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Resumo

A hiperalgesia inflamatoria resulta da sensibilizacdo de nociceptores aferentes
periféricos induzida por mediadores inflamatérios. A prostaglandina E2 (PGE2) ¢ uma das
principais moléculas sinalizadoras envolvidas na hiperalgesia, sendo capaz de agir
diretamente em nociceptores, induzindo mudangas nas propriedades de transdug@o sensorial
destas células. A Janus Quinase 2 (JAK2) ¢ uma molécula sinalizadora intracelular
geralmente associada ao mecanismo de agdo de citocinas, sendo que sua atividade pode ser
induzida em nociceptores ap6s uma inflamacdo periférica. Entretanto, ndo existem
evidencias do envolvimento direto da JAK2 na sensibiliza¢do de nociceptores mediada pela
PGE2. Assim o objetivo deste trabalho foi de explorar o possivel papel da JAK2 na
sensibilizacdo mediada pela PGE2. Em neur6nios do ganglio da raiz dorsal (DRG) em
cultura foi observado que a PGE2 altera o influxo de célcio induzido pela capsaicina, e a
pré-incubacao das células com o inibidor seletivo da JAK2, AG490, foi capaz de bloquear
este efeito. Adicionalmente, a administra¢do intratecal de AG490 em ratos reduziu a
hiperalgesia induzida pela administragcdo subcutanea e local de PGE2 ou carragenina. A
administracdo intratecal de AG490 também bloqueou a ativagdo da PKCepsilon induzida
no DRG L5 ispsilateral apoés inflamacdo na pata. Em conclusdo o presente trabalho
demonstra que a JAK2 expressa no DRG pode possuir um papel na sensibilizagdo de
nociceptores induzida por um evento inflamatorio periférico. Desta forma a inibicdo da

JAK2 pode ser um novo alvo farmacolodgico para o controle da hiperalgesia inflamatoria.



Abstract

Inflammatory hyperalgesia results from the sensitization of peripheral afferent
nociceptors by inflammatory mediators. Prostaglandin E2 (PGE2) is one of the major
signaling molecules involved in hyperalgesia, being able to act directly on nociceptors,
inducing sensitization. The Janus Kinase 2 (JAK2) is an intracellular signaling molecule
generally associated with cytokines signaling pathway, and its activity can be increased in
nociceptors after peripheral inflammation. However, there are no evidences about the role
JAK2 directly plays in PGE2-induced sensitization of nociceptors. Therefore, the aim of the
present study was to explore a possible role for JAK2 in PGE2 mediated sensitization. The
data of this study showed in cultured dorsal root ganglion (DRG) neurons, that the
administration of PGE2 alters capsaicin-induced calcium transients, and the pre-incubation
of the cells with the JAK2 selective inhibitor AG490 blocks this effect. In addition, the
intrathecal administration of AG490 in rats reduces the hyperalgesia induced by local
administration of PGE2 or carrageenan in the hindpaw. AG490 intrathecal administration
also blocks PKCepsilon activation in the ipsilateral L5 DRG induced by inflammation of
peripheral tissue. In conclusion, the present study indicates that the JAK2 expressed in the
DRG may have a role in the sensitization of nociceptors by a peripheral inflammatory event.
Moreover, the inhibition of JAK2 may be a possible novel pharmacological target for the

control of the inflammatory hyperalgesia.



Abreviaturas

COX, Ciclooxigenase;

DAG, 1,2-diacil-glicerol

DRG, Ganglio da Raiz Dorsal

EP, Receptor para prostaglandina

IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol

IRS, Substrato do receptor de insulina

JAK2, Janus quinase 2;

NSAID, anti-inflamatorios nao esteroidais;

PDK1, Proteina quinase dependente de 3-fosfoinositideo 1

PGE2, Prostaglandina E2;

PI3K, fosfoinositideo 3 quinase

PKA, Proteina quinase A;

PKC, Proteina quinase C;

STAT3, Transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao (Signaling Transducer and Activator
of Tranduction 3)

TRP, Potencial receptor transitorio (Transient Recetor Potential)

TRPV1, Canal potencial receptor transitorio vaniloide 1 (Transient Receptor Potential

Vanilloid 1)
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Introducao

A inflamagdo consiste em um padrao de resposta estereotipado do organismo a uma
lesdo ou processo infeccioso. Ja no século I DC, o médico romano Celsus descreveu o
processo inflamatério como contendo quatro sinais cardinais: rubor (vermelhiddo), tumor
(inchago), calor (aumento local de temperatura) e dolor (dor). Em meados do século 19 um
quinto sinal cardinal da inflamacdo passou a ser incorporado nesta descri¢do por Rudolf
Virchow: Functio laesa (perda de funcdo da regido ou o6rgdo afetado pelo processo
inflamatorio). Trés dos sinais cardinais da inflamagao; vermelhidao, inchaco ¢ aumento de
temperatura; derivam do aumento de fluxo sanguineo e da permeabilidade da vasculatura.
Ao passo que o sinal cardinal dor esta relacionado a mudangas no sistema sensorial
relacionado a esta percepg¢do (Ferreira, 1972; Libby, 2007).

Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser definida
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com dano tecidual
real ou potencial” ou ainda como “uma experiéncia sensorial e emocional que pode ser
descrita em termos de tal dano”. J4 a nocicepcao pode ser definida como o processamento
neural de estimulos nociceptivos, aqueles capazes de, ou que possuem potencial de causar
dano a um tecido normal (http://www.iasp-pain.org).

A divisdo sensorial somatica e visceral do sistema nervoso contém neurdnios
periféricos, pseudo-unipolares, cujos corpos celulares se encontram nos ganglios da raiz
dorsal, proximos a medula espinhal, e nos ganglios dos nervos cranianos. Estes neurdnios
possuem um prolongamento central, que faz contato com neurdnios do sistema nervoso
central e um prolongamento periférico que ird inervar a pele ou as visceras. Os

prolongamentos destes neurdnios sensoriais possuem ampla variagdo de calibre e



velocidade de condugdo de impulsos nervosos, podendo ser encontradas fibras de grande
calibre e mielinizadas, possuindo alta velocidade de condugdo (Ap), fibras de pequeno
calibre e mielinizadas, possuindo velocidade de conducao intermediaria (Ad) e ainda fibras
de pequeno calibre e amielinicas, possuindo baixa velocidade de conducdo (C). As
terminagdes periféricas destas células sdo capazes de realizar a transdug¢do de estimulos
sensoriais térmicos, mecanicos € nociceptivos na pele € nas visceras, ou seja, sdo capazes
de converter estes estimulos sensoriais em sinais elétricos. Os estimulos nociceptivos sao
transduzidos por neurdnios que possuem prolongamentos do tipo Ad e C, sendo estas
células denominadas nociceptores (Millan 1999).

A capacidade dos nociceptores de realizar a transducdo de estimulos nociceptivos se
deve ao fato de estas células expressarem nos seus terminais periféricos canais iOnicos
sensiveis a estimulos mecanicos e térmicos de alta intensidade, além de canais sensiveis a
alteracdes de pH, e sensiveis a algumas moléculas exdgenas como a formalina (Eid e
Cortright 2009). Uma importante familia de canais i0nicos envolvidos na transducdo de
estimulos nociceptivos ¢ a dos canais potencial receptor transitério (TRPs, do inglés
Transient Recetor Potential). Os canais TRPs sdo normalmente canais catidnicos nao
seletivos, que uma vez abertos permitem grande influxo de sodio e célcio, resultando em
despolarizagdo dos neuronios que os contém (Eid e Cortright 2009). Um exemplo da
participacdo de proteinas da familia TRP na transdugdo de estimulos nociceptivos pode ser
ilustrado pelos canais potencial receptor transitério vaniloide 1 (TRPVI1, do inglés
Transient Receptor Potential Vanilloid I). Os canais TRPV1 s3o expressos nos terminais
periféricos dos nociceptores e se abrem em consequéncia de um aumento de temperatura,
superior a 40°C, ou redu¢do do pH do meio extracelular, gerando assim um grande influxo

de sddio e calcio, despolarizando o neurdnio e elevando os niveis intracelulares de calcio



(Caterina e cols., 1997). E interessante notar que algumas moléculas exdgenas ao
organismo podem se ligar e ativar canais TRP, sendo um exemplo disso a capsaicina,
composto presente nas pimentas do género Capsicum responsavel pela sensacdo de
ardéncia tipica. A capsaicina se liga ao receptor TRPV1, desencadeando sua abertura e
conseqiiente despolarizagdo e influxo de calcio nos neurénios que expressam este receptor
(Caterina e cols., 1997). Diversos outros canais TRP também sdo expressos em
nociceptores e compartilham com o TRPV1 mecanismos semelhantes de transducao
sensorial (Eid e Cortright 2009). Porém estes outros canais podem ser sensiveis a diferentes
tipos estimulos nociceptivos como temperaturas muito baixas (TRPMS) ou a presenca de
moléculas exdgenas irritantes como a formalina (TRPAT1) (Eid e Cortright 2009).

Os estimulos nociceptivos sdo convertidos em potenciais receptores pelos canais
10nicos presentes nos terminais periféricos dos nociceptores. Canais de sddio sensiveis a
voltagem proximos a estes terminais sao responsaveis por gerar potenciais de acdo que sao
conduzidos no nociceptor até sua sinapse com um neurdnio de segunda ordem presente na
medula espinhal, no caso de nociceptores presentes nos ganglios da raiz dorsal, ou um
neurdnio de segunda ordem presente no tronco encefdlico, no caso de nociceptores
presentes nos ganglios dos nervos cranianos. As informagdes nociceptivas acabam sendo
integradas em circuitos locais na medula e no tronco encefalico, participando, por exemplo,
de reflexos de retirada de membro frente a um estimulo nocivo. Além disso, os neurdnios
de segunda ordem, que recebem sinapses diretamente dos nociceptores, se projetam para:
estruturas do tronco encefalico envolvidas no controle descendente do processamento
nociceptivo como a substincia cinzenta periaquedutal; a formacdo reticular no tronco
encefélico, sendo esta informagao integrada principalmente no controle do nivel de atencdo

e vigilia; o tdlamo, estrutura a partir da qual a informacao nociceptiva € retransmitida para o



cortex sensorial primario, sendo o processamento da informacdo nesta regido importante
para a discriminagdo e localizacdo do estimulo nociceptivo, e para estruturas do sistema
limbico envolvidos no processamento do componente afetivo associado ao estimulo
nociceptivo (Millan 1999).

Uma caracteristica importante do sistema neural envolvido no processamento da
informagdo nociceptiva ¢ a alteragdo do seu padrio de atividade quando hd uma inflamacgao.
Durante um processo inflamatoério os nociceptores, principalmente aqueles que sdo
classificados morfologicamente como fibras C, sdo sensibilizados, passando a responder
mais intensamente a estimulos nociceptivos. Além disso, estes neurdnios também
apresentam, nesta situacdo, uma redu¢do no seu limiar de ativagdo, ou seja, passam a
responder a estimulos sensoriais de menor intensidade, incluindo estimulos ndo
nociceptivos. O conjunto destas alteracdes desencadeadas pelo processo inflamatério, e que
resulta em uma sensibilizagdo dos nociceptores, ¢ evidenciado pela hiperalgesia
inflamatoria (Ferreira 1972, Millan 1999).

Para a expressdo de todas as caracteristicas relacionadas ao processo inflamatorio,
diversas c¢lulas do tecido afetado e do sistema imune sdo recrutadas, ou necessitam atuar
em coordenacdo. Assim a orquestracdo dos diversos participante do processo inflamatorio
estd associada com a sintese e liberacdo de uma grande e variada quantidade de moléculas
sinalizadoras, tais como citocinas, aminas simpatomiméticas e prostandides (Narumiya S. e
cols., 1999; Serhan e Savill 2005).

