.

Os estudos descritos acima evidenciam claramente que os neutréfilos estdo envolvidos
com a modulacio da resposta dolorosa durante o processo inflamatério. Entretanto, sua acdo
ainda € discutivel, uma vez que os trabalhos de literatura relatam que essas células podem
participar tanto do desencadeamento da dor na fase aguda da resposta inflamatéria, quanto da
inibicdo desse fendmeno. Ainda, pouco se sabe a respeito da relacdo entre a migragcdo
neutrofilica e a expressdo da proteina SI00A9 durante a antinocicep¢do observada em
modelos de inflamacdo aguda. Desta maneira, maiores investigacdes sao necessdrias para
melhor compreender a funcdo do neutrdfilo na génese da dor inflamatéria, bem como qual a
participacdo da proteina S100A9 na mediacdo do efeito antinociceptivo observado apds a

migracdo neutrofilica em modelo de inflamacdo induzida pelo glicogénio.
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2. OBJETIVO

Considerando o importante papel do neutréfilo na fisiopatologia da inflamacao, além dos

trabalhos que divergem sobre a funcdo dessas células na génese da dor inflamatodria, o objetivo

geral do presente trabalho é aprofundar os estudos a respeito da atividade do neutréfilo no

controle da nocicep¢do aguda e da participacdo da proteina SI00A9 nesse efeito. Ainda, com

base nas observagdes prévias de que a injecdo intraplantar de glicogénio induz antinocicepgao

em ratos submetidos ao teste de pressao de pata 4 horas apds o tratamento, bem como que esse

efeito também foi detectado com o sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apés 4 horas da

injecdo intraperitoneal do irritante sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina, os objetivos

especificos sdo:

v

Determinar o tempo de duracdo do efeito antinociceptivo induzido pela injecao
intraplantar do glicogénio em ratos avaliados no teste de pressao de pata;

Avaliar a participacdo dos neutréfilos no efeito antinociceptivo induzido pelo
glicogénio pelo tratamento dos animais com fucoidina;

Analisar histologicamente o coxim plantar dos animais pré-tratados ou ndo com
fucoidina e injetados com glicogénio;

Avaliar a participacao de peptideos opioides no efeito antinociceptivo induzido
pela injecdo intraplantar do glicogénio pelo tratamento dos animais com
naloxona;

Detectar e quantificar relativamente a expressdo da proteina S100A9, por
“Western Blotting”, no tecido plantar dos animais em diferentes tempos apds a
administracao do glicogénio;

Determinar a cinética de migracdo celular apds a injecdo intraperitoneal de
glicogénio;

Avaliar o efeito de sobrenadantes obtidos dos exsudatos peritoneais em diferentes
tempos apds a injecdo intraperitoneal do glicogénio sobre a hiperalgesia induzida
pela carragenina, e

Determinar a participagdo da proteina S100A9 no efeito antinociceptivo
observado com o sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apds 4 horas da

injecdo  do  glicogénio  sobre a  hiperalgesia da  carragenina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais.

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 170 e 190g, fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos em local apropriado, com temperatura
controlada (22 £ 2°C), ciclo claro e escuro (12/12 horas), com livre acesso a dgua e ragdo por
um periodo minimo de trés dias antes de serem utilizados nos experimentos. Os procedimentos
experimentais com animais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela

Comissdo de Etica no Uso de Animas do Instituto Butantan (Protocolo 529/08)

3.2 Inducao da resposta inflamatoéria.

3.2.1 Glicogénio (Gli)

A solucdo de glicogénio extraido de ostra (Tipo II, Sigma), preparada a 5% em salina
estéril, foi inoculada por via intraplantar num volume final de 100uL/animal. Apés 1, 2, 3, 4,
6, 8, 12 e 24 horas do tratamento os animais foram avaliados no teste nociceptivo. Animais
injetados com salina estéril, nas mesmas condicdes de tratamento que o glicogénio, foram
utilizados como grupo controle. Ainda, ratos anestesiados com solucdo composta por xilasina
e quetamina (proporcao 1:1) foram inoculados pela via intraperitoneal com 10mL de solugao
de glicogénio a 1% preparado em salina estéril e apos 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas foram
eutanasiados para a coleta do exsudato peritoneal. Grupos de animais injetados com salina
estéril, nas mesmas condicdes de tratamento que o grupo inoculado com glicogénio, foram

utilizados como controle.
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3.2.2 Carragenina (Cg)

A hiperalgesia inflamatéria foi induzida pela injecdo intraplantar de carragenina -
(Sigma) na proporcdo de 200 pg/pata. O teste nociceptivo foi aplicado 3 horas apds os
tratamentos, tempo equivalente ao pico de hiperalgesia induzida pela Cg no modelo de

pressdo de pata de ratos.

3.3 Tratamentos

3.3.1 Fucoidina

A inibicdo da migracdo neutrofilica foi realizada pelo tratamento com fucoidina
(Sigma), um inibidor de selectinas. A fucoidina foi dissolvida em salina estéril e injetada pela
via endovenosa, na dose de Smg/kg em um volume de 500uL, 15 minutos antes da injecao

intraplantar do glicogénio a 5%.

3.3.2 Naloxona

A participagdao de peptideos opioides foi avaliada pelo tratamento dos animais com
naloxona (Rhodia, Brasil), antagonista inespecifico de receptores opioides. A naloxona foi
preparada em salina estéril e injetada pela via subcutinea, na dose de 1mg/kg em um volume
de 100uL/animal, 15 minutos antes da realizacdo do teste de pressdao de pata em animais
injetados previamente com o glicogénio (5%, 100uL/pata). Em outro protocolo experimental,
a naloxona foi administrada pela via intraplantar, na mesma dose, porém em um volume de
50uL/pata, 15 minutos antes da inje¢ao do glicogénio. Para a realizacdo desse experimento o

glicogénio preparado a 5% foi injetado num volume de 50uL/pata.
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3.4 Avaliacao da sensibilidade dolorosa

Para a avaliacdo da sensibilidade dolorosa dos animais foi utilizado o teste de pressao de
pata de ratos (Analgesic-Meter Hugo Basile®, Itdlia), realizado de acordo como método
descrito por RANDALL; SELITTO, 1957.

Neste teste, uma forca em gramas (g), de magnitude crescente (16g/s), é continuamente
aplicada sobre o dorso de uma das patas posteriores do rato. O teste € interrompido quando o
animal apresenta a reacdo de “retirada” da pata pressionada. O limiar de dor € representado
como a forgca, em gramas, necessdria para a inducio da reacdo. O teste foi aplicado antes do
inicio dos tratamentos (medida inicial) e em diferentes tempos (medida final) apds a inje¢ao
do glicogénio.

Os resultados foram analisados pela comparacdo entre as médias das medidas iniciais e

finais ou comparando-se as médias das medidas obtidas nos diferentes grupos experimentais.

3.5 Processamento dos coxins plantares de ratos para analise histolégica

3.5.1 Coleta do material

Animais pré-tratados ou nao com fucoidina foram injetados com 100yl de solucdo de
glicogénio a 5% pela via intraplantar e apds 2, 4, 8, 12 e 24 horas foram eutanasiados em
camara de CO, para a remocado dos coxins das patas tratadas. Os coxins das patas contralaterais
de animais dos grupos experimentais e de ratos injetados com 100uL de salina, pela via

intraplantar, foram utilizados como controles.

3.5.2 Técnica de H/E

Os coxins plantares dos animais foram fixados em Bouin, desidratados em
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concentracdes crescentes de etanol (70 a 100%), diafanizados em xilol e, posteriormente,
incluidos em parafina. Apds a inclusdo, foram obtidos cortes transversais das pegas, com
aproximadamente Sum de espessura. Apds a desparafinacdo e hidratacdo, os cortes foram
corados por hematoxilina e eosina e, em seguida, desidratados e montados com resina
sintética (Entellan). Os cortes histologicos foram analisados em microscopio de luz Leica
DMLB pelo programa Leica Application Suite V3.1.0. e o registro fotografico realizado por

camera digital Leica DFC 420 acoplada ao microscépio.

3.6 Avaliacao semiquantitativa das células polimorfonucleares migradas para o coxim

plantar

A avaliacdo semiquantitativa das células polimorfonucleares migradas para o tecido
conjuntivo do coxim plantar dos ratos apds a injecao do glicogénio, na presenca ou nio do
tratamento com a fucoidina, foi realizada de acordo com o trabalho descrito por Lavich et al.,
(2006). Dessa forma, ratos foram tratados com fucoidina 15 minutos antes da injecdo de
glicogénio ou apenas com glicogénio e apds 2, 4, 8 e 12 horas foram eutanasiados em camara
de CO,, o tecido plantar coletado e processado para andlise histoldgica de acordo com o item
3.5.2 Para a avaliacdo semiquantitativa das células PMNs, os cortes foram analisados no
aumento de 1000X em microscépio de luz e a contagem de PMNs foi realizada, de forma
aleatdria, em cinquenta campos do tecido conjuntivo. O valor médio dos cinquenta campos foi
tomado como valor representativo do nimero de células migradas para o tecido inflamado em
cada tempo avaliado. Essa contagem foi realizada em 3 cortes ndo seriados do coxim plantar de

3 animais por grupo.

3.7 Deteccao da proteina S100A9 no coxim plantar dos animais apds a injecao de

glicogénio — “Western Blotting”

Inicialmente, os animais injetados pela via intraplantar com glicogénio foram
eutanasiados em camara de CO, em diferentes tempos e o tecido do coxim plantar removido,

cortado em pequenos pedacos e homogeneizado em tampao CTAB a 0,5%. Apds
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centrifugacdo, os sobrenadantes foram coletados e o contetido protéico dosado pelo método
do Acido bicinconinico (BCA) (SMITH et al., 1985). As amostras, entdo, foram submetidas a
eletroforese por SDS-PAGE. Para tanto, os sobrenadantes foram diluidos em um mesmo
volume de tampao Tris/HClI 125mM, pH 6,8, contendo SDS (2,5%), 2-mercaptoetanol (2-
ME) 2,5% (v/v) e azul de bromofenol (0,05%), e posteriormente fervidas em banho-maria por
7 minutos. As amostras reduzidas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
a 15% utilizando-se corrente constante de 25mA (LAEMMLI, 1970). Apds a separacdo
eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad,
0,2um de diametro) em uma cuba de transferéncia semisseca (BioRad) por 1 hora e trinta
minutos a 10 volts (HARLOW; LANE, 1988). Apds bloqueio com leite desnatado a 5%
(Molico, Nestlé) em solucao de PBS e Tween-20 a 0,1% (solucdo de lavagem) durante 18 h,
as membranas foram incubadas com anticorpo policlonal para a proteina SI00A9 humana
(ab75478 — Abcam) diluido 1:3000 em solucdo bloqueadora, por 2h a temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com solu¢do de lavagem e incubadas por 2
horas com o anticorpo secunddrio anticoelho (IgG) conjugado com peroxidase (A-0545 —
Sigma Aldrich) diluido 1:5000 em solucdo bloqueadora. O excesso de conjugado foi
removido com trés ciclos de lavagens. A revelacdo foi realizada utilizando solu¢do cromégena
composta por tampao imidazol 0,1M, diaminobenzidina a 0,05%, cloreto de cobalto 0,2M e
agua oxigenada 100 vol. a 30% (PUKAC et al., 1997). Apds a revelacdo, as membranas foram
escaneadas com resolucdo de 600 dpi (extensdo TIFF) em um escaner Image Scannerlll
(G.E.). Para a quantificacdo relativa da S100A9, as proteinas totais presentes nas raias foram
coradas com nanquim (HARLOW; LANE, 1988) e igualmente escaneadas. A intensidade
relativa de S100A9 foi analisada pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
Primeiramente, obteve-se o “volume” (drea x intensidade de pixels) de cada banda de SI00A9
marcada, que foi dividido pelo respectivo “volume” total de proteina aplicada em cada raia. A
expressdo relativa da banda de SI00A9 marcada foi realizada pela comparacdo com os

valores obtidos normalizados para os animais injetados com salina.
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3.8 Contagem total e diferencial de leucécitos e obtencio dos sobrenadantes dos

exsudatos inflamatorios.

Os animais injetados pela via intraperitoneal com solucdo de glicogénio a 1% ou
salina estéril foram eutanasiados em camara de CO, apés 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas dos
tratamentos. Em seguida os animais tiveram a cavidade abdominal lavada com 10mL de
salina estéril e o fluido peritoneal coletado com uma pipeta Pasteur, ficando em banho de gelo
at¢ o momento da contagem. As células foram coradas com cristal violeta a 5%, para
determina¢do do nimero total de células em hemocitdometro de Neubauer e do diferencial com
auxilio do microscépio optico (Zeiss, 1000x). Os exsudatos coletados individualmente foram
submetidos a centrifugacado por duas vezes a 1000 rpm, a 5° C por 10 minutos. Em seguida, os
pellets celulares foram desprezados e os sobrenadantes reunidos em uma unica amostra
correspondente a cada tempo, tanto para o grupo salina quanto para o grupo tratado com
glicogénio, sendo aliquotados e congelados a —80° C para posterior avaliacio sobre a

hiperalgesia induzida pela carragenina em animais submetidos ao teste de pressao de pata.

3.9 Injecao intraplantar concomitante dos sobrenadantes obtidos do exsudato

inflamatoério com a carragenina.

Para avaliacdo do efeito da injecdo intraplantar dos sobrenadantes, provenientes do
exsudato peritoneal apés a injecdo do glicogénio, sobre a hiperalgesia inflamatéria, a
carragenina (200pg/pata) foi diluida em 100uL de cada amostra do sobrenadante obtido nos
tempos de 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apds o tratamento com glicogénio. Assim, esta
solucdo foi administrada num volume de 100uL/pata e o teste de pressdo de pata aplicado 3
horas apds os diferentes tratamentos. O mesmo procedimento foi realizado com os
sobrenadantes obtidos do exsudato peritoneal de ratos injetados com salina (grupo controle).
Animais injetados pela via intraplantar com carragenina (200png/100uL de salina estéril)

também foram avaliados como grupo controle.
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3.10 Tratamento in vitro do sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apos 4 horas da

injecao do glicogénio com o anticorpo anti S100A9

Com o objetivo de determinar a participacdo da proteina S100A9 no efeito
antinociceptivo induzido pelo sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apds 4 horas da
injecdo do glicogénio sobre a hiperalgesia da carragenina, esse sobrenadante foi incubado por
1 hora a 4°C com o anticorpo policlonal para a proteina SIO0A9 humana (ab75478 — Abcam)
na propor¢cdo de 2:1, totalizando 100uL de solu¢do de sobrenadante/anticorpo. Apds esse
periodo, a carragenina (200ug/pata) foi diluida na solucdo de sobrenadante/anticorpo e
injetada nos animais via intraplantar em um volume final de 100uL. O teste de pressdo de
pata foi aplicado 3 horas apds o tratamento dos animais, pico de hiperalgesia da carragenina.
O sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apds 4 horas da injecao de salina foi submetido
ao mesmo tratamento e avaliado como controle. Animais injetados com carragenina
(200ug/pata) diluida nos sobrenadantes obtidos apds a inje¢do de salina ou glicogénio sem o
tratamento com o anticorpo anti SIO0A9 e animais injetados apenas com carragenina

(200ug/pata) diluida em salina também foram utilizados como controle.

3.11 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao da média (e.p.m) e
analisados estatisticamente por ANOV A de uma ou duas vias ou Teste “t” de Student. O teste
de Tukey foi utilizado para detectar as diferencas das médias apés a Andlise de Varidncia
(SNEDECOR, 1956; SNEDECOR; COCHRAN, 1974). O indice de significancia considerado
foi de p<0,05, calculado com software GraphPad Instat tm/GraphPad Software V2.01-
Copyright ©, 1990-1993. O Teste “t” foi empregado para a andlise dos experimentos de
histologia e “Western blotting”, a ANOVA de duas vias foi utilizada para avaliar o tempo de
duracdo do efeito da injecao intraplantar do glicogénio e da acdo da fucoidina ou da naloxona

sobre esse efeito, e os demais experimentos analisados por ANOVA de uma via.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacio do tempo de duracdo do efeito antinociceptivo induzido pelo

glicogénio em ratos avaliados no teste de pressao de pata

Com o objetivo de determinar o tempo de duracdo do efeito antinociceptivo induzido
pela injecdo intraplantar de glicogénio em animais submetidos ao teste de pressdo de pata,
ratos foram tratados com solucdo de glicogénio a 5% (100uL/pata) e apds diferentes tempos
avaliados no teste nociceptivo. Os resultados obtidos demonstraram que o glicogénio nao
alterou a sensibilidade dolorosa dos animais 1 e 24 horas apds o tratamento em comparagao
com o grupo controle, animais injetados apenas com salina. Contudo, quando o teste de
pressdo de pata foi aplicado 2, 3, 4, 6, 8 e 12 horas apds o tratamento com glicogénio, foi
observado um aumento no limiar nociceptivo tanto em relacdo ao grupo controle quanto a

medida inicial, demonstrando um efeito antinociceptivo nesse intervalo de tempo (Figura 1).
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Figura 1 - Tempo de duragdo do efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio em ratos
submetidos ao teste de pressio de pata. Animais injetados pela via intraplantar com
glicogénio (Gli) a 5% (100uL/pata) ou salina (Sal) no mesmo volume, grupo controle, foram
avaliados no teste de pressao de pata antes (MI) e ap6s diferentes tempos dos tratamentos. Os
dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo em cada tempo indicado.
*p<0,05 em relacdo a medida inicial (MI); #p<0,05 em relacdo ao grupo de animais injetado

com salina.
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4.2 Participacao dos neutroéfilos no efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio

Com o intuito de avaliar a participacdo dos neutréfilos no efeito antinociceptivo
induzido pelo glicogénio, animais foram tratados com fucoidina, um inibidor de selectinas,
via endovenosa na dose de Smg/kg (500uL/animal) ou salina 15 minutos antes da injecdao
intraplantar de glicogénio (5%, 100uL/pata) e em diferentes tempos submetidos ao teste de
pressao de pata. O pré-tratamento dos animais com fucoidina nao sé reverteu a antinocicepgao
acarretada pelo glicogénio como também induziu hiperalgesia 2, 4 e 6 horas ap6s a injecao do
agente inflamatério. Apds 8 horas da inje¢do do glicogénio, a fucoidina apenas reverteu a
antinocicep¢cao observada, ndo sendo mais detectada a acdo desse inibidor sobre o efeito

induzido pelo glicogénio nos tempos de 12 e 24 horas apds sua administracao (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a antinocicepcao induzida pelo
glicogénio. A fucoidina (Fuc+Gli) na dose de 5Smg/kg ou salina (Sal+Gli), 500uL/animal,
foram administradas pela via endovenosa 15 minutos antes da inje¢do intraplantar do
glicogénio (5%, 100uL/pata). O teste nociceptivo foi aplicado antes (MI) e em diferentes
tempos apds o tratamento dos animais com o glicogénio. Os dados correspondem a média +
e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo em cada tempo indicado. *p<0,05 em relagdo a medida

inicial (MI); #p<0,05 em relac@o ao grupo de animais tratado apenas com salina e glicogénio.
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4.3 Analise histolégica do coxim plantar de animais injetados com glicogénio pré-
tratados ou nao com fucoidina e avaliacio semiquantitativa de células

polimorfonucleares migradas

A fim de caracterizar o perfil de células migradas para o tecido conjuntivo da pata de
ratos tratados com fucoidina (5mg/kg) ou salina 15 minutos antes da injecao intraplantar de
glicogénio a 5%, os coxins plantares dos animais foram coletados apds diferentes tempos do
ultimo tratamento e processados para a realizacdo da andlise histolégica. Em linhas gerais, foi
observado que a injecdo intraplantar de glicogénio induziu um infiltrado leucocitario que foi
aumentando com o decorrer do tempo até a décima segunda hora apds o tratamento,
caracterizado pela presenca de células polimorfonucleares no tecido conjuntivo da pata dos
animais, principalmente entre 4 e 8 horas apds a administracdo do agente inflamatério. O pré-
tratamento dos animais com fucoidina inibiu a migracao de células polimorfonucleares entre 2
e 8 horas apdés a injecdo de glicogénio, sendo que na décima segunda hora apds esse
tratamento o efeito da fucoidina nio foi mais evidenciado. Os controles foram compostos pelo
grupo branco, patas contralaterais dos animais do grupo experimental, ou grupo salina, coxins
de animais injetados apenas com salina via intraplantar nas mesmas condi¢des que o
glicogénio. Em relagdo aos controles, foi observado que a injecdo de salina ndo causou
alteracdes morfoldgicas significativas em nenhum dos tempos avaliados, quando comparada
com o grupo branco. A figura 3 ¢é representativa dos grupos controles e demonstra a
morfologia do tecido conjuntivo do coxim plantar de um animal branco (figura 3A) e de outro