Dentre estas diversas classes de moléculas sinalizadoras ¢ possivel destacar os
prostanoides, grupo de moléculas constituido pelas prostaglandinas e pelos tromboxanos.
Os prostanoides sdo sintetizados a partir de acidos graxos ndo saturados de 20 carbonos por

uma reagdo catalizada pela enzima ciclooxigenase (COX), sendo o 4cido araquidonico o



precursor de prostandides mais abundante em diversos mamiferos (Narumiya e cols., 1999).
Especificamente em relacdo a hiperalgesia, diversos modelos experimentais demonstram
que a administracdo de prostandides ¢ capaz de desencadear a sensibilizagdo de
nociceptores, sendo o maior efeito biologico apresentado pela PGEI, PGE2 e PGI2
(Narumiya S, e cols., 1999). Além disso, a inibi¢do da atividade da COX, o que resulta em
um bloqueio na producao de prostaglandinas, ¢ capaz de inibir a hiperalgesia inflamatoria,
sendo este mecanismo a forma como atuam diversos farmacos antiinflamatorios, como a
aspirina (Ferreira 1972, Millan 1999).

A PGE2 ¢ capaz de atuar diretamente nos nociceptores, ativando vias de sinalizagao
celular que resultam na mudanga do padrdo de resposta destes neurdnios a estimulagdo
sensorial (Martin e cols., 1987; Lopshire e cols., 1998; Cunha e cols., 2005). O receptor
para a PGE2 ¢ uma proteina transmembrana que estd associada a uma proteina G. Este
receptor possui quatro isoformas, EPs 1, 2, 3 e 4, sendo todas encontradas nos nociceptores
primarios (Donaldson e cols., 2001). O receptor EP1 esta associado a uma proteina G da
classe Ggq, assim a ativagdo deste receptor leva a estimulacdo da fosfolipase C gerando a
produ¢do dos segundo mensageiros 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e 1,2-diacil-glicerol
(DAG). Os receptores EP2 e EP4 por sua vez estdo associados a uma proteina G da classe
G;,, resultando que a ativacdo destes receptores desencadeia a estimulagdo da adenilato
ciclase, induzindo assim o aumento dos niveis intracelulares de AMP ciclico. Finalmente, o
receptor EP3 esta associado a um proteia G da classe G, desta forma a ativacdo deste
receptor leva a inibicdo da adenilato ciclase, reduzindo assim os niveis intracelulares de
AMP ciclico (Kedzie e cols., 1998).

A a¢do da PGE2 nos nociceptores, através de seus receptores EP1, 2 e 4, acaba

resultando no aumento dos niveis dos segundo mensageiros intracelulares AMP ciclico, IP3



e DAG. O aumento dos niveis de AMP ciclico desencadeia a ativacdo das proteinas quinase
A (PKA), ao passo que o aumento dos niveis de DAG desencadeia a ativagdo, nos
nociceptores, da isoforma epsilon da proteina quinase C (PKCepsilon) (Southall ¢ Vasko
2001; Aley e cols., 2000). Nos nociceptores, a ativacdo da PKA e PKCepsilon resulta na
fosforilagdo de canais i6nicos envolvidos na transdugdo de sinais sensoriais, resultando em
uma reducdo no limiar de abertura de tais canais. Um exemplo deste fendmeno ¢ a
fosforilagdo do TRPV1 e a conseqiiente redugdo de seu limiar de abertura para
temperaturas proximas a 37°C (Bhave e cols., 2003). A PKA e PKCepsilon também sao
capazes de fosforilar canais i6nicos envolvidos na geragdo e propagacdo de potenciais de
acdo, como canais de sodio e potassio dependentes de voltagem, resultando assim em uma
reducdo no limiar de geragdo de potenciais de acdo e aumento na freqiiéncia de potencias
gerados frente a um mesmo estimulo sensorial (Cang e cols., 2009; Nicol e cols., 1997).
Outra classe de moléculas sinalizadoras relacionadas ao processo inflamatério sdo as
citocinas da familia da interleucina-6 (IL6). Estas citocinas pré-inflamatérias sdo peptideos
hidrossoliveis que se ligam a um receptor especifico presente na membrana celular, sendo
este receptor normalmente conjugado a uma quinase intracelular. A Janus Quinase 2
(JAK2) ¢ um exemplo de quinase intracelular comumente associada aos receptores para
citocinas da familia da IL-6, e uma vez ativada, a JAK2 ¢ capaz de se associar, e fosforilar,
uma proteina da classe das Sinalizadoras de Transdug¢do e Ativadoras de Transcrigdo
(STATs) como a STAT3. A STATS3 por sua vez, ¢ capaz de migrar para o nicleo da célula,
podendo entdo regular a expressao de diversos genes (Stahl e cols., 1994; Boulton e cols.,
1995). A JAK2 também ¢ capaz de, ap0s ativagdo, fosforilar outros substratos, induzindo a
ativacao de outras vias de sinalizacdo intracelular como a via das kinases ativadas por

mitégenos (MAPKSs) ou das fosfoinositideos 3 quinases (PI3K). A ativacdo de tais vias de
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sinalizacdo também s3o capazes de alterar, através de fosforilagdo, a funcdo de diversas
proteinas intracelulares, bem como s3o capazes de alterar o padrido de expressdo génica
(Rane e Reddy 2000).

No contexto da hiperalgesia, a ativacdo da via de sinalizacdo JAK2/STAT3 pode ser
observada no ganglio da raiz dorsal apds a inflamagao do tecido periférico (Tamura e cols.,
2005). Em modelos experimentais que envolvem a lesdo de nervos periféricos, a ativacao
da via JAK2/STAT3 ¢é observada em células gliais da medula espinhal, ¢ estd associada
com a indugdo de hiperalgesia na regido inervada pelo nervo afetado pela lesdo. Além disso,
nestes experimentos, o bloqueio da via de sinalizagdo JAK2/STAT3 utilizando-se um
inibidor seletivo da JAK2, o composto AG490, foi capaz de reduzir a hiperalgesia
associada a lesdo do nervo periférico (Dominguez et al, 2008; Dominguez et al., 2010).

Até o presente momento, ndo existem evidencias que associem diretamente a JAK2
na sensibiliza¢do de nociceptores mediado pela PGE2. O pico da sensibilizagdo induzida
pela administragdo subcutanea de PGE2 em ratos ocorre apos 3 horas, ao passo que o pico
de fosforilagdo da STAT3 no ganglio da raiz dorsal ¢ observado apenas 24 horas apds uma
inflamacdo periférica (Tamura et al., 2005). Considerando-se que a JAK2 ¢ expressa no
tecido nervoso que contém nociceptores € que sua ativagdo € observada em algumas
situacdes em que hé a hiperalgesia, o objetivo do presente trabalho foi explorar um possivel
papel da JAK2 na sensibilizacdo induzida pela PGE2. Para este fim foi utilizado um
inibidor seletivo da JAK2, o AG490, em células do ganglio da raiz dorsal em cultura e

através de administragdo intratecal em ratos.
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1. Introduction

Tissue inflammation is associated with the synthesis and release of different signaling
molecules, such as cytokines, sympathetic amines and prostanoids [25]. Many of these
molecules act on nociceptors inducing hyperalgesia, an increase in the response to noxius
stimulus [19]. Prostaglandin E2 (PGE2) is considered one of the major inflammatory
mediators involved in hyperalgesia and the inhibition of it production is the mechanism of
action of many non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) [9]. NSAIDs, like aspirin,
inhibit the activity of Cyclooxigenase enzymes (COX), which synthesize PGE2, therefore
reducing the synthesis of this inflammatory mediator [9].

PGE?2 acts directly on primary afferent nociceptors, triggering signaling pathways that
result in sensitization and the subsequent hyperalgesia [14,16]. The receptor for PGE2 is a
G-protein coupled transmembrane protein that has four different isoforms, EPs 1, 2, 3 and 4,
all of which are expressed in primary afferent neurons [8]. PGE,-induced hyperalgesia
depends on PKA and PKCepsilon signaling pathways downstream of EP receptor
activation [1,26]. In primary afferent neurons, the activation of PKA and PKCepsilon
results in phosphorylation of ion channels involved in signaling transduction, such as the
capsaicin sensitive vaniloid receptor TRPV1 [2], and ion channels involved in action
potential generation and conduction, such as sodium and potassium voltage gated channels
[4,20].

The Janus Kinase 2 (JAK2) is an intracellular kinase that is associated with pro-
inflammatory cytokines receptors complexes, such as Interleukine 6 [27]. Once activated,

JAK2 associates to, and phosphorylates, many substrates such as the Signaling Transducer
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and Activator of Tranduction 3 (STAT3) that migrate to the nucleus, changing gene
expression [3]. In primary afferent neurons, the activation of JAK2/STAT3 signaling
pathway is observed after peripheral inflammation [28], and nerve injury, in which it has
been associated with the induction of a neuropathic phenotype [6,7].

To date, there are no evidences of any JAKs directly participating in PGE2 mediated
sensitization of primary afferent neurons. Since JAK family of kinases members, such as
JAK?2, are expressed and have a functional role in primary afferent neurons, the aim of the
present study was to explore a possible role for JAKs in PGE2 mediated sensitization
through the use of the JAK inhibitor AG490 in cultured dorsal root ganglion cells and by

dosing AG490 via intrathecal administration to adult Wistar rats..

2. Experimental Procedures

2.1. Animals

Fifty ten-week-old male Wistar rats weighting about 300 g and three twenty-one-days-old
male Wistar rats were obtained from the University of Campinas Multidisciplinary Center
for Biological Investigation in Laboratory Animal Science (CEMIB). Rats were housed in
plastic cages in a ventilated rack (Alesco model 3 9902.001) with a 12 h light—dark cycle at
22 + 1°C. Animals had ad libitum access to standard rodent chow and water throughout. All
experiments were conducted in accordance with the principles and procedures described by
the NIH Guidelines for the Care and Use of Experimental Animals, also in accordance to

the guidelines of the Committee for Research and Ethical Issues of IASP, and were
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approved by the State University of Campinas Committee of Animal Care (Protocols

CEEA-UNICAMP 2396-1).

2.2. DRG cultures

For DRG cultures, 21-days-old male Wistar rats were anaesthetized with xylazine (27
mg/kg, i.p.) and ketamine (100 mg/kg, i.p.), after deep anesthesia was confirmed by
absence of corneal and pedal reflex, rats were perfused transcardially with modified ice-
cold Hank’s balanced salt solution — HBSS (Na2HPO4 0.338 mM; NaCl 137,93 mM;
NaHCO3 4,17 mM; KH2PO4 0,441 mM; KCI 5,33 mM; no calcium and no magnesium,
buffered with 10mM Hepes to pH 7.4). Subsequently a laminectomy was done and 20
DRGs were carefully dissected and placed in the same ice-cold Hank’s solution used in the
transcadial perfusion. DRGs were incubated for 1h in 0.5% Type 2 Colagenase (Sigma,
USA - C6885) diluted in hepes buffered HBSS at 37°C (Na2HPO4 0.338 mM; NacCl
137,93 mM; NaHCO3 4,17 mM; KH2PO4 0,441 mM; KCI 5,33 mM; MgSO4 0,8 mM;
CaCl2 1,26 mM), followed by 10 minutes incubation in 0.1% Trypsin (Sigma, USA -
T0303) diluted in Hepes buffered HBSS at 37°C. DRGs were ressuspended in 1ml of
DMEM containing 10% Fetal Calf Serum and mechanical dispersed using fire polished
glass pipets (0.5 mm internal diameter). Cellular debris were removed by centrifugation in
a Percoll gradient [15]. Cells were plated in Mattek 35mm glass botton dishes (Mattek,
Germany) pre-coated with laminin and poly-d-lysin and kept in a CO2 incubator at 37°C,

5% CO2 atmosphere for at least 12h prior to calcium experiments.
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2.3. Calcium imaging

DRG cells were incubated for 1h at 37°C in hepes buffered HBSS containing 100uM
AG490 (stock solution in DMSO, final DMSO concentration in HBSS 0.1%) or 0.1%
DMSO. DRG cell were than incubated for 30 minutes, at room temperature, in HBSS
containing SuM Fluo4-AM (Invitrogen, USA), 1% powerload (Invitrogen, USA) and
100uM AG490 or 0.1% DMSO. Subsequently, cells were incubated for 30 minutes at room
temperature, in HBSS containing 100uM AG490 or 0.1% DMSO. A perfusion chamber
(Waner Instrument, USA) was inserted in the 35mm plate containing the DRG cells and
were moved to an inverted microscope (Leica DMI16000) equipped with eppifluorescence
illumination (480nm excitation, 527/30nm supression filters) and a digital camera (Leica,
Germany). A computer controlled valve system (Warner Instruments, USA) was used for
cell perfusion with different drugs and the flow rate was of 5 ml/minute (complete change
of chamber volume every 2 seconds). Images were taken at the rate of 1 image per second
and data is composed of cell relative fluorescence over time. Results were also expressed as

the ratio between the second and the first capsaicin induced fluorescence peak.