injetado 12 horas antes com salina (figura 3B).
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Figura 3 - Fotomicrografias de corte histolégico do coxim plantar de animais dos grupos
controles. 3A —Vista geral do tecido conjuntivo da pata contralateral obtido apds 12 horas da
inje¢do do glicogénio (grupo branco). 3B —Tecido conjuntivo do coxim plantar obtido ap6s 12
horas da injecdo de 100uL de salina estéril. E — epitélio; M — tecido muscular; * — tecido

conjuntivo.
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A andlise histolégica detalhada, ao longo do tempo, dos cortes dos coxins demonstrou
que apds 2 horas da inje¢do do glicogénio a maioria das células polimorfonucleares esta
presente na luz de vasos, evidenciando o processo de transmigracdo dessas células. Além
disso, também foram encontradas algumas células livres no tecido conjuntivo (Figura 4A).
Nesse mesmo tempo, a andlise dos coxins de animais pré-tratados com fucoidina demonstrou
auséncia de células polimorfonucleares na luz dos vasos e, ainda, praticamente ndo foram
observadas células migradas no tecido conjuntivo, evidenciando que essa droga inibiu o
fenomeno da transmigracdo dos polimorfonucleares (Figura 4B). A avaliacdo
semiquantitativa das células polimorfonucleares presentes no tecido conjuntivo plantar apds 2
horas da inje¢do do glicogénio, em animais pré-tratados ou ndo com fucoidina, demonstrou
que nao houve diferenca entre o nimero de células migradas entre os dois grupos (Figura 5).

Em relacdo ao tempo de 4 horas apds a injecdo de glicogénio, foi observado um
aumento expressivo do infiltrado leucocitario no tecido conjuntivo, formado
predominantemente por células polimorfonucleares (Figura 6A, 7). Por outro lado, a
fucoidina induziu uma reducao significativa na quantidade dessas células presentes no tecido
conjuntivo plantar, em comparagdo com o grupo glicogénio, como observado nas figuras 6B
e 7. A contagem de células polimorfonucleares migradas, nesse tempo de tratamento, para o
tecido conjuntivo plantar dos animais injetados com glicogénio demonstrou um aumento
significativo em relag@o ao tempo de 2 horas (Figura 12).

Na oitava hora apds a injecdo de glicogénio, apesar do predominio de células
polimorfonucleares no coxim plantar dos animais, ji foi possivel observar a presenca de
células mononucleares migradas para o tecido inflamado (Figura 8A). O pré-tratamento com
a fucoidina induziu novamente uma inibicdo da migracdo de células polimorfonucleares para
o tecido conjuntivo plantar, semelhante ao que foi observado com o tempo de 4 horas (Figura
8B). O infiltrado mononuclear também foi menos intenso quando comparado com o grupo
glicogénio. A figura 9 mostra a semiquantificacdo das células polimorfonucleares migradas
nesse tempo de tratamento, em que foi observado que a inibi¢ao induzida pela fucoidina ainda
¢ significativa quando comparada com os animais injetados com o glicogénio.

Os resultados obtidos apés 12 horas da injecdo de glicogénio demonstraram que
mesmo sendo o infiltrado leucocitdrio bastante intenso, foi detectada uma reducdo acentuada
da quantidade de células polimorfonucleares migradas e um aumento de células
mononucleares presentes no tecido conjuntivo quando comparado com 0s tempos anteriores
(Figura 10A). Com relagdo ao grupo pré-tratado com fucoidina, foi verificado que o padrdo

de migracdo de células polimorfonucleares e mononucleares € similar ao do grupo de animais
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tratados apenas com o glicogénio (Figura 10B). A contagem de células apds 12 horas dos
tratamentos demonstrou que ndo foi mais detectada a redugdo significativa do ndmero de
polimorfonucleares migrados para o tecido conjuntivo dos animais pré-tratados com fucoidina
quando comparado com os ratos tratados apenas com o glicogénio (Figura 11).

A figura 12 demonstra o perfil de migracdo de células polimorfonucleares para o
tecido plantar de animais pré-tratados com salina ou fucoidina 15 minutos antes da inje¢do
intraplantar do glicogénio, em que fica clara a diferencga significativa ao longo do tempo tanto
no aumento da quantidade de células migradas no grupo salina mais glicogénio, quanto na

atividade inibitoria da fucoidina sobre esse efeito.



Figura 4 — Fotomicrografias de corte histolégico do coxim plantar obtido apds 2 horas da
inje¢do de glicogénio em animais pré-tratados com salina ou fucoidina. 4A - Detalhe de parte
do tecido conjuntivo do coxim de um animal pré-tratado com salina e injetado com
glicogénio, em que é possivel notar a presenca de células polimorfonucleares principalmente
na luz dos vasos (setas) e algumas células livres no tecido (*). 4B — Coxim plantar de rato
pré-tratado com fucoidina, demonstrando auséncia de polimorfonucleares na luz dos vasos

(setas) e tecido conjuntivo praticamente sem infiltrado celular (¥).
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Figura 5 - Avaliacdo semiquantitativa de células polimorfonucleares presentes no coxim
plantar obtido ap6s 2 horas da injecdo de glicogénio em ratos pré-tratados com salina ou
fucoidina. O glicogénio a 5% (100uL/pata) foi injetado em ratos pré-tratados com salina
(Sal+Gli) ou fucoidina (Fuc+Gli) na dose de 5mg/kg pela via endovenosa. A contagem de
células foi realizada aleatoriamente em 50 campos distintos de cada corte. Os dados

correspondem a média + e.p.m. de 3 cortes ndo seriados do coxim plantar de 3 animais por

grupo.



Figura 6 — Fotomicrografias de corte histolégico do coxim plantar obtido apds 4 horas da
inje¢do de glicogénio em animais pré-tratados com salina ou fucoidina. 6A- Detalhe de parte
do tecido conjuntivo do coxim de um animal pré-tratado com salina e injetado com
glicogénio, destacando o infiltrado leucocitdrio composto predominantemente por células
polimorfonucleares (setas). 6B - Coxim plantar de rato pré-tratado com fucoidina

demonstrando que existem pucas células polimorfonucleares no tecido conjuntivo (setas).
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Figura 7 - Avaliagdo semiquantitativa de células polimorfonucleares presentes no coxim
plantar obtido apds 4 horas da injecdo de glicogénio em ratos pré-tratados com salina ou
fucoidina. O glicogénio a 5% (100uL/pata) foi injetado em ratos pré-tratados com salina
(Sal+Gli) ou fucoidina (Fuc+Gli) na dose de 5mg/kg pela via endovenosa. A contagem de
células foi realizada aleatoriamente em 50 campos distintos de cada corte. Os dados
correspondem a média + e.p.m. de 3 cortes ndo seriados do coxim plantar de 3 animais por

grupo. *p<0,05 em relac@o ao grupo salina mais glicogénio.



Figura 8 — Fotomicrografias de corte histolégico do coxim plantar obtido apds 8 horas da
injecdo de glicogénio em animais pré-tratados com salina ou fucoidina. 8A — Tecido
conjuntivo do coxim de um animal pré-tratado com salina e injetado com glicogénio,
evidenciando a presenga de células polimorfonucleares (setas) e algumas células
mononucleares no tecido inflamado (cabecas de setas). 8B - Detalhe de parte do tecido
conjuntivo de rato pré-tratado com fucoidina, em que é possivel notar a presenca de células

mononucleares (cabecas de setas) em meio as poucas células polimorfonucleares (setas).
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Figura 9 - Avaliacdo semiquantitativa de células polimorfonucleares presentes no coxim
plantar obtido apds 8 horas da injecdo de glicogénio em ratos pré-tratados com salina ou
fucoidina. O glicogénio a 5% (100uL/pata) foi injetado em ratos pré-tratados com salina
(Sal+Gli) ou fucoidina (Fuc+Gli) na dose de 5mg/kg pela via endovenosa. A contagem de
células foi realizada aleatoriamente em 50 campos distintos de cada corte. Os dados
correspondem a média + e.p.m. de 3 cortes ndo seriados do coxim plantar de 3 animais por

grupo. *p<0,05 em relac@o ao grupo com salina mais glicogénio.



Figura 10 — Fotomicrografias de corte histolégico do coxim plantar obtido apds 12 horas da
injecdo de glicogénio em animais pré-tratados com salina ou fucoidina. 10A - Detalhe do
tecido conjuntivo do coxim de um animal pré-tratado com salina e injetado com glicogénio
demonstrando a presenca tanto de células polimorfonucleares (setas) quanto de
mononucleares (cabecas de setas). 10B - Tecido conjuntivo de rato pré-tratado com fucoidina
em que as células polimorfonucleares (setas) e mononucleares (cabecas de setas) estdo

presentes em proporcdes equivalentes no tecido inflamado.
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Figura 11 - Avaliacdo semiquantitativa de células polimorfonucleares presentes no coxim
plantar obtido ap6s 12 horas da injecdo de glicogénio em ratos pré-tratados com salina ou
fucoidina. O glicogénio a 5% (100uL/pata) foi injetado em ratos pré-tratados com salina
(Sal+Gli) ou fucoidina (Fuc+Gli) na dose de 5mg/kg pela via endovenosa. A contagem de
células foi realizada aleatoriamente em 50 campos distintos de cada corte. Os dados

correspondem a média + e.p.m. de 3 cortes ndo seriados do coxim plantar de 3 animais por

grupo.
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Figura 12 - Avaliacdo semiquantitativa ao longo do tempo de células polimorfonucleares
migradas para o coxim plantar de animais pré-tratados com salina ou fucoidina e injetados
com o glicogénio. O glicogénio a 5% (100uL/pata) foi injetado em ratos pré-tratados com
salina (Sal+Gli) ou fucoidina (Fuc+Gli) na dose de Smg/kg pela via endovenosa e 0s coxins
coletados em diferentes tempos. A contagem de células foi realizada aleatoriamente em 50
campos distintos de cada corte. Os dados correspondem a média = e.p.m. de 3 cortes nao
seriados do coxim plantar de 3 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina mais

glicogénio para cada tempo avaliado; #p<0,05 em comparacdo com o tempo de 2 horas do

grupo Sal+Gli.M
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4.4 Avaliacao da participacao de peptideos opioides no efeito antinociceptivo induzido

pelo glicogénio

Para avaliar se os peptideos opioides enddgenos participam da resposta antinociceptiva
induzida pelo glicogénio animais foram tratados com naloxona em dois protocolos distintos.
A agdo sistémica da naloxona (1mg/kg, 100uL/animal) foi investigada pela sua administragdao
via subcutanea, 15 minutos antes da realiza¢do do teste nociceptivo, em animais previamente
injetados na pata com glicogénio (5%, 100uL/pata). Para a avaliacdo de sua acdo local, a
naloxona (Img/kg, 50uL/pata) foi administrada 15 minutos antes da injecdo do glicogénio
(5%, 50uL/pata). Em ambos os protocolos, o teste de pressdo de pata foi aplicado 2, 3 e 4
horas apds o tratamento com o glicogénio. Os resultados obtidos demonstraram que tanto o
tratamento sist€émico (Figura 13) quanto o tratamento local (Figura 14) com a naloxona nao
interferiu com o efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio, em nenhum dos tempos

avaliados.
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Figura 13 - Efeito da injecdo subcutanea de naloxona sobre a antinocicepg¢ao induzida pelo
glicogénio. A naloxona (1mg/kg, 100uL/animal) foi administrada 15 min antes da realizagao
do teste nociceptivo em animais previamente injetados pela via intraplantar com o glicogénio
(5%, 100uL/animal). O teste de pressdo de pata foi aplicado antes dos tratamentos (MI) e
apos 2, 3 e 4 horas da injecdo do glicogénio. Animais injetados com glicogénio e salina
(Gli+Sal), nas mesmas condicdes do grupo tratado com naloxona (Gli+Nx), foram utilizados
como controle. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo em cada

tempo indicado. *p<0,05 em relacdo a medida inicial (MI).
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Figura 14 - Efeito da injecdo intraplantar de naloxona sobre a antinocicep¢ao induzida pelo
glicogénio. A naloxona (Img/kg, 50ul/pata) foi administrada 15 min antes da injec@o
intraplantar do glicogénio (5%, 100uL/pata) e o teste de pressdo de pata aplicado antes (MI) e
2, 3 e 4 horas apds o ultimo tratamento. Animais injetados com salina e glicogénio (Sal+Gli),
nas mesmas condi¢cdes do grupo tratado com naloxona (Nx+Gli), foram utilizados como
controle. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo em cada tempo

indicado. *p<0,05 em rela¢do a medida inicial (MI).
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4.5 Deteccao por “Western Blotting” e quantificacdo relativa da proteina S100A9 no
sobrenadante obtido do tecido do coxim plantar dos animais tratados com salina ou

glicogénio

Para verificar a expressdo da proteina SI00A9 no tecido plantar de ratos injetados com
salina ou glicogé€nio, os animais tiveram as patas removidas, processadas e os sobrenadantes
obtidos dessas amostras foram analisados por Western blotting empregando-se anticorpo
policlonal antiS100A9. Ainda, apés a analise das amostras foi realizada a quantificagdo
relativa da proteina ST00A9 expressa no coxim plantar dos animais de ambos os grupos.

Os resultados demonstraram que houve uma marcacao intensa de uma banda com peso
molecular aproximado de 14 kDa em todas as amostras dos sobrenadantes obtidos apés 2, 4,
8, 12 e 24 horas da injecdo do glicogénio (Figuras 15A, 16A, 17A, 18A e 19A). Ainda, a
proteina marcada tem um peso que corresponde a massa molecular da S100A9. Algumas
amostras de salina também apresentaram uma banda marcada na mesma altura que as
amostras obtidas dos animais injetados com o glicogénio (14 kDa), porém com uma
intensidade significativamente menor. Ainda, em todas as amostras de ambos os grupos foi
detectada a presenca de uma banda marcada inespecificamente com peso aproximada de 40
kDa (Figuras 15A, 16A, 17A, 18A e 19A). A quantificacdo da proteina S100A9 nas bandas
marcadas demonstrou um aumento significativo da expressao dessa proteina entre os tempos
de 2 e 12 horas nos grupos tratados com glicogénio em comparacdo com os grupos tratados
com salina, com pico observado 4 horas apés o tratamento (Figuras 15B, 16B, 17B e 18B).
Entretanto, no tempo de 24 horas, apesar da marcacdo da SI00A9 ser mais intensa no grupo
tratado com glicogénio quando comparado ao grupo salina, ndo foi mais observada diferenca
significativa da quantidade relativa dessa proteina entre os dois grupos (Figura 19B). A
figura 20 demonstra a quantificacdo relativa da banda de 14 kDa ao longo do tempo nas
amostras coletadas apds a inje¢do de salina ou glicogénio, em que a maior expressdo da

proteina S100A9 foi detectada 4 e 8 horas apds o tratamento com o agente inflamatdrio.
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Figura 15 — “Western blotting” e quantificacdo relativa da proteina S100A9 nas amostras
obtidas da pata de ratos coletadas 2 horas apds a injecdo de salina ou glicogénio. 15A —
Membrana de nitrocelulose demonstrando a marcacdo com o anticorpo policlonal anti
S100A9da banda com massa molecular aproximada a 14 kDa. Pocos de 2 a 4 correspondem
as amostras de patas tratadas com salina. Pocos de 5 a 9 correspondem as amostras de patas
tratadas com glicogénio. 15B — Quantificacdo relativa da banda de 14 kDa marcada com o
anticorpo policlonal anti SIO0A9em amostras obtidas das patas de ratos apés 2 horas da
injecdo intraplantar de salina ou glicogénio. Os dados correspondem a média = e.pm de 3 a 5
animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina. Quantificacio realizada

pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
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Figura 16 — “Western blotting” e quantificacio relativa da proteina SI00A9 nas amostras
obtidas da pata de ratos coletadas 4 horas apés a injecdo de salina ou glicogénio. 16A —
Membrana de nitrocelulose demonstrando a marca¢cdo com o anticorpo policlonal anti
S100A9da banda com massa molecular aproximada a 14 kDa. Pocos de 2 a 4 correspondem
as amostras de patas tratadas com salina. Pocos de 5 a 9 correspondem as amostras de patas
tratadas com glicogénio. 16B — Quantificacdo relativa da banda de 14 kDa marcada com o
anticorpo policlonal anti SI00A9em amostras obtidas das patas de ratos apds 4 horas da
injecdo intraplantar de salina ou glicogénio. Os dados correspondem a média = e.p.mde 3 a 5
animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina. Quantificacio realizada

pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
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Figura 17 — “Western blotting” e quantificacio relativa da proteina SI00A9 nas amostras

obtidas da pata de ratos coletadas 8 horas apdés a injecdo de salina ou glicogénio. 17A —

Membrana de nitrocelulose demonstrando a marcacdo com o anticorpo policlonal anti

S100A9da banda com massa molecular aproximada a 14 kDa. Pocos de 2 a 4 correspondem

as amostras de patas tratadas com salina. Pocos de 5 a 9 correspondem as amostras de patas

tratadas com glicogénio. 17B — Quantificacdo relativa da banda de 14 kDa marcada com o

anticorpo policlonal anti SI00A9em amostras obtidas das patas de ratos apds 8 horas da

injecdo intraplantar de salina ou glicogénio. Os dados correspondem a média = e.p.mde 3 a 5

animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina. Quantificacio realizada

pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
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Figura 18 - “Western blotting” e quantificacio relativa da proteina SI00A9 nas amostras
obtidas da pata de ratos coletadas 12 horas apds a injecdo de salina ou glicogénio. 18A —
Membrana de nitrocelulose demonstrando a marca¢cdo com o anticorpo policlonal anti
S100A9da banda com massa molecular aproximada a 14 kDa. Pogos de 2 a 4 correspondem
as amostras de patas tratadas com salina. Pocos de 5 a 9 correspondem as amostras de patas
tratadas com glicogénio. 18B — Quantificacdo relativa da banda de 14 kDa marcada com o
anticorpo policlonal anti SIO0A9em amostras obtidas das patas de ratos apds 12 horas da
injecdo intraplantar de salina ou glicogénio. Os dados correspondem a média = e.p.mde 3 a 5
animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina. Quantificacio realizada

pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
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Figura 19 — “Western blotting” e quantificacio relativa da proteina SI00A9 nas amostras
obtidas da pata de ratos coletadas 24 horas apds a injecdo de salina ou glicogénio. 19A —
Membrana de nitrocelulose demonstrando a marca¢cdo com o anticorpo policlonal anti
S100A9da banda com massa molecular aproximada a 14 kDa. Pogos de 2 a 5 correspondem
as amostras de patas tratadas com salina. Pocos de 6 a 10 correspondem as amostras de patas
tratadas com glicogénio. 19B — Quantificacdo relativa da banda de 14 kDa marcada com o
anticorpo policlonal anti SI00A9em amostras obtidas das patas de ratos 24 horas da inje¢ao
intraplantar de salina ou glicogénio. Os dados correspondem a média + e.p.m de 3 a 5 animais

por grupo. Quantificacdo realizada pelo software Total Lab TL100, Nonlinear Dynamics.
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Figura 20 - Quantificacdo relativa da S100A9 ao longo do tempo nas amostras obtidas da
pata de ratos coletadas apds a inje¢do de salina ou glicogénio. A quantificacdo se refere a
banda de 14 kDa marcada com anticorpo policlonal antiSI00A9. Os dados correspondem a
média + e.p.m. de 3 a 5 animais por grupo em cada tempo indicado. *p<0,05 em rela¢do ao
grupo tratado com salina. Quantificacdo realizada pelo software Total Lab TL100, Nonlinear

Dynamics.
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4.6 Caracterizacao do perfil de migracao celular induzida pela injecao intraperitoneal

de glicogénio em ratos

Para avaliar o perfil de migracdo celular induzida pelo glicogénio, ratos foram
injetados pela via intraperitoneal com 10mL de solucdo de glicogénio a 1% em salina estéril e
o exsudato peritoneal coletado apds 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas para a realizacdo da
contagem total e diferencial de células migradas. Animais injetados com salina nas mesmas
condig¢des foram utilizados como controle.