2.4. Behavioral experiments

Ten-weeks-days-old male Wistar rats were briefly anesthetized by isoflurane inhalation.
For intrathecal administration the technique described by Mestre et al., 1994 [17], was
employed. Rats received an intrathecal administration of 1pg of AG490 diluted in saline
(final DMSO concentration 1%) or saline containing 1% DMSO. For the measurement of

mechanical hyperalgesia, the method electronic pressure-meter test for rats was used as
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described by Vivancos et al. 2004 [29]. Twenty minutes after the intrathecal administration,
the basal mechanical withdraw threshold of the right hind paw was determined.
Subsequently rats received, in the right hind paw, an intraplantar administration of 100ng of
PGE2 or 100pg of carrageenan, all drugs diluted in 0.9% sodium chloride solution. The
mechanical withdraw threshold was measured again three hours after the intraplantar
administration. The magnitude of hyperalgesia was expressed as the difference between the
baseline values from the ones measured three hours after carrageenan injection.
Immediately after the behavioral procedures, rats were killed by decapitation and the right

and left L5 DRGs were carefully removed and frozen in liquid nitrogen for further use.

2.5. Analysis of PKCepsilon translocation by western blot

For the analysis of PKCespsilon translocation to a membrane enriched fraction, the
protocol described by Young et al., 2002, [31] was employed with minor modifications.
Previously stored L5 DRG samples were homogenized with an ultrasonic homogenizer
(Sonic Corporation, USA), in a buffer containing 50 mM Phosphate Buffer, pH 7.4, 0.32 M
sucrose, ImM EDTA, 1% complete protease inhibitor cocktail (Sigma, USA - P8340), at
4°C. The homogenate was centrifuged at 100g for 5 minutes, at 4°C. The resulting
supernatant was transferred to a new tube and was centrifuged at 20,000g for 30 minutes, at
4°C. The supernatant was removed, and the pellet, that consisted in a membrane enriched
fraction, was ressuspended in a buffer containing 1% Triton X-100, 50 mM Phosphate
Buffer, pH 7.4, 0.32 M sucrose, ImM EDTA, 1% complete protease inhibitor cocktail

(Sigma, USA - P8340), at 4°C. After 20 minutes incubation at 4°C, the membrane enriched
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fraction was centrifuged at 12,000g for 15 minutes at 4°C, and the resulting supernatant was
transferred to a new tube. Protein concentration was determined by the Bradford method,
and 35ug of total proteins from each sample were separated by SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose membranes according to standard techniques. Membranes were stained
with Ponceau S, and digital images were acquired for the control of protein loading by
densitometric analysis [23]. Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk solution in
PBS containing 0,1% tween-20, and incubated overnight with anti-PKCepsilon (1:1000
Santa Cruz, USA — sc-214), followed by HRP conjugated secondary antibody (Zymed,
1:10000). Reactive bands were detected with the SuperSignal West Pico chemiluminescent
kit. Results are expressed as the ratio between PKCepsilon and the corresponding Ponceau

S optical densities.

2.6. Statistical analysis

On calcium imaging experiments, an ANOVA followed by a Student-Newman-Keul’s
post-hoc test was used to analyze the effect of AG490 on the ratio between the second and
the first capsaicin induced fluorescence peak. On behavioural experiments, an unpaired
stundent T test was used to analyze the effect of intrathecal AG490 on the magnitude of
carrageenan induced mechanical hyperalgesia. On western blot experiments, an ANOVA
followed by a Student-Newman-Keul’s post-hoc test was used to analyze the effect of
AG490 on PKCepsilon translocation to a DRG membrane enriched fraction. Results are

expressed as mean+S.E.M and the level of significance was considered p<0.05.
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3. Results

3.1. AG490 blocks PGE2 induced sensitization of cultured DRG nociceptors

The administrations of capsaicin (300nM 15s), a selective agonist of the TRPV1 receptor,
to cultured DRG neurons induces a rise in intracellular calcium levels. In our experimental
conditions, a second administration of capsaicin, after and interval of 5 minutes, leads to a
reduced response due to desensitization of TRPV1 receptors (fig 1A). The administration
of PGE2 (1uM) during the 5 minutes interval between the capsaicin administrations reverse
this reduction followed by a second capsaicin administration (fig 1B). The pre-incubation
of DRG cells with AG490 (100uM) blocked PGE2 effect on the capsaicin responsive cells

(fig 1C). Population data is shown in figure 1D (n = 15 cells for each group).

3.2. Intrathecal administration of AG490 reduces inflammatory hyperalgesia

Three hours after the subcutaneous intraplantar administration of the inflammatory

mediators PGE2 (100ng - Fig 2A, n = 10) or the inflammatory agent carrageenan (100pg —

Fig 2B, n = 15) we observed a reduction in the rat paw withdraw threshold, as measured in

the Electronic Von Frey test. The intrathecal administration of 1ug of AG490 twenty
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minutes before the intraplantar administration of the tested drugs reduces the mechanical

hyperalgesia.

3.3. Intrathecal administration of AG490 blocks PKCepsilon translocation in primary

afferent neurons induced by inflammation in the peripheral tissue.

The analysis of PKCepsilon translocation to a membrane enriched fraction of the DRG
demonstrates that the subcutaneous intraplantar administration of the inflammatory agent
carrageenan (100pg) induces, after three hours, an increase in the amount of PKCepsilon
present in this fraction. The intrathecal administration of 1pg of AG490 twenty minutes
before the intraplantar administration of carrageenan blocked this increase in PKCepsilon

present in the membrane enriched fraction (Fig3, n = 4).

4. Discussion

Inflammatory hyperalgesia results from plastic changes in nociceptors that are
triggered by inflammatory mediators. A better understanding of the signaling pathways
involved in this process may indicate novel pharmacological targets for the treatment of
hyperalgesia. In the present study we demonstrate for the first time that the activity of

nervous tissue expressed JAK?2 is important for PGE2 mediated induction of hyperalgesia.
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The pre-incubation of cultured DRG neurons with the JAK2 selective inhibitor
AG490 blocked the ability of PGE2 to induce an increase of capsaicin evoked calcium
transients. Capsaicin causes the opening of TRPV1 channels present in the cellular
membrane, resulting in a great influx of sodium and calcium. Furthermore only small
diameter primary sensory neurons that are involved in nociceptive transduction express
TRPV1 [5]. Therefore we can assume that our in vitro assay has included exclusively
TRPV1 expressing nociceptors. The use of two subsequent capsaicin administrations, and
comparison of the peak to peak calcium transient relation, was necessary due to the
variability in the magnitude of capsaicin responses of individual cultured neurons. With this
strategy individual neurons are their own controls, reducing interneuron variability in the
response to capsaicin.

Concerning PGE2 action on nociceptors, this prostanoid acts via a specific EP
receptor, a G protein coupled receptor present in the cell membrane [8]. The activation of
an EP receptor, coupled to a G4 containing G protein, by PGE2 increases intracellular levels
of cAMP, which in turn activates PKA [26]. Furthermore, the actions of PGE2 also depend
on the activity of PKCepsilon [1, 24]. In nociceptors, these kinases phosphorylate
substrates like ion channels, that lead to PGE2 mediated sensitization [2, 4].

The PGE2 signaling pathway is not thought to be related with JAK2, however the
inhibition of JAK2 reduces the activity of the PI3K [13]. It is noteworthy that the
inhibition of PI3K reduces peripheral inflammation induced hyperalgesia [30]. Furthermore
PI3K does associate and induces the activation of PKCepsilon [10]. Therefore, the
reduction on JAK?2 activity in the present study, may result in a reduction in PI3K, and as a

consequence, in PKCepsilon acitivities.
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Further supporting the above proposed mechanism, we demonstrate that the
intrathecal administration of AG490 reduces hyperalgesia and is associated with a
reduction of peripheral inflammation induced PKCepsilon translocation in the DRG. Others
have demonstrated that the inhibition of PKCepsilon with selective antagonists is able to
reduce inflammatory hyperalgesia [1,24,11]. Furthermore, PKCepsilon induces the
phosphorilation of diverse substrates, such as ion channels involved in signaling
transduction and channels involved in action potential generation and conduction, resulting
in changes on nociceptors transduction of sensorial information [2, 4, 20]. Consequently, it
is likely that the mechanism responsible for AG490 mediated reduction hyperalgesia after
intrathecal administration is the inhibition of PKCepsilon activity on DRG cells, blocking
the development of changes on nociceptors response pattern.

A possible concern regarding the present data is the selectivity of AG490 in the
concentrations used in the in vitro and in vivo experiments. Initialy AG490 was considered
a specific inhibitor of JAK2 [18]. However, AG490 has some degree of inhibitory activity
on other members of the Janus Kinase family, as JAK3 [12]. Even though the effects of
AG490 observed in the present study could be attributed to the inhibition of other Janus
Kinases, none of them are thought to be related with PGE2 signaling pathways.

It is worth mentioning that intrathecaly administrated drugs act on the spinal cord and
also on the DRG [21]. As a consequence we assume that the in vivo inhibition of JAK2 was
restricted to these tissues. An inflammatory event in the periphery induces the local
production of inflammatory mediators, such as PGE2, in the DRG and in the spinal cord
[22]. It is conceivable that the activity of such mediators in the DRG ultimately leads to the
activation and translocation PKCepsilon, which in turns induces the changes in nociceptors

response [2, 4, 20]. Therefore, the inhibition of JAK2 activity in the DRG interfered with
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these events, blocking the plastic changes that take place on the DRG, and that are
necessary for the development of hyperalgesia.

In conclusion the present study indicates that the JAK2 expressed in the DRG palys a
role in the sensitization of nociceptors in the peripheral tissue. Moreover, the inhibition of
JAK2 may be a possible novel pharmacological target for the control of the inflammatory

hyperalgesia.
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Figure 1: AG490 blocks PGE2 effect on capsaicin mediated calcium influx in DRG
neurons. Two administration of capsaicin (300nM, 15 seconds) in an interval of 5 minutes
leads to reduced calcium influx in the second administration due to desensitization of
TRPV1 receptors (A). The administration of PGE2 (1uM) during the 5 minutes interval
between capsaicin administration reverses de desensitization (B). Pre-incubation of DRG
cells with AG490 (100uM) blocks PGE2 effect on the second capsaicin administration (C).
Populational data is shown in D (n = 15 cells), data are Mean+SEM, * p<0,005 (ANOVA,

Student-Newman-Keul’s post-hoc test).
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Figure 2: Intrathecal administration of AG490 reduces PGE2 and carrageenan induced
hyperalgesia. Rats received an intrathecal administration of AG490 (1pg) 20 minutes

before the intraplantar administration of PGE2 (100ng — A, n = 10) or carrageenan (100pg
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— B, n=15) in the right hindpaw. The mechanical withdraw threshold was measured, with
an electronic paw pressure test, immediately before (baseline) and three hours after
carrageenan administration. Data are expressed as meantSEM of baseline mechanical
withdraw threshold — third hour mechanical withdraw threshold (Ag). * p < 0.05, unpaired

student t test.
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Figure 3: Intrathecal administration of AG490 reduces carrageenan induced PKCepsilon
translocation to L5 DRG membrane enriched fraction. Inflammation in the hindpaw
induced by carrageenan administration resulted in an increase in the presence of
PKCepsilon in a membrane enriched fraction in the ipsilateral L5 DRG. This increase was
blocked by intrathecal AG490 administration (n = 4). Data are expressed as mean+SEM. *

p<0,005 (ANOVA, Student-Newman-Keul’s post-hoc test).
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Discussao
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Um evento inflamatorio em tecidos periféricos desencadeia mudangas plasticas nos
nociceptores que resultam na hiperalgesia. Estas mudangas sdo induzidas por diversas
moléculas capazes de ativar vias de sinalizacdo intracelulares nos nociceptores. Neste
trabalho demonstramos que a atividade da JAK2 expressa no tecido nervoso ¢ importante
para a inducdo de hiperalgesia.