A injegdo de glicogénio induziu um aumento significativo no nimero total de células
migradas entre a segunda e a décima segunda hora apds o tratamento, quando comparado com
o grupo injetado apenas com salina (controle). Ainda, o pico de migracdo leucocitaria foi
observado 8 horas depois da inoculagdo do irritante. Apds 24 horas nao foi mais detectada
diferenca significativa no nimero total de leucécitos migrados entre o grupo glicogénio e o
controle (Figura 21 e Tabela 1).

Com relagdo ao influxo de células polimorfonucleares (PMNs) para o peritdneo dos
animais, foi observado um aumento significativo no nimero dessas células entre 2 e 12 horas
apos a injecao do glicogénio em comparac¢do com o grupo controle, sendo o pico de migracao
determinado 8 horas apds a inje¢do do irritante. Quando comparado com o nimero total de
células migradas, a maior concentracio de PMNs foi detectada 4 horas apds a injecdo do
glicogénio (91%). A partir de 24 horas da injecao do irritante foi observada uma diminui¢ao
significativa na quantidade de PMNs presentes na cavidade abdominal dos animais, ndo
apresentando mais diferenca significativa em relac@o ao grupo injetado com salina (Figura 22
e Tabela 1).

Quanto as células mononucleares migradas para o peritbneo dos animais apds a
injecdo do glicogénio, foi observado um decréscimo significativo no numero dessas células
entre 2 e 8 horas apds o tratamento em comparagdo com o grupo salina, sendo detectada na
quarta hora uma queda brusca da migracao de mononucleares em ambos os grupos. Entre 12 e
24 horas apds o tratamento a migracdo de mononucleares foi similar entre o grupo glicogénio
e salina. Apds 48 horas da injecao do glicogénio foi detectado um aumento significativo do
nimero de células mononucleares presentes na cavidade peritoneal dos animais em

comparacao com o controle (Figura 23 e Tabela 1).
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Figura 21 - Quantificacdo do influxo leucocitdrio para a cavidade peritoneal de ratos apds a
injecdo de glicogénio. O glicogénio (1% em 10mL) foi administrado pela via intraperitoneal
em grupos distintos de animais, os quais foram eutanasiados em diferentes tempos para coleta
do exsudato peritoneal e contagem do nimero total de células migradas. Animais injetados
com salina nas mesmas condi¢des foram utilizados como controle. Os dados correspondem a

média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina.
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Figura 22 - Cinética do influxo de células polimorfonucleares (PMNs) para a cavidade
peritoneal de ratos em resposta a inoculagdo de glicogénio. O glicogénio (1% em 10mL) foi
administrado pela via intraperitoneal em grupos distintos de animais, os quais foram
eutanasiados em diferentes tempos para coleta do exsudato peritoneal e contagem do
diferencial de células migradas. Animais injetados com salina nas mesmas condi¢des foram
utilizados como controle. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por

grupo. *p<0,05 em relac@o ao grupo salina.
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Figura 23 - Cinética de influxo de células mononucleares (MNs) para a cavidade peritoneal
de ratos em resposta a inoculagdo de glicogénio. O glicogénio (1% em 10mL) foi
administrado pela via intraperitoneal em grupos distintos de animais, os quais foram
eutanasiados em diferentes tempos para coleta do exsudato peritoneal e contagem do
diferencial de células migradas. Animais injetados com salina nas mesmas condi¢des foram
utilizados como controle. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por

grupo. *p<0,05 em relac@o ao grupo salina.
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Tabela 1 - Cinética de migracdo leucocitaria apds a injecdo intraperitoneal de glicogénio.

Tempo  Total de células PMNs % de MNs % de
em x10%ml £ e.p.m. x10%ml £ e.p.m. PMNs x10°/ml+e.p.m. MNs
horas

2 4,44+0,273* 3,383+0,245%* 76 1,052+0,126 24
4 4,14+£0,415* 3,787+0,387* 91 0,352+0,040 9
8 7,425+1,056* 6,278+0,947* 85 1,147%0,234 15
12 3,75+0,135% 2,901+0,180* 77 0,848+0,079 23
24 2,787+0,231 1,153+0,119 41 1,634+0,157 59
48 3.762+0.271 0.7735+0.148 08 2.989+0.211* 92
72 3.238+0.245 0.287+0.066 03 2.967+0.222% 97

Glicogénio a 1% (10mL por animal) foi injetado pela via intraperitoneal em diferentes tempos
antes da coleta do exsudato peritoneal. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8
animais por grupo. *p< 0,05 em relacao aos animais injetados com salina.

PMNs — células polimorfonucleares

MNs - células mononucleares
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4.7 Avaliacao do efeito da injecao intraplantar de sobrenadantes obtidos do exsudato

peritoneal induzido pelo glicogénio sobre a hiperalgesia acarretada pela carragenina

Com o intuito de investigar o possivel efeito antinociceptivo de sobrenadantes do
exsudato peritoneal obtidos apds a administragdo do glicogénio (1%, 10mL por cavidade)
sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina, ratos foram injetados pela via intraplantar com
carragenina (200ug /pata) diluida em 100 UL de cada um dos sobrenadantes coletados em
diferentes tempos e apds 3 horas avaliados no teste de pressdo de pata. Sobrenadantes do
exsudato peritoneal obtidos apds a injecdo de salina estéril também foram avaliados sobre a
hiperalgesia da carragenina. Os resultados demonstraram que os sobrenadantes coletados apds
2,4, 8 e 12 horas da inoculagdo de glicogénio ndo s6 reverteram a hiperalgesia da carragenina
como também induziram antinocicepc¢ao, quando comparados tanto com os grupos controles,
animais injetados apenas com Cg ou Cg diluida nos sobrenadantes de salina, quanto com a
medida inicial (MI), (Figuras 24, 25, 26 e 27). O sobrenadante obtido apds 24 horas da
injecdo 1.p. do glicogénio ndo induziu antinocicep¢do, mas foi capaz de reverter parcialmente
a hiperalgesia da carragenina, sendo observada uma diferenca significativa tanto em relacao
ao grupo de animais injetados apenas com Cg ou Cg diluida nos sobrenadantes de salina,
quanto a medida inicial (Figura 28). J4, os sobrenadantes obtidos apds 48 e 72 horas da
administracdo de glicogénio ndo interferiram com a hiperalgesia induzida pela carragenina
(dados ndo mostrados).

Os sobrenadantes obtidos apds 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas da injecao intraperitoneal

de salina ndo alteraram a resposta hiperalgésica da carragenina (Figuras 24, 25, 26, 27 e 28).
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Figura 24 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 2 horas da injecdo do
glicogénio sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Cg (200ug/pata) foi diluida em
100uL do sobrenadante do exsudato peritoneal obtido apds 2 horas da injecdo de glicogénio a
1%, 10mL por cavidade (Sn Gli). Animais injetados apenas com carragenina ou carragenina
diluida no sobrenadante de salina (Sn Sal), obtido nas mesmas condi¢des que o sobrenadante
de glicogénio, foram utilizados como controles. O teste de pressao de pata foi aplicado antes
(MI) e 3 horas apds os tratamentos. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais
por grupo. *p<0,05 em relagdo a medida inicial (MI); # p<0,05 em relacdo ao grupo Cg ou Sn

Sal + Cg.
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Figura 25 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 4 horas da injecdo do
glicogénio sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Cg (200ug/pata) foi diluida em
100uL do sobrenadante do exsudato peritoneal obtido apds 4 horas da injecdo de glicogénio a
1%, 10mL por cavidade (Sn Gli). Animais injetados apenas com carragenina ou carragenina
diluida no sobrenadante de salina (Sn Sal), obtido nas mesmas condi¢des que o sobrenadante
de glicogénio, foram utilizados como controles. O teste de pressdo de pata foi aplicado antes
(MI) e 3 horas apds os tratamentos. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais
por grupo. *p<0,05 em relagdo a medida inicial (MI); # p<0,05 em relacdo ao grupo Cg ou Sn

Sal + Cg.
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Figura 26 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 8 horas da injecdo do
glicogénio sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Cg (200ug/pata) foi diluida em
100uL do sobrenadante do exsudato peritoneal obtido apds 8 horas da injecdo de glicogénio a
1%, 10mL por cavidade (Sn Gli). Animais injetados apenas com carragenina ou carragenina
diluida no sobrenadante de salina (Sn Sal), obtido nas mesmas condi¢des que o sobrenadante
de glicogénio, foram utilizados como controles. O teste de pressao de pata foi aplicado antes
(MI) e 3 horas apds os tratamentos. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais
por grupo. *p<0,05 em relagdo a medida inicial (MI); # p<0,05 em relacdo ao grupo Cg ou Sn

Sal + Cg.
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Figura 27 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 12 horas da injecdo do
glicogénio sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Cg (200ug/pata) foi diluida em
100uL do sobrenadante do exsudato peritoneal obtido apds 12 horas da injecdo de glicogénio
a 1%, 10mL por cavidade (Sn Gli). Animais injetados apenas com carragenina ou carragenina
diluida no sobrenadante de salina (Sn Sal), obtido nas mesmas condi¢des que o sobrenadante
de glicogénio, foram utilizados como controles. O teste de pressdo de pata foi aplicado antes
(MI) e 3 horas apds os tratamentos. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais
por grupo. *p<0,05 em relacdo a medida inicial (MI); # p<0,05 em relagdo ao grupo aos Cg

ou Sn Sal + Cg.
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Figura 28 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 24 horas da injecdo do
glicogénio sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Cg (200ug/pata foi diluida em
100uL do sobrenadante do exsudato peritoneal obtido apds 24 horas da injecdo de glicogénio
a 1%, 10mL por cavidade (Sn Gli). Animais injetados apenas com carragenina ou carragenina
diluida no sobrenadante de salina (Sn Sal), obtido nas mesmas condi¢des que o sobrenadante
de glicogénio, foram utilizados como controles. O teste de pressao de pata foi aplicado antes
(MI) e 3 horas apds os tratamentos. Os dados correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais
por grupo. *p<0,05 em relagdo a medida inicial (MI); # p<0,05 em relacdo ao grupo Cg ou Sn

Sal + Cg.
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4.8 Efeito do tratamento do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido ap6s a injecao
de glicogénio com o anticorpo anti-S100A9 sobre a hiperalgesia induzida pela

carragenina

A fim de investigar se a antinocicep¢do observada com o sobrenadante obtido de
exsudato peritoneal apds 4 horas da injecdo de glicogénio era devido a uma agdo da proteina
S100A9, esse sobrenadante foi incubado com o anticorpo anti S100A9por 1 hora. A
carragenina (200ug/pata) foi diluida em 100uL do sobrenadante tratado e injetada em animais
submetidos ao teste de pressdao de pata antes (MI) e ap6s 3 horas do tratamento. O mesmo
protocolo foi utilizado para o sobrenadante obtido apds 4 horas da injecdo intraperitoneal de
salina estéril, sendo utilizado como grupo controle. Os dados obtidos demonstraram que o
tratamento do sobrenadante do glicogénio com o anti S100A9induziu uma reversao total do
efeito antinociceptivo observado. Os animais injetados com esse sobrenadante apresentaram
um limiar nociceptivo semelhante ao grupo de ratos injetados apenas com carragenina ou com

carragenina diluida no sobrenadante de salina tratado com o anticorpo (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito do sobrenadante de exsudato peritoneal obtido apds 4 horas da injecdo do
glicogénio incubado com o anti S100A9sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. O
sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apés 4 horas da inje¢do do glicogénio foi tratado
com o anticorpo policlonal anti ST00A9na propor¢do de 2:1, respectivamente (SnGli+Anti).
Em seguida, a Cg (200ug/animal) foi diluida em 100uL dessa solucdo e injetada via
intraplantar, sendo o teste nociceptivo aplicado antes (MI) e 3 horas apds os diferentes
tratamentos. Foram também avaliados animais injetados apenas com Cg, ou com Cg diluida
no sobrenadante de glicogénio (SnGli), ou ainda Cg diluida no sobrenadante de salina
incubado ou nido com o anticorpo (SnSal+Anti; SnSal, respectivamente). Os dados
correspondem a média + e.p.m. de 6 a 8 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo a medida

inicial (M1); # p<0,05 em relag@o ao grupo Cg; ¥ p<0,05 em relagdo ao grupo Sn Gli.
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5. DISCUSSAO

Durante o processo inflamatério agudo, nas primeiras horas apds a injuria, os neutréfilos
sdo as células majoritarias presentes no foco de lesao e desempenham fungdes relevantes, tais
como fagocitose e liberagdao de mediadores quimicos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
Ainda, a literatura tem demonstrado que essas células estdo envolvidas com a resposta
dolorosa, seja por uma acdo na indu¢do (CUNHA et al., 2008a,b; TING et al., 2008; VERRI
et al., 2009; SACHS et al., 2011) ou por uma atividade inibitéria (BRACK et al., 2004a,b;
RITTNER et al., 2009a,b; HACKEL et al., 2010) desse fendmeno. Desta forma, ndo esta
totalmente esclarecido o papel funcional do neutréfilo na génese da nocicepcao durante a fase
aguda da inflamacao.

Para melhor se compreender a fun¢@o do neutréfilo no processo doloroso, nosso grupo
tem desenvolvido trabalhos que enfocam a capacidade dessa célula em promover a inibi¢do da
nocicepg¢do inflamatdria via secre¢do e acdo da proteina ligante de cdlcio SI00A9 (GIORGI et
al., 1998; PAGANO R. L., 2001; PAGANO et al., 2002; 2006). A S100A9 pertence ao grupo
de proteinas da familia S100 e € encontrada em altas concentracdes no citosol de neutréfilos
(KLIGMAN; HILT, 1988; EDGEWORTH et al., 1991; SHAFER et al., 1995). Apesar dos
resultados obtidos pelo grupo ter demonstrado que durante a peritonite neutrofilica induzida
pelo glicogénio foi observada antinocicep¢do mediada pela S100A9, esses trabalhos foram
desenvolvidos apenas em camundongos submetidos ao teste das contor¢cdes abdominais. Mais
recentemente, dados preliminares demonstraram que a injecdo intraplantar de glicogénio induz
antinocicep¢do em ratos submetidos ao teste de pressdo de pata 4 horas apds a sua inoculagdo.
Ainda, o sobrenadante obtido do exsudato peritoneal de ratos apds 4 horas da inje¢do desse
agente inflamatorio, em que foi observado um intenso infiltrado neutrofilico, além de reverter a
hiperalgesia induzida pela carragenina também induz antinocicepcio no modelo de
hiperalgesia mecanica (NOGUEIRA, T. O. & GIORGI, R., comunicacio pessoall).
Considerando os dados descritos acima, nesse trabalho foi realizado um estudo mais detalhado
sobre a participacdo do neutréfilo no controle da nocicepcao durante a inflamagdo induzida
pelo glicogénio em ratos avaliados no modelo de pressdo de pata. Em adicdo, foi investigada a
expressao da SI00A9 no tecido plantar dos animais injetados com o glicogénio, bem como o
possivel envolvimento dessa proteina na media¢do do efeito antinociceptivo do sobrenadante

obtido durante a peritonite neutrofilica detectada 4 horas apds a inoculagdo intraperitoneal do

! Informagdes fornecidas por NOGUEIRA, T. O.; GIORGI, R. em fevereiro de 2008
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agente inflamatodrio.

Inicialmente, foi avaliado o tempo de duracdo do efeito da inje¢do intraplantar do
glicogénio sobre a resposta dolorosa de ratos submetidos ao teste de pressdo de pata. Esse
tratamento induziu um efeito antinociceptivo detectado entre 2 e 12 horas apds a injecao do
agente inflamatério, demonstrando que a cinética do efeito antinociceptivo aqui observada €
muito semelhante a duracdo da antinocicepc¢io detectada no teste das contor¢cdes abdominais
induzidas pelo dcido acético em camundongos injetados via intraperitoneal com o glicogénio
(GIORGI et al., 1998; PAGANO et al., 2006). Em ambos os testes nociceptivos a sensibilidade
dolorosa dos animais retornou ao limiar basal ap6s 24 horas do tratamento com o glicogénio,
indicando que a antinocicepcdo observada estd restrita a fase inicial da resposta inflamatoria,
possivelmente nos momentos em que a migragao neutrofilica € mais intensa.

Foi demonstrado que a injecdo intradérmica de glicogénio a 1% no dorso da pata de ratos
nao alterou o limiar nociceptivo dos animais submetidos ao teste de pressdo de pata (LEVINE
et al., 1985). Os dados aqui observados diferem desse resultado, sendo que tal divergéncia
poderia ser devido ao fato das concentracdes empregadas nos dois estudos serem distintas, ja
que no presente trabalho o glicogénio foi utilizado a 5%, concentracido 5 vezes maior do que
aquela usada por LEVINE et al. (1985).

A injecdo de glicogénio induz migracdo de neutrdfilos para o local inflamado, a qual é
dependente de moléculas de adesdo como a L-selectina, expressa na superficie dos neutréfilos
e a E-selectina, expressa no endotélio (MULLIGAN et al., 1998). Ainda, alguns trabalhos
sugerem que a L-selectina presente nos neutréfilos, além de se ligarem aos seus receptores
especificos, interagem com a E-selectina expressa no endotélio adjacente a essas células,
contribuindo para o extravasamento dos neutréfilos para o foco inflamatério (POLLEY et al.,
1991; PICKER et al., 1991). Estd bem estabelecido na literatura que a fucoidina inibe a
migragdo de leucdcitos, principalmente de neutréfilos, por se ligarem as moléculas de adesao
L e P-selectinas, induzindo uma inibicdo das mesmas e, consequentemente, impedindo o
rolling de leucécitos em diversos modelos inflamatérios (LEY et al., 1993; SHIMAOKA et
al.,1996; CUNHA et al., 2008). Com base nesses dados e considerando a hipdtese de que os
neutréfilos estdo envolvidos no efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio no modelo de
pressdo de pata, a fucoidina foi utilizada previamente a injecdo intraplantar de glicogénio nos
tempos em que foi detectada a antinocicepc¢ao, com o intuito de inibir a migrag@o neutrofilica
para o tecido inflamado. Os resultados demonstraram que essa droga reverteu a

antinocicepc¢ao observada apenas até 8 horas apds a inje¢ao do glicogénio.
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Curiosamente, o pré-tratamento dos animais com fucoidina também induziu
hiperalgesia nos tempo iniciais apds a inje¢ao de glicogénio. Esse efeito poderia ser explicado
por uma possivel acdo de mediadores pro-inflamatdrios secretados por células distintas dos
neutréfilos, como os macréfagos, presentes no tecido inflamado, visto que diversos trabalhos
descrevem a participacdo dessas células no desenvolvimento de hiperalgesia em modelos de
inflamacdo, via secre¢do de citocinas como IL-6 e TNF-a (CUI et al., 2000; INGLIS et al.,
2005). Foi também demonstrado que os macréfagos peritoneais residentes estdo envolvidos
com a nocicep¢ao detectada no modelo das contor¢cdes abdominais induzidas por zimosan e
dcido acético, via liberacdo de TNF- a, IL-1- e IL-8 (RIBEIRO et al., 2000). Com base
nesses dados e considerando que a fucoidina tem um efeito inibitério sobre o rolling,
principalmente de neutréfilos, é plausivel sugerir que apds a administracdo dessa droga as
células predominantes no local da inflamagdo sejam os macréfagos e esses estejam liberando
mediadores responsaveis pela hiperalgesia detectada apds a injecdo do glicogénio. No entanto,
maiores estudos sdo necessdrios para se esclarecer a participacdo dos macréfagos nesse efeito.

Em sintese, esses dados obtidos com a fucoidina indicam que os neutréfilos participam
dos mecanismos envolvidos no desencadeamento da antinocicep¢ao observada nas primeiras
horas do processo inflamatério induzido pela injecdo intraplantar do glicogénio.

Foi demonstrado que a injecdo intradérmica de glicogénio na pata de ratos induz um
acumulo local de leucdcitos polimorfonucleares entre 3 e 5 horas apds o tratamento
(WAHBA; BARNES; LAZARUS, 1984). Ainda, LAVICH et al. (2006) demonstraram por
andlise histologica, em modelo de inflamacdo induzido por reacdo alérgica, um aumento
significativo no influxo de neutréfilos para a pata inflamada de ratos, o qual foi revertido pelo
pré-tratamento dos animais com fucoidina.