A pré-incubagdo de neurénios do DRG em cultura com o inibidor seletivo da JAK2, o
AG490, bloqueou a capacidade da PGE2 de induzir um aumento significativo da razdo
entre dois picos de influxo de célcio induzidos pela capsaicina. A capsaicina induz a
abertura de canais TRPV1 presentes na membrana celular, resultando assim em um grande
influxo de ions de célcio. Adicionalmente, apenas neurdnios sensoriais nociceptivos de
pequeno diametro expressam TRPV1 (Caterina e cols., 1997). Assim € possivel assumir
que os experimentos in vitro de cinética de calcio englobaram exclusivamente nociceptores
que expressam TRPV1. Neste trabalho, o uso de duas aplicacdes seqlienciais de capsaicina,
sendo analisada a relagdo entre os picos de entrada de célcio induzidas por estas aplicagoes,
foi necessario devido a ampla variacdo na magnitude de reposta a capsaicina apresentada
por células individuais. Utilizando esta estratégia, cada neuronio individual foi utilizado
como seu proprio controle, normalizando assim esta variabilidade na resposta a capsaicina.
O influxo de calcio através do canal TRPV1 leva a uma elevagao no nivel intracelular deste
ion, o que pode gerar uma dessensibilizacdo dos canais TRPV1 (Szallasi e Blumberg, 1999).
Este canal i6nico possui diversos sitios de fosforilacao na sua por¢ao N-terminal, sendo que
o estado de fosforilagdo desta regido possui grande influéncia sobre as propriedades de
conducao de ions e sensibilidade do canal a temperatura e pH (Caterina e cols., 1997,

Knotkova e cols., 2008). Assim, o aumento no nivel intracelular de célcio nos terminais que
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expressam TRPV1 pode levar, por exemplo, a ativacdo de fosfatases como a calcineurina,
que desfosforilam o receptor TRPV1, reduzindo sua atividade (Docherty e cols., 1996). Ja
mediadores inflamatorios como a PGE2 acabam induzindo nos nociceptores a ativacao de
proteinas quinase, como a PKC, que sdo capazes de fosforilar o TRPV1, aumentando a
atividade deste canal (Bhave e cols., 2003). Desta forma, as sucessivas administragdes de
capsaicina, como realizado in vitro no presente trabalho, provavelmente resultaram em uma
desfosforilagdo dos canais TRPV1, resultando em uma redugdo na razdo entre picos de
influxo de calcio induzidos por capsaicina. Ao passo que a administracdo de PGE2 induziu
uma ativagdo de proteinas quinase que fosforilam o TRPV1, resultando em um aumento
significativo na relagdo entre picos de influxo de célcio induzidos por capsaicina,
contrabalanceando o possivel efeito do calcio sobre fosfatases que poderiam reduzir a
atividade deste canal vaniloide.

Em relacdo ao modo de acdo da PGE2 nos nociceptores, este prostandide atua através
de seus receptores EP especificos, isoformas 1, 2, 3 e 4, estando todas estas presentes na
membrana celular dos nociceptores (Donaldson et al., 2001). Os receptores EP2 ¢ EP4
estdo associados a uma proteina G da classe Gs, resultando que a ativagdo destes receptores
desencadeia a estimulacdo da adenilato ciclase, induzindo assim o aumento dos niveis
intracelulares de AMP ciclico, por sua vez ativando a PKA (Southall and Vasko 2001). Nos
nociceptores, esta quinase fosforila diversos substratos que resultam na sensibilizagdo
mediada pela PGE2. Entretanto, a atuacdo da PGE2 no receptor EP1 leva a estimulagdo da
fosfolipase C, gerando a produ¢do dos segundo mensageiros IP3 e DAG, pois este receptor
esta associado a uma proteina G da classe Gq (Kedzie e cols., 1998). O segundo mensageiro
DAG permite que a PKCepsilon se transloque do citoplasma, onde se encontra inativa, para

a membrana celular, desencadeando assim a atividade de quinase desta proteina. Vale
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ressaltar que a isoforma epsilon da PKC, ao contrario de diversas isoformas desta quinase,
nao depende de aumento na concentragdo de ions calcio para sua ativagao (Duquesnes N e
cols., 2011). A sensibilizagdo dos nociceptores induzida pela PGE2 depende da ativagdo da
PKCepsilon, principalmente a partir da terceira hora pds inflamacao periférica, ao passo
que o aumento da atividade da PKA estaria mais restrito ao periodo anterior a ativagao da
PKCepsilon (Aley et al, 2000; Sachs et al., 2009). Nos nociceptores, a PKCepsilon
translocada para a membrana plasmatica, fosforila substratos como canais de sddio
sensiveis a voltagem e canais envolvidos na transducao sensorial, como o TRPV1, gerando
modifica¢des no padrio de resposta destas células que resultam na sensibilizagdo induzida
pela PGE2 (Bhave e cols., 2003; Cang e cols., 2009).

As vias de sinalizacdo celular relacionadas a acdo da PGE2 ndo sdo, a principio,
relacionadas com a JAK2, entretanto, a inibicdo desta quinase pode reduzir a atividade da
PI3K (Lin e cols., 2010). Além disso, ¢ observada uma relacdo entre as JAKs e a PI3Ks em
células do sistema imune, epiteliais e cardiomiocitos (Huang e cols., 2007; Lu e cols., 2008;
Choi e cols., 2012). A familia das PI3Ks ¢ composta por oito enzimas que podem ser
agrupadas em trés classes, sendo que as PI3Ks da classe 1 estdo envolvidas na
sobrevivéncia e proliferagdo celular, participando por exemplo, da sinalizagdo induzida pela
insulina. Estas quinases possuem duas sub-unidades, uma regulatoria, p85, e uma catalitica,
pl10 (Foukasa e Okkenhaug 2003). Em relacdo ao mecanismo de interacdo entre JAK?2 e
PI3K, Duan e colaboradores em 2004, demonstraram que a JAK2 ¢ capaz de se ligar e
fosforilar os substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS1 e IRS2) via proteina adaptadora
SH2-b. Os IRSs fosforilados se ligam por sua vez a subunidade p85 da PI3K, recrutando
esta quinase para a membrana, tornando-a ativa. Desta forma estes autores demonstraram a

interagdo entre JAK2 e PI3K através de um complexo JAK2-SH2b-IRSs-PI3K.
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E interessante notar que a administragdo intratecal de Wortmannin, um inibidor da
PI3K, ¢ capaz de reduzir a hiperalgesia induzida pela administragdo intraplantar de
carragenina. Além disso, uma inflamagdo periférica é capaz de aumentar a fosforilacdo de
substratos da PI3K (Xu e cols., 2011). Em relagdo a PKCepsilon, Gao e colaboradores em
2007 demonstraram que a via de sinalizagdo celular da PI3K ¢ capaz de induzir a ativacao
desta isoforma da PKC. Estes autores observaram a ativagdo da PKCepsilon em
cardiomidcitos em cultura quando tratados com resistina, um hormonio derivado do tecido
adiposo. Sendo que esta ativagao foi atenuada pelo tratamento destas células com inibidores
via de sinalizagdo PI3K/AKT. Adicionalmente o aumento da atividade da PI3K aumenta a
atividade da proteina quinase dependente de 3-fosfoinositideo 1 (PDKI1), sendo que a
PDK1 ¢ capaz de fosforilar os sitios de regulagio da PKCepsilon (Thr566 e Ser729),
permitindo sua ligacdo ao DAG e conseqiiente ativacao (Cenni e cols., 2002).

Assim, uma possibilidade ¢ que a reducdo da atividade da JAK2 pode resultar na
reducdo da atividade da PI3K, sendo a conseqiiéncia deste fendmeno a redu¢do na atividade
da PDPKI, que por sua vez deixa de fosforilar os sitios de regulacdo da PKCepsilon,
impedindo sua translocagdo para a membrana citoplasmatica e ativacdo. Entretanto,
experimentos complementares como a quantificagdo do nivel atividade da PI3K, através da
quantificagdo do estado de fosforilagdo de seus substratos, bem como a quantificacdo do
estado de fosforilagdo da propria PKCepsilon nos residuos Thr566 e Ser729 sido necessarios
para explorar a possibilidade de que no DRG a PI3K/PDPK1 seria o elo entre a atividade da

JAK2 e da PKCepsilon.
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Figura I — Possivel mecanismo de interacdo entre JAK2 e PKCepsilon.

Em acordo com o possivel mecanismo proposto para a relagdo entre a JAK2 e a acao
da PGE2, neste trabalho demonstramos que a administragdo intratecal de AG490 ¢ capaz de
reduzir a hiperalgesia e estd associada com uma reducao na ativagdo da PKCepsilon no
DRG. Outros autores demonstraram que a inibi¢do de PKCepsilon, utilizando antagonistas
seletivos, € capaz de reduzir a hiperalgesia inflamatoria (Aley e cols., 2000; Sachs e cols.,
2009; Villarreal e cols., 2009). Além disso, a PKCepsilon induz a fosforilacao de diversos
substratos, tais como canais i0nicos envolvidos na transducao de sinais sensoriais e canais
ionicos envolvidos na geracdo e condugdo de potenciais de agdo, resultando em

modificagdes na modificagdo no padrdo de transdugdo de informacdo sensorial dos
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nociceptores (Nicol e cols., 1997; Bhave e cols., 2003; Cang e cols., 2009). Desta forma, ¢é
provavel que o mecanismo responsavel pela reducdo da hiperalgesia induzida pela
administracdo intratecal de AG490 seja a inibicdo da translocacdo e ativagdo da
PKCepsilon nas células do DRG devido a ndo fosforilagdo do sitio regulatorio desta
quinase, bloqueando assim o desenvolvimento de mudancas no padrdo de resposta dos
nociceptores.

Uma questdo pertinente a interpretacdo dos dados do presente trabalho ¢ a
seletividade do inibidor AG490 nas concentragdes utilizadas nos experimentos tanto in
vitro quanto in vivo. Meydan e colaboradores, em 1996 afirmavam que o AG490 era um
inibidor “especifico” da JAK2. Entretanto, posteriormente verificou-se que este inibidor,
assim como toda a ferramenta farmacologica, nao ¢ especifico, mas sim seletivo. O AG490
possui, por exemplo, atividade inibitéria sobre outros membros da familia das Janus
quinases, como a JAK3 (Kirken e cols., 1999). Como consequéncia, os efeitos do AG490
observados no presente trabalho também poderiam ser atribuidos a algum grau de inibicao
de outras Janus quinases, como a JAK3. Entretanto, vale ressaltar que ndo ¢ descrito
qualquer efeito do AG490 sobre quinases que ndo fazem parte da familia Janus Quinase,
mesmo em doses mais elevadas. Desta forma o efeito do AG490 sobre outras Janus
Quinases nao reduziriam a relevancia das observacdes do presente trabalho, visto que até o
presente momento ndo héa o indicio da participacdo de qualquer quinase desta familia nas
vias de sinalizagdo envolvidas nos efeitos da PGE2 sobre os nociceptores.