Levando em consideracao os resultados descritos acima e com o objetivo de confirmar
se a fucoidina foi eficaz em inibir a migracdo de neutréfilo, os coxins plantares de animais
pré-tratados com salina ou fucoidina e injetados com o glicogénio foram coletados em
diferentes tempos e analisados histologicamente. Paralelamente, foi realizado o leucograma
dos animais antes e apds 4 horas dos diferentes tratamentos, a fim de verificar se a quantidade
de neutréfilos circulantes estava alterada (dados nao mostrados). Os dados aqui obtidos com a
andlise histologica demonstraram que, no grupo de animais tratados com salina e
posteriormente injetados com o glicogénio, o infiltrado leucocitdrio presente no coxim plantar
aumentou gradualmente com o decorrer do tempo, com predominancia de células
polimorfonucleares, possivelmente neutréfilos, no intervalo entre 2 e 8 horas apds a

administracao do irritante. Cabe ressaltar que no intervalo de tempo em que foi detectado o
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aumento da migragdo de polimorfonucleares para o tecido inflamado também foi observado
efeito antinociceptivo induzido pela injecdo intraplantar do glicogénio.

O pré-tratamento com fucoidina inibiu a migragcao de células polimorfonucleares para
o coxim plantar dos animais apds a injecdo do glicogénio, confirmando a eficdcia dessa
substincia em inibir o influxo de neutréfilos para o tecido inflamado. O efeito induzido pela
fucoidina foi observado apenas até a oitava hora de tratamento com o irritante, coincidindo
com o tempo maximo em que essa substancia foi capaz de reverter a antinocicepcao induzida
pelo glicogénio. Ainda, foi confirmado que a atividade da fucoidina sobre a migracdo de
polimorfonucleares para o tecido inflamado foi devida a uma inibi¢do do “rolling”, uma vez
que o leucograma demonstrou um aumento na quantidade dessas células presentes na
circulagio sanguinea periférica dos animais (dados nao mostrados).

Os resultados obtidos com a avaliacao da sensibilidade dolorosa de animais apds a
injecdo do glicogénio, na presenca ou ndo do pré-tratamento com a fucoidina, juntamente com
aqueles observados na histologia, permitem sugerir uma correlacdo direta entre a migracao de
neutrdfilos e a resposta antinociceptiva observada, uma vez que os neutréfilos sdo as células
predominantes no tecido inflamado durante o tempo em que foi detectada antinocicepgao,
sendo que a inibi¢do da migracdo dessas células para o foco inflamatério reverte o efeito
antinociceptivo induzido pelo glicogénio. Esses dados evidenciam que os neutréfilos estdo
envolvidos com a antinocicep¢ao acarretada pelo glicogénio na fase aguda da inflamacdo em
ratos submetidos ao modelo de pressdo de pata e, confirmam os estudos demonstrados
anteriormente pelo nosso grupo sobre o papel dessas células no controle da dor inflamatéria
(GIORGI et al., 1998; PAGANO et al., 2006).

Ainda, com base nas observagdes de que apds duas horas da inje¢dao do glicogénio foi
detectado efeito antinociceptivo, que os neutréfilos em sua maioria estavam em processo de
transmigracdo e que a fucoidina mostrou-se eficaz em inibir tanto a antinocicep¢do quanto a
migracdo de polimorfonucleares nesse tempo de tratamento, € plausivel especular que essas
células possam mediar o efeito antinociceptivo no modelo aqui estudado quando elas ainda
estdo em processo de transmigracgao.

Apesar de diversos trabalhos de literatura demonstrarem que os neutréfilos participam
da inducdo da dor durante o processo inflamatério (CUNHA et al., 2008a,b; TING et al.,
2008; VERRI et al., 2009; SACHS et al., 2011), os dados aqui apresentados, juntamente com
os ja demonstrados pelo grupo (GIORGI et al., 1998; PAGANO R. L., 2001; PAGANO et al.,
2002; 2006) e os estudos que sugerem a participacao dessas células na inibi¢do da nocicep¢ao

por uma acdo de peptideos opioides (para revisio MACHELSKA, 2007), suportam a hipdtese
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de que os neutréfilos desempenham um importante papel no controle endégeno da dor durante
a fase inicial da reacdo inflamatdria. Contudo, ainda estd para ser esclarecido em que
circunstancias essas células estdo envolvidas na induc@o ou na inibicdo da resposta dolorosa,
tema esse objeto de investigacoes futuras pelo nosso grupo.

Por serem os neutréfilos as células que mais produzem peptideos opioides nos estigios
iniciais da inflamag¢do, muitos trabalhos tém demonstrado o papel dessas células no controle da
hiperalgesia inflamatoéria, em diferentes modelos de avaliagdo da nocicepcdo aguda, via
liberacdo de opioides (CZLONKOWSKI et al., 1993; SCHAFER et al., 1994; BRACK, 2004;
BRACK et al., 2004a; BRACK et al., 2004b; RITTNER et al., 2006b; STEIN et al., 1990;
HASSAN et al., 1992; PRZEWLOCKI et al., 1992; STEIN, 1995; CABOT, 2001; RITTNER
et al., 2001; para revisio MACHELSKA, 2007; RITTNER et al., 2009).

Considerando os dados descritos acima e a hipétese de que os resultados obtidos nesse
estudo sejam consequentes de uma acdo dos opioides produzidos pelos neutréfilos, foi
verificada a participac@o desses peptideos no efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio
em ratos submetidos ao teste de pressdo de pata. Para tanto foi utilizada a naloxona, a qual
antagoniza ndo seletivamente a ativacdo de receptores opioides, inibindo tanto os receptores
mu e delta quanto kappa (JUNI; KLEIN; KEST, 2006). Os resultados obtidos demonstraram
que tanto o tratamento local quanto sist€émico com naloxona ndo interferiu com o efeito
antinociceptivo observado, descartando a hipétese de que os opioides medeiam a
antinocicepc¢ao induzida pela injecao intraplantar do glicogénio no modelo aqui utilizado.

Uma vez que estudos anteriores demonstraram que a proteina S100A9 é responsédvel pelo
efeito antinociceptivo observado durante a peritonite neutrofilica induzida pelo glicogénio em
camundongos avaliados no modelo das contor¢des abdominais (GIORGI et al., 1998;
PAGANO et al., 2006), o passo seguinte desse estudo foi avaliar a expressao dessa proteina
nas amostras obtidas das patas de animais injetados apenas com salina ou glicogénio. Esse
experimento foi realizado a fim de verificar se a S100A9 € secretada nas condigdes
experimentais aqui empregadas.

Tem sido descrito que a quantificacao da proteina S100A9 ou do complexo calprotectina é
empregada para a detec¢cao de processos inflamatérios ndo infecciosos, sendo utilizadas como
biomarcadores de diversas doencas inflamatérias (KERKHOFF; KLEMPT; SORG, 1998;
FOELL; ROTH, 2004a; LUGERING et al., 1995; GOLDEN et al., 1996; DRYNDA et al.,
2004). Apesar da S100A9 ou da calprotectina estarem relacionadas a indicacdo clinica da
presenca de um processo inflamatério, muitos trabalhos relatam funcdes pré ou anti-

inflamatorias para as mesmas (VOGL et al., 2007; SIMARD et al., 2010; LOSER et al., 2010;
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DESSING et al., 2010; CHENG et al., 2008; SU et al., 2010; SINHA et al., 2010; SHIBATA
et al., 2004 ). O efeito biol6gico da S100A9 secretada durante a inflamacdo foi demonstrado
pelo nosso grupo, em que o sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apds a injecdo do
glicogénio induziu antinocicepcdo em camundongos submetidos ao teste das contor¢des
abdominais, o qual foi abolido quando a proteina S100A9 foi adsorvida desse sobrenadante
(PAGANO et al., 2006).

De acordo com essas observagdes, para verificar a expressdo da S100A9 nas amostras
obtidas da pata dos animais nos tempos em que foi detectado tanto aumento da migracdo de
neutréfilos quanto efeito antinociceptivo apds a injecdo do glicogénio, foi utilizado um
anticorpo policlonal anti S100A9 e as amostras analisadas por “Western blotting”. Foi
evidenciada a marcac¢do de uma banda com peso molecular de 14 kDa em todas as amostras
avaliadas, porém a maior expressao proteica foi detectada nas amostras obtidas de animais
tratados com glicogénio. Uma vez que a massa molecular da proteina S100A9 é de 14 kDa
(HOGG; ALLEN; EDGEWORTH, 1989) e que o anticorpo aqui empregado foi capaz de
marcar uma banda com peso molecular proxima de 14 kDa, esses dados demonstram que a
S100A9 estd presente nas amostras avaliadas. A maior expressao dessa proteina foi detectada
no intervalo de tempo em que foi observado efeito antinociceptivo induzido pelo glicogénio,
bem como quando a migracdo de neutréfilos para a pata dos animais foi mais intensa.

Uma vez que a S100A9 estd presente em altas concentragdes no citosol de neutréfilos, os
dados obtidos indicam que a proteina presente nas amostras analisadas deve ser proveniente
dos neutréfilos migrados apés a injecdo do glicogénio. E importante ressaltar que a maior
expressao da proteina SI00A9 na pata dos animais ocorreu entre 4 € 8 horas apds a injecao do
glicogénio, corroborando os resultados descritos anteriormente pelo grupo, que demonstram
que no mesmo intervalo de tempo foi observada a secre¢do dessa proteina durante a peritonite
neutrofilica induzida pelo glicogénio em camundongos (PAGANO et al., 2006). Ainda, foi
possivel notar uma relacdo entre a expressdo da SI00A9 e a duragdo da antinocicepgao
induzida pelo glicogénio, visto que no tempo em que ndo se detecta mais o efeito
antinociceptivo, 24 horas ap6s administracdo do agente, ndo ha mais diferenca significativa na
expressdo da proteina entre as amostras do grupo controle e experimental. Dessa forma, os
resultados aqui apresentados referentes a expressdo e quantificacdo da SI00A9, em conjunto
com os estudos j4 realizados (GIORGI et al., 1998; PAGANO R. L., 2001; PAGANO et al.,
2002; 2006), reforcam a hipétese de que durante a migracao neutrofilica induzida por alguns
agentes inflamatdrios a proteina S100A9 pode ser a substancia responsivel pelo efeito

antinociceptivo observado em diferentes modelos de nocicepgao.
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Resumidamente, os resultados aqui apresentados referentes a injecdo intraplantar do
glicogénio demonstram que esse agente irritante induz antinocicep¢do nos tempos iniciais do
processo inflamatério, no modelo de pressao de pata, e sugerem que os neutrdfilos participam
desse efeito, uma vez que o tratamento com fucoidina reverteu a antinocicepg¢ao induzida pelo
glicogénio. A andlise histoldgica do coxim plantar dos animais demonstrou que os neutréfilos
sdo predominantes durante o efeito antinociceptivo e confirmou que a fucoidina acarreta uma
redugdo da migracao dessas células no inicio da reacdo inflamatéria. A administrac¢do sistémica
ou local do antagonista de receptores opioides ndo inibiu a antinocicep¢do observada,
indicando que os peptideos opioides ndo participam desse efeito. Ainda, a maior expressao da
proteina SI00A9 na pata dos animais injetados com o glicogénio coincidiu com os tempos em
que foi observado tanto o maior influxo de neutréfilos para o tecido inflamado quanto o efeito
antinociceptivo induzida pelo agente irritante, sugerindo que no modelo aqui empregado os
neutréfilos estdo envolvidos na antinocicepg¢do via a secre¢ao da proteina SI00A9.

Considerando os dados obtidos por LEVINE et al. (1985) em que o sobrenadante obtido
do exsudato inflamatério de ratos injetados com glicogénio ndo induziu hiperalgesia
mecanica, bem como os resultados que demonstraram efeito antinociceptivo nos
sobrenadantes provenientes do exsudato inflamatério apés 4 ou 8 horas da injecdo do
glicogénio em camundongos (PAGANO et al., 2006), nesse trabalho também foi investigada
a capacidade dos sobrenadantes obtidos do exsudato peritoneal de ratos injetados com o
glicogénio em inibir a hiperalgesia induzida pela carragenina. Uma vez que dados
preliminares demonstraram que o sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apés 4 horas da
injecdo do glicogénio ndo induziu alteracio do limiar nociceptivo de ratos submetidos ao teste
de pressdo de pata, similar ao que foi observado por LEVINE et al. (1985), o estudo com os
sobrenadantes foi realizado apenas sobre a hiperalgesia acarretada pela carragenina.

Inicialmente, foi avaliado o perfil de migragdo celular para a cavidade peritoneal de ratos
injetados com o glicogénio a fim de caracterizar a peritonite neutrofilica nas condi¢Oes
empregadas no trabalho aqui desenvolvido. A injecdo intraperitoneal de glicogénio induziu
aumento significativo no nimero total de leucécitos migrados para a cavidade peritoneal dos
animais entre 2 e 12 horas ap6s o tratamento, o qual foi decorrente do maior influxo de células
polimorfonucleares para o peritdneo dos animais nesse intervalo de tempo, caracterizando a
peritonite neutrofilica na fase inicial do processo inflamatdrio. Esses dados sdo semelhantes
aos obtidos anteriormente (GIORGI et al., 1998; PAGANO et al.,, 2006), em que foi

demonstrado que a inje¢do intraperitoneal de glicogénio em camundongos induziu um aumento
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significativo de células polimorfonucleares na cavidade abdominal dos animais apds 2 horas da
injecdo do irritante, com pico observado na oitava hora de tratamento.

Dando continuidade, os sobrenadantes dos exsudatos peritoneais obtidos apds a
injecdo do glicogénio ou salina foram avaliados sobre a hiperalgesia induzida pela
carragenina. Foi observado que os sobrenadantes de glicogénio obtidos entre 2 e 12 horas
apds o tratamento reverteram a hiperalgesia acarretada pela carragenina e ainda induziram
antinocicep¢cao, demonstrando uma atividade antinociceptiva desses sobrenadantes. Essa
atividade foi observada com os sobrenadantes obtidos nos tempos em que foi detectado um
aumento significativo na quantidade de células polimorfonucleares presentes no exsudato
peritoneal dos animais injetados com o glicogénio. Esses dados sugerem que os neutréfilos
migrados para a cavidade peritoneal de ratos apds a inje¢do do glicogénio possam secretar
alguma(s) substancia(s) com efeito inibitério sobre a hiperalgesia no modelo aqui empregado,
além de induzir antinocicepg¢do. O efeito parcial demonstrado com o sobrenadante de 24 horas
apos a injecdo do glicogénio, indica que a partir desse tempo o(s) fator(es) responsavel(eis)
pelos efeitos descritos comeca perder sua atividade, a qual ndo € mais detectada no
sobrenadante de 48 horas. Os resultados aqui obtidos sdo semelhantes aos demonstrados por
PAGANO et. al. (2006) em que os sobrenadantes obtidos apds 4 e 8 horas da injecdo
intraperitoneal de glicogénio em camundongos induziram antinocicepcdo no teste de
contor¢des abdominais, a qual ndo foi mais observado com os sobrenadantes obtidos apds 24
horas da injecdo do agente inflamatdrio.

Como descrito anteriormente, os sobrenadantes do exsudato peritoneal coletados 4 e 8
horas apds a injecdo de glicogénio acarretaram efeito antinociceptivo quando inoculados via
intraperitoneal em animais submetidos ao teste das contor¢cdes abdominais (PAGANO et al.,
2006). Ainda, foi demonstrado que esse efeito € promovido pela presenca da proteina SI00A9
nesses sobrenadantes, uma vez que a adsor¢ao da proteina pelo tratamento com um anticorpo
anti SIO0A9 reverteu completamente o efeito antinociceptivo observado (PAGANO et al.,
2006). Com base nesses dados e com o objetivo de avaliar a participacdo da proteina SI0O0A9
no efeito antinociceptivo aqui observado sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina, o
sobrenadante obtido do exsudato peritoneal apds 4 horas da inje¢do de glicogénio foi tratado
com um anticorpo policlonal anti SI00A9. Esse tratamento induziu uma inibi¢do completa do
efeito antinociceptivo observado sobre a hiperalgesia da carragenina, confirmando a
participagio da proteina S100A9 nesse efeito. E importante ressaltar que até o momento s6 foi
possivel demonstrar esse efeito com o sobrenadante de 4 horas, porém a participacdo da

ST100A9 na antinocicepg¢ado induzida pelos demais sobrenadantes sera investigada.
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Como demonstrado com a injecao intraplantar do glicogénio, os dados aqui apresentados
sobre a atividade antinociceptiva observada na hiperalgesia da carragenina com o0s
sobrenadantes obtidos dos exsudatos peritoneais de animais injetados com glicogénio, também
indicam que os neutréfilos possam estar envolvidos nesse efeito, visto que a maior
concentracdo dessas células na cavidade peritoneal dos animais ocorre nos tempos em que foi
detectada a antinocicep¢do. Ainda, que a substincia responsdvel por esse efeito, pelo menos
com o sobrenadante de 4 horas, € a proteina SI00A9. Esses dados sdo similares aos anteriores
demonstrados pelo nosso grupo (GIORGI et al., 1998; PAGANO et al., 2006) e novamente
confirmam a importancia do neutréfilo na controle da dor inflamatéria por uma acido da
proteina S100A9 secretada por essas c€lulas.

Em conjunto, os dados apresentados neste trabalho sugerem a participacdo do neutrdfilo e
da proteina S100A9 na antinocicep¢do induzida pelo glicogénio em duas situacdes distintas,
uma caracterizada pela injec@o intraplantar de glicogénio em ratos avaliados no teste de
pressdo de pata e outra, pela administracdo intraperitoneal desse agente inflamatdrio, em que os
sobrenadantes peritoneais obtidos apds esse tratamento foram testados sobre a hiperalgesia
induzida pela carragenina. Em ambos as situa¢des fica evidente mais uma vez o papel do
neutréfilo no controle endégeno da dor via a secrecdo da proteina SI00A9, sugerindo que essa
proteina possa ser um mediador inibitério da nocicepcdo durante a fase aguda do processo

inflamatorio.
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6 RESUMO DOS RESULTADOS

A injecdo intraplantar de glicogénio induz antinocicep¢do nos tempos iniciais do
processo inflamatério e os neutréfilos estdo possivelmente envolvidos com esse
efeito, uma vez que o tratamento com fucoidina reverte tanto o efeito antinociceptivo

observado quanto a migracao dos neutréfilos para o coxim plantar dos animais;

A administracdo sist€émica ou local de naloxona, ndo inibe a antinocicepc¢do induzida

pelo glicogénio, indicando que os peptideos opioides ndo participam desse efeito;

Considerando que o aumento da expressao da SI00A9 € observado no mesmo
intervalo de tempo em que ocorre tanto uma intensa migracdo neutréfilica para o
coxim plantar dos animais quanto o efeito antinociceptivo apds a injecdo intraplantar
do glicogénio, € plausivel sugerir a participagdo dessa proteina na antinocicepgao

observada apds a sua secre¢ao pelos neutréfilos;

Sobrenadantes obtidos do exsudato peritoneal de animais injetados com glicogénio,
nos tempos iniciais do processo inflamatdrio, induzem antinocicep¢do e o efeito
observados pelo menos no tempo de 4 horas é decorrente da acdo da proteina

S100A9.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstrados neste estudo permitem concluir que a antinocicep¢ao
acarretada pelo glicogénio em ratos submetidos ao modelo de pressdo de pata é dependente
da migracdo neutrofilica, ndo estd relacionada a liberacdo de peptideos opioides, mas
possivelmente a secrecdo da proteina ST00A9 por essas células. Ainda, os dados obtidos com
os sobrenadantes do exsudato peritoneal apds a injecdo do glicogénio, demonstram que
durante a peritonite neutrofilica a proteina S1I00A9 é responsdvel pelo efeito antinociceptivo
observado sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina. Em conjunto, esse trabalho reforca
a hipétese de que os neutrdfilos possuem uma atividade inibitdria sobre a génese da dor e que
esse efeito estd relacionado com a proteina SI00A9 secretada por essas células, sugerindo a
S100A9 como um novo mediador enddgeno envolvido no controle da nocicep¢do durante a

fase aguda do processo inflamatério.
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