E importante ressaltar que drogas administradas por via intratecal atuam na medula
espinhal e no DRG (Petterson e cols., 1993). Assim, neste trabalho assumimos que a
inibicdo da JAK2 in vivo ocorre majoritariamente nestes tecidos. Um evento inflamatorio

em tecidos periféricos induz a producdo de mediadores inflamatérios, como a PGE2, no
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DRG, e possivelmente na medula espinhal (Pham-Marcou et al. 2008). E possivel que
atividade de tais mediadores inflamatorios no DRG leve a uma ativagdo da PKCepsilon,
que por sua vez induza mudangas plasticas neste tecido. A inibi¢do da atividade da JAK2
no DRG pode interferiu nestes eventos, bloqueando assim as mudangas plasticas
necessarias para a indugdo da hiperalgesia.

Em conclusdo o presente trabalho evidencia que a JAK2 expressa no DRG pode
possuir um papel na sensibilizagcdo de nociceptores por um evento inflamatdrio periférico.
Assim a inibicdo da JAK2 constituiria em um novo possivel alvo farmacoldgico para o

controle da hiperalgesia inflamatoria.
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Conclusoes

A atividade da Janus Quinase 2 participa do mecanismo de acdo da PGE2 em células

do ganglio da raiz dorsal in vitro.
A atividade da Janus Quinase 2 expressa em tecido neural participa dos mecanismos

responsaveis pela inducdo da hiperalgesia desencadeada pela agdo de mediadores

inflamatérios nos terminais periféricos dos nociceptores in vivo.

39



Bibliografia

40



Aley KO, Messing RO, Mochly-Rosen D, Levine JD. Chronic hypersensitivity for
inflammatory nociceptor sensitization mediated by the epsilon isozyme of protein kinase C.
J Neurosci 2000;20:4680-4685.

Bhave G, Hu HJ, Glauner KS, Zhu W, Wang H, Brasier DJ, Oxford GS, Gereau RW 4th.
Protein kinase C phosphorylation sensitizes but does not activate the capsaicin receptor
transient receptor potential vanilloid 1 (TRPVI). Proc Natl Acad Sci USA
2003;100:12480-12485.

Boulton TG, Zhong Z, Wen Z, Darnell JE Jr, Stahl N, Yancopoulos GD. STAT3 activation
by cytokines utilizing gp130 and related transducers involves a secondary modification
requiring an H7-sensitive kinase. Proc Natl Acad Sci USA 1995;92:6915-6919.

Cang CL, Zhang H, Zhang YQ, Zhao ZQ. PKCepsilon-dependent potentiation of TTX-
resistant Nav1.8 current by neurokinin-1 receptor activation in rat dorsal root ganglion
neurons. Mol Pain 2009;5:33.

Caterina MJ, Schumacher MA, Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D. The
capsaicin receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway. Nature.
1997;389(6653):816-24.

Cenni V, Doppler H, Sonnenburg ED, Maraldi N, Newton AC, Toker A. Regulation of
novel protein kinase C epsilon by phosphorylation. Biochem J. 2002 1;363(Pt 3):537-45.

Choi B, Chun E, Kim SY, Kim M, Lee K, Kim SJ. Notch-Induced hIL-6 Production
Facilitates the Maintenance of Self-Renewal of hCD34+ Cord Blood Cells Through the
Activation of Jak-PI3K-STAT3 Pathway. The American Journal of Pathology 180(1), 2012,
Pages 351-364.

Cunha TM, Verri Jr. WA, Silva JS, Poole S, Cunha FQ, Ferreira SH. A cascade of
cytokines mediates mechanical inflammatory hypernociception in mice. Proc Natl Acad Sci
U S A 2005;102:1755-1760.

Docherty RJ, Yeats JC, Bevan S, Boddeke HW. Inhibition of calcineurin inhibits the
desensitization of capsaicin-evoked currents in cultured dorsal root ganglion neurones from
adult rats. Pflugers Arch. 1996;431(6):828-37.

Dominguez E, Mauborgne A, Mallet J, Desclaux M, Pohl M. SOCS3-mediated blockade of
JAK/STAT3 signaling pathway reveals its major contribution to spinal cord

neuroinflammation and mechanical allodynia after peripheral nerve injury. Neurosci.
2010;30:5754-5766.

Dominguez E, Rivat C, Pommier B, Mauborgne A, Pohl M. JAK/STAT3 pathway is

activated in spinal cord microglia after peripheral nerve injury and contributes to
neuropathic pain development in rat. J] Neurochem 2008;107:50-60.

41



Donaldson LF, Hmphrey PS, Oldfield S, Giblett S, Grubb B. Expression and regulation of
prostaglandin E receptor subtype mRNAs in rat sensory ganglia and spinal cord in response
to peripheral inflammation. Prostaglandins 2001;63:109-122.

Duan C, Li M, Rui L. SH2-B promotes insulin receptor substrate 1 (IRS1)- and IRS2-
mediated activation of the phosphatidylinositol 3-kinase pathway in response to leptin. J
Biol Chem. 2004 279(42):43684-91.

Duquesnes N, Lezoualc'h F, Crozatier B. PKC-delta and PKC-epsilon: foes of the same
family or strangers? J Mol Cell Cardiol. 2011 51(5):665-73.

Eid SR, Cortright DN. Transient receptor potential channels on sensory nerves. Handb Exp
Pharmacol. 2009;(194):261-81.

Ferreira SH. Prostaglandins, aspirin-like drugs and analgesia. Nat New Biol. 1972;102:200-
203.

Foukasa LC, Okkenhau K. Gene-targeting reveals physiological roles and complex
regulation of the phosphoinositide 3-kinase. Archives of Biochemistry and Biophysics
414(1) 2003, 13-18.

Gao J, Chang Chua C, Chen Z, Wang H, Xu X, C Hamdy R, McMullen JR, Shioi T, [zumo
S, Chua BH. Resistin, an adipocytokine, offers protection against acute myocardial
infarction. J Mol Cell Cardiol. 2007;43:601-609.

Huang F, Kao C, Wachi S, Thai F, Ryu J, Wu R. Requirement for Both JAK-Mediated
PI3K Signaling and ACT1/TRAF6/TAK1-Dependent NF-«B Activation by IL-17A in
Enhancing Cytokine Expression in Human Airway Epithelial Cells. The Journal of
Immunology, 2007, 179, 6504 -6513.

Kedzie KM, Donello JE, Krauss HA, Regan JW, Gil DW. A single amino-acid substitution
in the EP2 prostaglandin receptor confers responsiveness to prostacyclin analogs. Mol
Pharmacol. 1998 Sep;54(3):584-90.

Kirken RA, Erwin RA, Taub D, Murphy WJ, Behbod F, Wang L, Pericle F, Farrar WL.
Tyrphostin AG-490 inhibits cytokine-mediated JAK3/STAT5a/b signal transduction and
cellular proliferation of antigen-activated human T cells. J Leukoc Biol. 1999;65(6):891-9.

Knotkova H, Pappagallo M, Szallasi A. Capsaicin (TRPV1 Agonist) Therapy for Pain
Relief: Farewell or Revival? Clinical Journal of Pain. 2008;24(2):142-154.

Libby P. Inflammatory mechanisms: the molecular basis of inflammation and disease. Nutr
Rev. 2007 Dec;65(12 Pt 2):S140-6.

Lin KL, Su JC, Chien CM, Chuang PW, Chang LS, Lin SR. Down-regulation of the
JAK2/PI3K-mediated signaling activation is involved in Taiwan cobra cardiotoxin III-

42



induced apoptosis of human breast MDA-MB-231 cancer cells. Toxicon. 2010;55:1263-
1273.

Lopshire JC, Nicol GD. The cAMP transduction cascade mediates the prostaglandin E2
enhancement of the capsaicin-elicited current in rat sensory neurons: whole-cell and single-
channel studies. J Neurosci 1998;18:6081-6092.

Lu Y, Zhou J, Xu C, Lin H, Xiao J, Wang Z, Yang B. JAK/STAT and PI3K/AKT
Pathways Form a Mutual Transactivation Loop and Afford Resistance to Oxidative Stress-
Induced Apoptosis in Cardiomyocytes. Cell Physiol Biochem 2008;21:305-314

Malin SA, Davis BM, Molliver DC. Production of dissociated sensory neuron cultures and
considerations for their use in studying neuronal function and plasticity. Nat Protoc.
2007;2:152-160.

Martin HA, Basbaum Al, Kwiat GC, Goetzl EJ, Levine JD. Leukotriene and prostaglandin
sensitization of cutaneous high-threshold C- and A-delta mechanonociceptors in the hairy
skin of rat hindlimbs. Neuroscience 1987;2:651-659.

Mestre C, Pélissier T, Fialip J, Wilcox G, Eschalier A. A method to perform direct
transcutaneous intrathecal injection in rats. J Pharmacol Toxicol Methods. 1994;32:197-200.

Meydan N, Grunberger T, Dadi H, Shahar M, Arpaia E, Lapidot Z, Leeder JS, Freedman M,
Cohen A, Gazit A, Levitzki A, Roifman CM. Inhibition of acute lymphoblastic leukaemia
by a Jak-2 inhibitor. Nature. 1996;379(6566):645-8.

Millan MJ. The induction of pain: an integrative review. Prog Neurobiol. 1999;57:1-164.

Narumiya S, Sugimoto Y, Ushikubi F. Prostanoid receptors: structures, properties, and
functions. Physiol Rev. 1999 Oct;79(4):1193-226.

Nicol GD, Vasko MR, Evans AR. Prostaglandins suppress an outward potassium current in
embryonic rat sensory neurons. J Neurophysiol 1997;77:167-176.

Pettersson CA. Drainage of molecules from subarachnoid space to spinal nerve roots
andperipheral nerve of the rat. A study based on Evans blue-albumin and lanthanum as
tracers. Acta Neuropathol. 1993;86:636-644.

Pham-Marcou TA, Beloeil H, Sun X, Gentili M, Yaici D, Benoit G, Benhamou D, Mazoit
JX. Antinociceptive effect of resveratrol in carrageenan-evoked hyperalgesia in rats:

prolonged effect related to COX-2 expression impairment. Pain. 2008;140:274-283.

Rane SG, Reddy EP. Janus kinases: components of multiple signaling pathways. Oncogene
2000; 19(49):5662-5679.

43



Romero-Calvo I, Ocon B, Martinez-Moya P, Sudrez MD, Zarzuelo A, Martinez-Augustin
O, de Medina FS. Reversible Ponceau staining as a loading control alternative to actin in
Western blots. Anal Biochem. 2010;401:318-320.

Sachs D, Villarreal C, Cunha F, Parada C, Ferreira Sh. The role of PKA and PKCepsilon
pathways in prostaglandin E2-mediated hypernociception. Br J Pharmacol. 2009;156:826-
834.

Szallasi, A, Blumberg, PM. Vanilloid (Capsaicin) Receptors and Mechanisms. Pharmacol.
Rev. 1999:51;159-212

Serhan CN, Savill J. Resolution of inflammation: the beginning programs the end. Nat
Immunol 2005;12:1191-1197.

Southall MD, Vasko MR. Prostaglandin receptor subtypes, EP3C and EP4, mediate the
prostaglandin E2-induced cAMP production and sensitization of sensory neurons. J Biol
Chem 2001;276:16083-16091.

Stahl N, Boulton TG, Farruggella T, Ip NY, Davis S, Witthuhn BA, Quelle FW,
Silvennoinen O, Barbieri G, Pellegrini S, Thle JN, Yancopolus GD. Association and

activation of Jak-Tyk kinases by CNTF-LIF-OSM-IL-6 beta receptor components. Science
1994;263:92-95.

Tamura S, Morikawa Y, Senba E. Up-regulated phosphorylation of signal transducer and
activator of transcription 3 and cyclic AMP-responsive element binding protein by
peripheral inflammation in primary afferent neurons possibly through oncostatin M
receptor. Neuroscience. 2005;133:797-806

Villarreal CF, Sachs D, Funez MI, Parada CA, de Queiroz Cunha F, Ferreira SH. The
peripheral pro-nociceptive state induced by repetitive inflammatory stimuli involves
continuous activation of protein kinase A and protein kinase C epsilon and its Na(V)1.8
sodium channel functional regulation in the primary sensory neuron. Biochem Pharmacol.
2009;77:867-877.

Vivancos GG, Verri WA Jr, Cunha TM, Schivo IR, Parada CA, Cunha FQ, Ferreira SH. An
electronic pressure-meter nociception paw test for rats. Braz J Med Biol Res.
2004;37:39139-9.

Xu Q, Fitzsimmons B, Steinauer J, O'Neill A, Newton AC, Hua XY, Yaksh TL. Spinal
phosphinositide 3-kinase-Akt-mammalian target of rapamycin signaling cascades in
inflammation-induced hyperalgesia. J Neurosci. 2011;31(6):2113-24.

Young E, Cesena T, Meiri KF, Perrone-Bizzozero NI. Changes in protein kinase C (PKC)
activity, isozyme translocation, and GAP-43 phosphorylation in the rat hippocampal
formation after a single-trial contextual fear conditioning paradigm. Hippocampus.
2002;12:457-464.

44



45



Anexo

46



a¥ ¥

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Papel da Janus Quinase 2 na Hiperalgesia
Inflamatéria” (protocolo n® 2396-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Carlos
Amilcar Parada / André Schwambach Vieira, esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 02 de maio de
2011.

Campinas, 02 de maio de 2011.

&

\'-‘

P - _ Vi | & N
o™ Jnie f sl | LARWoY
rofa. Dra. And_Méria é!{ Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http:fiwww.ib.unicamp.briceea/

47



>

Expressao relativa ao controle

(salina)

B
S0CS3 segmento L5 medula SOCS3 L5 DRG
]
1.2 4 ° 1,6 -
=
1 g 1,4
g 12
0,8 -E,E 7 |
= =
0,6 - S5 08
° -
0’4 i xg 0,5
o 0,4 -
il =
e X 02
0 - 0 4
Salina Carragenina Salina Carragenina

Figura S1. Analise da expressao de socs3 por PCR em tempo real. A ativagdo da JAK2 pode
induzir a fosforilagdo da STAT3, que por sua vez induz a expressdo de SOCS3. Os animais
receberam uma administragdo subcutanea na regido plantar da pata traseira direita de Carragenina
ou veiculo de diluicdo. Na terceira hora pds-administracdo os animais foram sacrificados, sendo
removido o segmento medular L5 ¢ o DRG L5 direito. O RNA foi extraido utilizando-se Trizol
(Invitrogen, USA) e cDNA foi sintetizado a partir de RNA total utilizando-se kit High Capacity
(Applied, USA). Uma reagdo de PCR em tempo real utilizando-se SybrGreen foi realizada para os
controle endogenos GAPDH e TBP, e para o gene alvo SOCS3. Néo foi possivel observar qualquer

diferenca significativa na expressdo de socs3 entre os grupos (p>0,05, teste T).

48



Projeto inicialmente apresentado para ingresso no programa de pds graduacao

em Biologia Funcional e Molecular, area de concentracio em fisiologia.
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Investigacao do efeito neuroprotetor da administracio sistémica do TAT-CNTF
sobre populacoes de neuronios do

estriado e do hipocampo de camundongos

Orientador: Francesco Langone
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- Introducao

O Fator Ciliar Neurotrofico (CNTF) foi inicialmente identificado como um produto
dos tecidos intraoculares de embrido de pintainho capaz de promover a sobrevivéncia de
neurdnios do ganglio ciliar (Adler e cols., 1979). Posteriormente observou-se que o CNTF
também ¢ capaz de promover a sobrevivéncia de neuronios do ganglio da raiz dorsal,
neurdnios do sistema nervoso simpatico ¢ de motoneuronios de embrido (Blottner e cols.,
1989; Arakawa e cols., 1990; Thaler e cols., 1994). Outras notaveis propriedades
observadas foram suas capacidades de induzir a diferenciacdo de progenitores gliais em
astrocitos tipo 2, de inibir a diferenciagdo de progenitores do sistema nervoso simpatico e
de aumentar a resisténcia de neur6nios hipocampais em cultura a estimulos excitotoxicos
(Hughes e cols., 1988; Lillien e cols., 1988; Ernsberger e cols., 1989, Skaper e cols., 1992).

Em 1989 Lin e colaboradores e Stockli e colaboradores clonaram, independentemente,
o gene que codifica o CNTF. A andlise da seqiiéncia de nucleotideos deste gene permitiu
determinar que o CNTF ndo fazia parte das familias de fatores neurotroficos até entdo
caracterizadas. Por homologia, o CNTF foi incluido na familia das citocinas estrutural e
funcionalmente relacionadas que inclui a interleucina-6 (IL-6), a oncostatina M, o fator
inibidor de leucemia (LIF) e a interleucina-11 (IL-11) (Bazan, 1991; McDonald e
Hendrickson, 1993). A determina¢do da distribuicdo espacial e temporal do RNA
mensageiro que codifica o CNTF permitiu caracterizar sua expressdo como sendo pds-natal
e circunscrita as células de Schwann no sistema nervoso periférico (SNP), as células da glia

do sistema nervoso central (SNC) e a alguns neurdnios centrais (Stockli e cols. 1991;
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Friedman e cols., 1992; Rende e cols., 1992; Henderson e cols., 1994a; Kirsch e Hofmann,
1994). Outra observacdo derivada da andlise da seqiiéncia que codifica o CNTF foi a
constatagdo da auséncia de qualquer sinalizacdo conhecida para sua secrecdo celular,
evidenciando-se assim a natureza citoplasmatica deste peptideo (Lin e cols., 1989; Stockli e
cols. 1989; Negro ¢ cols., 1991). Estes dados sugeriram que, ao contrario das suposi¢des
iniciais, 0o CNTF ndo é um fator neurotrofico derivado do alvo.

Proximo a época da clonagem do gene que codifica o CNTF foi evidenciada a
existéncia de diversas células que expressam receptores de membrana capazes de se ligar a
este fator neurotrofico (Squinto e cols., 1990). Subseqiientemente, o gene que codifica este
receptor foi clonado e seqiienciado, sendo também determinada a sua distribui¢do regional
(Davis e cols., 1991). Evidenciou-se que o receptor para o CNTF ¢ um complexo trimérico
composto por uma subunidade alfa, o CNTFRa, e duas subunidades beta transdutoras de
sinal, o gp130 e o LIFRB (Davis e cols., 1993a).

A seqiiéncia de eventos intracelulares gerados pelo CNTF tem inicio com a ligagdo
deste ao CNTFRa. Esse complexo se liga ao gp-130 e ao LIFRB formando um
heterodimero (Davis e cols., 1993a). A formagdo do complexo CNTF/CNTFRo/gp-
130/LIFRB aproxima as proteina-tirosina-quinases da classe das Janus Quinases (JAKSs)
que estdo previamente associadas a por¢do citoplasmatica dos componentes 0. Esta
aproximacao desencadeia a autofosforilacdo das JAKs além da fosforilacdo de tirosinas das
subunidades do complexo receptor (Wilks e cols., 1991; Stahl e cols., 1994a; Stahl e cols.,
1994b). As tirosinas fosforiladas nas subunidades 8 servem como sitios de recrutamento de
mondémeros das proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STATS)
(Boulton e cols., 1994). Uma vez associadas ao complexo, as STATs sdo fosforiladas pelas

JAKs, desencadeando assim a dimerizagdo das primeiras e sua subseqiiente translocagdo
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para o nucleo. As STATs dimerizadas atuam entdo como fatores de transcrigdo, regulando a
expressao de diversos genes.

O CNTFRa ¢ expresso durante todos os periodos de vida do organismo,
predominantemente no sistema nervoso central, também podendo ser encontrado em
quantidades significativas no musculo estriado esquelético (Davis e cols., 1991, Ip e cols.,
1993). Experimentos de hibridizagdo in situ para o RNA mensageiro que codifica o
CNTFRa demonstraram que este receptor pode ser encontrado principalmente em
neurénios do bulbo olfatorio, cértex cerebral, hipocampo, hipotdlamo, além de neuronios
motores craniais ¢ medulares (Lee e cols., 1997). A subunidade alfa do receptor do CNTF
nao possui dominio transmembrana e se encontra ancorada & membrana plasmatica por uma
ponte de glicosilfosfatidilinositol (Davis e cols., 1991, 1993a). As subunidades beta, gp130
e LIFRB possuem ampla distribui¢do no organismo, sendo também componentes de
complexos sinalizadores de outras citocinas da familia do CNTF (Davis e cols., 1993a).
Considerando-se a distribui¢do das subunidades B e a possibilidade destas de participarem
de complexos sinalizadores de outras citocinas, ¢ a subunidade alfa a responsavel pelo
reconhecimento especifico do CNTF (Ip e cols., 1993). Entretanto, a ligagdo do CNTFRa a
membrana pode ser quebrada pela fosfolipase-C, gerando uma forma soltivel deste receptor,
sendo esta detectavel no liquido cefalorraquidiano e plasma sanguineo (Davis e cols.,
1993b). A forma soluvel do CNTFRa ¢ capaz de, mediante ligagdo com o CNTF, ativar
também células inicialmente responsivas apenas ao LIF, pois estas expressam LIFRB e
gp130 (Davis e cols., 1993b, Ozog e cols., 2004). Notadamente, a existéncia de formas
soluveis dos receptores ¢ comum a outras citocinas da familia do CNTF, tais como o IL-6 ¢

o LIF (Zhang e cols., 1998).
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Dentre as diversas propriedades do CNTF destacam-se suas acgdes in vivo. Em 1990,
Sendtner e colaboradores demonstraram que a administragdo de CNTF possui agdo
protetora sobre motoneurénios em um modelo de sec¢do de nervos periféricos em ratos
neonatos. Posteriormente, efeitos similares também foram demonstrados em modelos
experimentais de doengas neurologicas motoras (Hagg e cols., 1992; Sendtner e cols.,
1992a; Kuzis e Eckenstein., 1996). Paralelamente, outros experimentos apontavam que a
funcao fisioldgica do CNTF seria a de agente neuroprotetor agudo, atuando imediatamente
apos a lesdo. Por exemplo, as células de Schwann liberariam para o meio extracelular o
CNTF estocado em seu citoplasma apos axotomia (Friedman e cols., 1992; Sendtner ¢ cols.,
1992b; Smith e cols., 1993). Neste sentido, Kirsch e colaboradores (2003) demonstraram
que o CNTF ¢ responsavel pela inducao da fosforilagdo de STAT3 em motoneurdnios nas
primeiras 12 horas ap6s uma lesdo periférica. No sistema nervoso central também se
observou que lesdes traumdticas do tecido nervoso levam a um rapido e expressivo
aumento do CNTF no local afetado (Asada e cols., 1995; Lee e cols., 2005). Além disso
Choi e colaboradores (2004) demonstraram um aumento de CNTFRa ¢ de CNTF em
neurdnios do hipocampo de animais que sofreram lesdo excitotoxica por acido cainico.

Os dados referentes a neuroprote¢do mediada pelo CNTF despertaram grande
interesse para o possivel uso desta molécula em doencas neurodegenerativas humanas.
Desta forma foram realizados testes clinicos para verificar a toxicidade, tolerabilidade e
farmacocinética do CNTF em pacientes com esclerose lateral amiotrofica (Cedarbaum e
cols., 1995). Estes testes revelaram efeitos colaterais importantes associados as diferentes
doses e esquemas de tratamento. Particularmente, a administracdo sub-cutanea de doses
acima de 10pg/kg/dia produziu nesses pacientes anorexia, perda de peso, estomatite por

herpes labial, tosse, aumento de salivagdo e fadiga. Conseqiientemente, estes resultados
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geraram a interrupgao dos testes clinicos, ainda mais pelo fato que o numero de 6bitos foi
maior entre os pacientes tratados com CNTF (Sendtner e cols., 1994; Miller e cols.,
1996a,b).

Diversos trabalhos realizados em modelos animais também demonstraram efeitos
caquetizantes semelhantes aos observados nos testes clinicos em humanos (Shapiro e cols.,
1993; Henderson e cols.,1994b; Kwon e cols., 1994; Zhang ¢ cols.,1995; Espat e cols.,
1996; Martin e cols., 1996; Henderson ¢ cols., 1996). Experimentos com camundongos
portadores de ablacdo do gene que codifica o receptor gp130, especificamente em células
que expressam pro-opiomelanocortina (POMC), demonstraram que estes animais nao
apresentaram redugdo do peso corporal e da ingesta 24 horas apds tratamento i.c.v. com
CNTF (Janoschek e cols., 2006). Pode-se concluir a partir destes dados que a acdo do
CNTF sobre o peso corporal ¢ majoritariamente dependente de sua atuacdo sobre as células
que expressam POMC.

As células do nucleo arqueado do hipotdlamo que expressam POMC participam do
controle da ingesta e do metabolismo principalmente através de suas proje¢des para o
nucleo paraventricular hipotaldmico, area hipotalamica lateral e para neurdnios do sistema
nervoso simpatico na medula espinhal (Elmquist, 2001). Sabe-se que neuronios do nucleo
paraventricular controlam a atividade secretéria da hipofise anterior relacionada ao
metabolismo através da liberacdo do fator liberador da corticotropina (CRH) e do fator
liberador do hormdnio estimulante da tiredide (TRH) (Legradi e cols., 1998). Por sua vez, a
area hipotalamica lateral projeta-se difusamente para regides corticais cerebrais que
participam da complexa regulacdo dos comportamentos de fome e saciedade (Elias e cols.,
1999). Finalmente, os neurdnios do sistema nervoso simpatico da coluna lateral da medula

espinhal sdo responsadveis, dentre véarias outras fun¢des autondmicas, pelo controle do

55



metabolismo energético e termogénese (Elias e cols., 1998). O fato do CNTF interferir
nestes circuitos neurais levou a investigacdo do seu possivel emprego no tratamento de
quadros de obesidade.

Contudo, a dissociagdo dos efeitos do CNTF sobre o metabolismo energético
daqueles relacionados a sua importante agdo neurotrofica ¢ muito desejavel. Diversas vias
alternativas de administracdo desta citocina ja foram testadas obtendo-se resultados pouco
satisfatorios (Tan e cols., 1996; Aebischer e cols., 1996; Penn e cols., 1997; Haase e cols.,
1999; Bachoud-Levi e cols., 2000). Uma possivel estratégia consiste no emprego de CNTF
recombinante modificado pela adi¢do de um dominio de transducgdo de proteinas (PTD) na
sua regido N-terminal. Este dominio pode ser formado por uma seqiiéncia de 15
aminoacidos derivados da proteina Tat do HIV-1. Proteinas que ligadas a um PTD sido
capazes de cruzar a membrana celular através de mecanismos independentes de receptores
especificos (Schwarze e cols., 1999; Schwarze e Dowdy, 2000;Becker-Hapak e cols., 2001).

A transdugdo ou translocagdo de proteinas para o interior de células foi descrita,
independentemente, por Green e Loewenstein e por Frankel e Pabo, em 1988, com a
descoberta de que a proteina Tat do virus HIV poderia atravessar membranas celulares e
transativar o genoma viral. Green e Loewenstein (1988) também demonstraram que esta
propriedade da Tat era conferida por um dominio deste peptideo que contém varios
aminoacidos basicos. Posteriormente demonstrou-se que proteinas heterdlogas conjugadas
a uma seqiliéncia de 36 aminoacidos correspondentes a este dominio basico da Tat, também
denominado PTD da Tat (Protein Transduction Domain), sdo capazes de serem
translocadas para o interior de células (Fawell e cols., 1994). A partir de entdo tal fenomeno
foi observado em relagdo a diversas proteinas conjugadas a um dominio PTD, sendo

aplicada a varios modelos envolvendo células em cultura (Nagaharae cols., 1998; Lissy e
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cols., 1998, Ho e cols., 2001). Experimentos realizados in vivo demonstraram que a
seqiiéncia PTD da Tat, quando conjugada a proteinas relativamente grandes, permite que
estas atravessem a barreira hematoencefalica a se transloquem para o interior de células do
SNC (Schwarze e cols., 1999; Schwarze e Dowdy, 2000; Cao e cols., 2002; Kilic e cols.,
2003). Neste sentido, Kilic e colaboradores (2003) demonstraram que o GDNF conjugado
ao PTD da Tat ¢ capaz ndo s6 de atravessar a barreira hematoencefilica, como também
proteger células do SNC apés indugdo de isquemia.

O CNTF conjugado ao dominio PTD da Tat do HIV1 (TAT-CNTF) foi gerado
utilizando-se um vetor de expressao heterologa de CNTF em E. coli. Para tal, realizou-se na
regido codificante da porcao N-terminal do CNTF, uma fusdo “in frame” de uma seqiiéncia
de nucleotideos que codifica os 15 aminoacidos do PTD da TAT (Langone e cols., 2004).
Demonstrou-se que o TAT-CNTF ¢ capaz de prover suporte trofico a neurdnios de ganglios
da raiz dorsal de embrido de pintainho in vitro e de promover a sobrevivéncia de 70% dos
motoneurdnios axotomizados apos sua administracdo subcutanea (sc) em um modelo de
seccdo do nervo cidtico em ratos neonatos (Langone e cols., 2004, Rezende, 2005).
Notavelmente a administracdo de TAT-CNTF ndo gerou a depleg¢do de triglicérides dos
adipdcitos da gordura marrom, além de também ndo gerar o baixo crescimento corporal
observados apds tratamento sc com CNTF durante 5 dias (P2 a P7). Em ratos adultos, a
administracao intracerebroventricular (icv) de TAT-CNTF demonstrou que esta molécula ¢
capaz de induzir a fosforilagdo de STAT3 no hipotalamo, porém com menor intensidade
que o CNTF. Sucessivas administragdes icv de TAT-CNTF resultaram em uma perda de
peso nos animais, também significativamente menor do que aquela observada apds

tratamento similar com CNTF. Além disso, verificou-se que os animais que receberam
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administracdes icv ndo apresentaram mobilizagdo de triglicérides armazenados nos tecidos
adiposos, ao contrario do observado nos animais que receberdo CNTF (Vieira e cols., 2007).

Considerando-se a capacidade do TAT-CNTF de induzir fosforilagdo de STAT3 no
hipotdlamo e a sua reduzida capacidade de induzir perda de peso corporal, torna-se
importante determinar quais populacdes de neurdnios sdo responsivas a esta molécula.
Devido ao seu papel na perda de peso gerada pelo CNTF, ¢ muito provavel que os
neurénios do hipotdlamo que expressam POMC apresentem uma menor resposta ao TAT-
CNTF do que ao CNTF.

Além de seu potencial uso no tratamento de doencas que afetam neurdnios motores, o
CNTF apresenta efeitos protetores em outras populagdes neuronais. O CNTF, por exemplo,
¢ capaz de aumentar a resisténcia in vitro de neuroénios hipocampais a excitoxicidade, além
de proteger tais células de lesdo isquémica in vivo (Skaper e cols., 1992; Wen e cols., 1995).
Além destas células, o CNTF ¢ capaz de proteger também neurdnios do estriado da lesdo
excitotoxica induzida por acido quinolinico in vivo (Anderson e cols., 1996; Emerich e
cols., 1996). Entretanto, os efeitos metabdlicos do CNTF também desencorajaram o uso de
aplicacdes sistémicas desta molécula para o tratamento de lesdes hipocampais e de doengas
neurodegenerativas que afetam neurdnios estriatais, tais como a doenca de Huntington.
Considerando nossos dados sobre a capacidade neuroprotetora do TAT-CNTF dissociada
dos efeitos metabolicos do CNTF (Langone e cols. 2004, Vieira e cols., 2007), esta proteina
pode ser uma alternativa para o tratamento de doencas neurodegenerativas que envolvem
neurdnios estriatais e hipocampais.

O objetivo deste trabalho ¢ investigar se a administracdo sistémica do TAT-CNTF

produz efeitos neuroprotetores sobre neurdnios do estriado e do hipocampo e se os mesmos
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podem ser dissociados de possiveis efeitos metabolicos derivados de sua atuagdo sobre

neurdnios hipotalamicos.

- Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, com 6 semanas de idades,
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Os camundongos foram
divididos em grupos de 5 animais, acomodados em caixas plasticas em uma estante
ventilada (Alesco, modelo 9902.001). Estes foram mantidos sob condi¢des de luz (ciclo de
12 horas de claro/escuro), de temperatura (210C) e de umidade (50%) controladas, tendo

livre acesso a agua e racao.

Administraciao subcutinea

Um volume de 0,1 ml de TAT-CNTF (25 nmol/kg, Centro di Ricerche in
Biotenologie Innovative-CRIBI da Universidade de Padova, Italia) ou CNTF (25 nmol/kg,
Centro di Ricerche in Biotenologie Innovative-CRIBI da Universidade de Padova, Italia) ou
PBS foi administrado via subcutanea. Esta via de administragao foi utilizada para verificar
a distribuicdo de células pSTAT3 no cérebro apds administragdo sistémica de TAT-CNTF.
Os tempos que foram utilizados em nossos procedimentos se baseiam no dados de Lambert
e cols. (2001). Estes autores verificaram a presenga de células pSTAT3 positivas no cérebro

de camundongos 90 minutos apds administragdo iv de CNTF.
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Apos os intervalos de 20 ou 90 minutos os animais foram anestesiados com uma
solugdo de tribromoetanol (12,5 mg/ml) na dose de 250mg/kg (ip) e perfundidos através do
ventriculo esquerdo com PBS até a completa remocdo do sangue. Em seguida foram
perfundidos com solugdo fixadora contendo 4% de formaldeido em tampao fosfato (pH 7,4).
O cérebro dos animais foi dissecado, crioprotegido com solucdo de sacarose 30% e

congelados para posterior processamento histologico.

Investigacao de células pSTAT3 positivas através de imunoperoxidase

De cada cérebro previamente processado (congelamento) foram coletados cortes
seriados coronais (8 um) em ldminas gelatinizadas. O bloqueio da peroxidase endogena foi
realizado com solucdo de 1% NaOH e 1% H202 por 20 minutos. Para imunomarcagao de
pSTAT3, as laminas foram incubadas inicialmente em solu¢do contendo 0,3% Glicina por
10 minutos e a seguir em solugdo contendo 0,03% SDS por 10 minutos. O bloqueio dos
sitios inespecificos foi realizado com solugdo BSA (5%) e Triton-X100 0,25% em tampao
PBS pH 7,4 por 1 hora. Os cortes foram entdo incubados com anticorpo primario diluido
em tampao de bloqueio (pSTAT3 — Cell Signaling (1:3000), CNTFRa — Santa Cruz
(1:100)) por 12 horas a 40C em camara imida. A seguir, os cortes foram incubados por 2
horas a temperatura ambiente em solucdo contendo anticorpo secundario conjugado a
biotina. A imunorreatividade foi amplificada através de complexo avidina-biotina
(Vectastain ABC kit, Vector) por 1 hora. Por fim, a marcag¢ao foi revelada através de reacao
de perdxido de hidrogénio com diaminobenzidina e as ldminas foram montadas (Entelan,

Merck) para analise por microscopia Optica (Leica DMLB 100S) em campo claro.
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Investigacio da acao protetora do TAT-CNTF sobre o estriado

Lesao do estriado e tratamento

Previamente a lesdo do estriado os camundongos receberam uma administragdo (sc)
de TAT-CNTF (25 nmol/kg), CNTF (25 nmol/kg) ou PBS. Apoés a lesdo os camundongos
foram tratados diariamente com administragdes (sc) de TAT-CNTF (25 nmol/kg, Centro di
Ricerche in Biotenologie Innovative-CRIBI da Universidade de Padova, Italia) ou CNTF
(25 nmol/kg, Centro di Ricerche in Biotenologie Innovative-CRIBI da Universidade de
Padova, Italia) ou PBS, por trés dias.

Para realizagdo da lesdo do estriado esquerdo dos camundogos foi empregada a
técnica descrita por Hansson e colaboradoes (1999) com modificagdes. Inicialmente os
camundongos foram anestesiados com uma solucdo de tribromoetanol (12,5 mg/ml) na
dose de 250mg/kg (ip). ApoOs anestesia estes foram posicionados em um aparelho
estereotaxico (Insight modelo EFF-331) e, com o auxilio de uma broca odontologica, o
cranio foi perfurado nas coordenadas 0,7 mm anterior ao bregma e 1,9 mm lateral a
esquerda da linha média. A seguir, a ponta de uma agulha 32G acoplada a uma seringa de
10ul foi posicionada na coordenada 2,5 mm ventral ao bregma. O volume de 1 ul de 4cido
quinolinico (30 nmol) foi administrado a uma velocidade de 0,5ul/minuto utilizando-se
uma bomba de microinfusdo (Insight modelo EFF311). Apos a infusdo o orificio no cranio
foi fechado com acrilico auto-polimerizante e a pele foi suturada. Os animais foram entdo
recolocados em suas gaiolas para recuperacao.

Dez dias apds a lesdo os animais foram anestesiados com uma solu¢do de
tribromoetanol (12,5 mg/ml) na dose de 250mg/kg (ip). Os animais foram perfundidos

através do ventriculo cardiaco esquerdo com PBS até a completa remog¢ao do sangue. Em
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seguida foram perfundidos com solugdo fixadora contendo 4% de formaldeido em tampao
fosfato (pH 7,4). O cérebro dos animais foi dissecado, crioprotegido com solucdo de
sacarose 30% e congelados para posterior processamento histolégico.

O peso corporal dos animais foi acompanhado durante todo o procedimento com o

objetivo de observar efeitos metabolicos relacionados as moléculas administradas.

Avaliacao estereoldgica

O cérebro foi posicionado no suporte de um criostato (Leica CM1850) para obtengao
de cortes coronais. A regido do estriado foi inteiramente secionada serialmente em cortes de
40 um, sendo todos os cortes coletados individualmente em placas de cultura de 24 pogos
contendo PBS ¢ 0,05% de azida. Os cortes foram entdo armazenados a 4°C até o uso.

Uma amostragem sistemdtica aleatoria foi realizada para a sele¢do dos cortes
utilizados nas contagens. Para tal, um corte foi selecionado aleatériamente entre os quatro
primeiros obtidos. A partir de entdo, um a cada oito cortes foi selecionado até esgotar-se a
série. Estes cortes foram posicionados serialmente sobre laminas gelatinizadas, corados
com Cresil Violeta e montados com Permount (Fischer) (Galvin e Oorschot, 2003).

Para a contagem foi utilizada a técnica de “Optical Fractionator”. Os neurdnios foram
identificados morfologicamente através de seu nucleo grande, palidamente corado e
citoplasma fortemente corado, contendo corpusculos de Nissl. Em cada corte selecionado, a
area do estriado ipsilateral a lesdo foi delimitada utilizando-se uma objetiva panoramica
(4X). Uma grade composta por quadrados de 250 X 250 um foi aleatoriamente sobreposta
ao corte. Em cada ponto de interseccdo da grade sobre o estriado foi posicionada uma
janela de contagem (frame) de 35 X 35 um. A contagem dos neurdnios foi realizada por

“disector” Optico utilizando-se uma objetiva de 100X (imersdo em o6leo) em um
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microscopio que possui controle motorizado do movimento da platina ao longo do eixo “Z”
(microcator). Antes do inicio da contagem foi medida a espessura do corte em cada frame.
Para isso, a face superior do corte foi definida pela primeira célula que entrar em foco a
medida que o mesmo for deslocado no eixo Z. Da mesma forma, a face inferior foi definida
pela ultima célula que entrar em foco. Para o inicio da contagem o plano de foco foi
posicionado 2 um abaixo da superficie do corte, ndo se considerando assim a regido que
possa ter perdido parte das estruturas a serem contadas durante a obtengdo dos cortes (“lost
caps”). A partir desta profundidade, foram contados todos os nucleos de neurdnios
nitidamente identificaveis & medida que o plano de foco for aprofundado ao longo dos
proximos 10 pm da espessura do corte. Tal espessura (10 um) foi definida como a altura

do “disector” (h). Serdo excluidos da contagem todos os nucleos que contatarem a linha

proibida do frame (West e cols., 1991).

O numero de neuronios foi estimado utilizando-se a seguinte formula: C = 3Q- X

tth X l/asf X 1/ssf, onde C é o nimero total de nicleos de neurdnios; 2Q- ¢ a

somatoria do numero nucleos de neurdnios a serem contados; t € a espessura do corte; h €
altura do “disector” (10 um); asf ¢ a fracdo de area amostrada, calculada como area da
janela de contagem (35 x 35 = 1225 um2) dividida pela area do quadrante do grid de
contagem (250 x 250 = 62500 um?2); sst € a fracdo de cortes em que foram amostradas as
células, como foram selecionados um corte a cada oito, o valor é 1/8. Os neuronios do
estriado contralateral, ndo lesado, também foram contados utilizando-se a técnica acima
descrita.

O volume do estriado ipsilateral a lesdo, bem como o contralateral, foi estimado pelo

método de Cavalieri. A area do estriado em cada corte selecionado foi mensurada e o
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volume foi calculado através da equagdo V(ref)=2a X t, onde V(ref) ¢ o volume calculado,

2a ¢ soma das areas em cada corte ¢ t ¢ a distdncia entre os cortes coletados (320 um)

(Gundersen e cols., 1988).

Investigacdo da acdo neuroprotetora do TAT-CNTF sobre neuronios do
hipocampo

Previamente a lesdo do hipocampo os camundongos receberam uma administragao
(sc) de TAT-CNTF (25 nmol/kg, Centro di Ricerche in Biotecnologie Innovative-CRIBI da
Universidade de Padova, Italia), CNTF (25 nmol/kg, Centro di Ricerche in Biotecnologie
Innovative-CRIBI da Universidade de Padova, Itidlia) ou PBS. Apos a lesdo, os
camundongos foram tratados diariamente com administracdes (sc) de TAT-CNTF (25
nmol/kg) ou CNTF (25 nmol/kg) ou PBS, por trés dias.

Para realizacdo da lesdo do hipocampo dorsal esquerdo dos camundogos foi
empregada a técnica descrita por Gouder e colaboradores (2004) com modificagdes.
Inicialmente os camundongos foram anestesiados com uma solugado de tribromoetanol (12,5
mg/ml) na dose de 250mg/kg (ip). Apds anestesia foram posicionados em um aparelho
estereotaxico (Insight modelo EFF-331) e, com o auxilio de uma broca odontologica, o
cranio foi perfurado nas coordenadas 1,5 mm posterior ao bregma e 1,8 mm lateral a
esquerda da linha média. A seguir, a ponta de uma agulha 32G acoplada a uma seringa de
10ul foi posicionada na coordenada 1,9 mm ventral ao bregma. O volume de 0,5 pl de
acido cainico (1 nmol) foi infundido a uma velocidade de 0,5ul/minutos utilizando-se uma

bomba de microinfusdo (Insight modelo EFF311). Apos a infusdo o orificio no cranio foi
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fechado com acrilico auto-polimerizante e a pele foi suturada. Os animais foram entio
recolocados em suas gaiolas para recuperacao.

Vinte e quatro horas ap6s o Ultimo tratamento os animais foram anestesiados com
uma solugdo de tribromoetanol (12,5 mg/ml) na dose de 250mg/kg (ip). Os animais foram
perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo com PBS até a completa remogao do
sangue. Em seguida foram perfundidos com solucdo fixadora contendo 4% de formaldeido
em tampao fosfato (pH 7,4). O cérebro dos animais foi dissecado, crioprotegido com
solugdo de sacarose 30% e congelados para posterior processamento histologico.

O peso corporal dos animais foi acompanhado durante todo o procedimento com o

objetivo de observar efeitos metabolicos relacionados as moléculas administradas.

Avaliacao estereoldgica

O cérebro foi posicionado no suporte de um criostato (Leica CM1850) para obtengao
de cortes coronais. A regido do hipocampo dorsal foi inteiramente secionada serialmente
em cortes de 40 um, sendo todos os cortes coletados individualmente por técnica de “free
floating” em placas de cultura de 24 pocos contendo PBS e 0,05% de azida. Os cortes
foram entdo armazenados a 4°C até o uso.

Uma amostragem sistematica aleatoria foi realizada para a selecdo dos cortes a serem
utilizados para as contagens. Para tal um corte foi selecionado aleatériamente entre os
quatro primeiros obtidos. A partir de entdo, um a cada oito cortes foi selecionado até
esgotar-se a série. Estes cortes foram posicionados serialmente sobre laminas gelatinizadas,
corados com Cresil Violeta e montados com Permount (Fischer) (Galvin e Oorschot, 2003).

O ntmero de neurdnios piramidais das regides CAl, CA2+CA3 e de neurdnios

granulares do giro denteado ipsilaterais a lesdo foram estimados utilizando-se o0 método de
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“Optical Fractionator” como acima descrito. A regido CAl é formada por uma camada
densamente empacotada de células piramidais menores do que aquelas das camadas CA2 e
CA3. A transi¢do de CAl para o subiculum pode ser definida pela perda do denso
empacotamento  observado na primeira. Os neuronios foram identificados
morfologicamente através de seu nucleos grandes, palidamente corados e citoplasma
fortemente corado, contendo corpusculos de Nissl. Para CA1 foi utilizada uma janela de
contagem de 17 X 17 pm, para CA2+CA3 23 X 23 pm e para o giro denteado 12 X 12 pum
(West e cols., 1991; Fitting e cols., 2007). Os neurdénios dessas mesmas regides do
hipocampo contralateral, ndo lesado, também foram contados utilizando-se a técnica acima
descrita.

O volume da camada piramidal das regides CA1l, CA2+CA3 e da camada granular do
giro denteado de cada animal foi estimado pelo método de Cavalieri. Para isso a area de

cada regido em cada corte selecionado foi mensurada. O volume foi entdo calculado para

cada regido separadamente através da equacdo: V(ref)=2a X t, onde V(ref) é o volume

calculado, 2a é soma das areas em cada corte e t € a distancia entre os cortes coletados (320

um) (Gundersen e cols., 1988).
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- Resultados

Imunohistoquimica para pSTAT3 apés adminsitracdo sub-cutinea de CNTF ou

TAT-CNTF

A administragdo subcutanea de TAT-CNTF foi capaz de ativar células no nucleo
arqueado do hipotdlamo de camundongos adultos. Porém tal ativagdo se deu em menor
intensidade quando comparado a camundongos que receberam administragdo de CNTF.
Estes apresentam um numero maior de células pSTAT3 positivas no nucleo arqueado do
hipotalamo. Os dados obtidos no presente trabalho indicam que administragcdes subcutaneas
de TAT-CNTF em camundongos adultos ndo irdo induzir efeitos metabolicos deletérios.
Sendo a possivel causa deste fendmeno a reduzida atividade do TAT-CNTF no nucleo

arqueado do hipotalamo.

Contagem de neuronios por estereologia na lesio do hipocampo com acido

cainico — Regiao CA2/CA3

Os animais do grupo PBS (n=3) apresentaram indice de sobrevivéncia médio (nimero

de neuronios do lados lesado / nimero de neurdnios no lado contra-lateral a lesao) de 0,39,
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ou seja, em média apresentaram perda de 41% dos neurdnios devido a lesdo. Foi realizada
contagem de apenas um animal do grupo tratado com CNTF e um do grupo TAT-CNTF

sendo encontrado indice de sobrevivéncia 0,44 e 0,61 respectivamente.

Contagem de neurénios por estereologia na lesdo do corpo estriado com acido

quinolinico

Foi realizado a contagem de neurdnios de apenas um animal do grupo PBS, sendo que
este apresentou indice de sobrevivéncia de 0,43. Os animais do grupo TAT-CNTF (n=2)
apresentaram indice médio 0,45 ao passo que do grupo CNTF (n=2) apresentaram indicie

médio 0,68.
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