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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Luana Barbosa Correa

O galato de metila (GM) é um derivado de acidos fendlicos encontrado em varias espécies de
plantas, que apresenta efeitos biologicos dos quais se destacam sua acdo antioxidante,
antitumoral e antimicrobiana. Evidéncias indiretas sugerem um possivel efeito anti-
inflamatdrio do GM, dentre eles a reducdo da producéo de interleucina (IL)-6 e 6xido nitrico
(NO) ao inibir a fosforilacdo de ERK1/2 em macréfagos estimuladas por LPS. No entanto, ndo
ha relatos na literatura demostrando o efeito anti-inflamatorio do GM em modelos in vivo. A
artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria e sistémica no qual fatores
genéticos e ambientais contribuem para o seu desenvolvimento. A inflamacéo e o dano articular
sdo mediados pelo influxo de leucdcitos para o espaco sinovial, como neutréfilos e macréfagos.
Essas células sdo responsaveis pela producdo de mediadores inflamatorios tais como citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos que contribuem para a formacdo de um tecido invasivo
denominado de pannus. Diferentes modelos experimentais sdo utilizados para o estudo da
fisiopatologia da AR, incluindo a artrite induzida por zimosan que apresenta similaridades com
a doenca humana. Nas Ultimas décadas, a AR tem sido tratada com anti-inflamatorios néo
esteroidais, glicocorticoides e os farmacos antirreumaticos modificadores da doenca.
Recentemente, agentes biologicos (anticorpos ou receptores soltveis) foram incorporados a
terapia. Apesar da eficacia clinica desses medicamentos, muitos pacientes ndo tém uma resposta
significativa ou interrompem o tratamento devido a efeitos adversos. Além disso, a
disponibilidade limitada de produtos bioldgicos eficazes em paises em desenvolvimento, a
necessidade de administracdo parentérica, e 0 custo relativamente elevado destes produtos,
restringem 0 acesso a essas terapias em muitos pacientes com AR e isso promove uma busca
continua para a identificacdo de novos alvos terapéuticos e desenvolvimento de novos
medicamentos. Produtos derivados de plantas com a¢do anti-inflamatdria tm um potencial na
luta contra a artrite. Estes incluem os flavondides, terpenos, quinonas, catequinas, alcaloides e
derivados de &cidos fendlicos. No presente trabalho, demonstramos que o GM possui efeito
anti-inflamatério nos modelos de edema de pata, pleurisia e artrite induzidos por zimosan. O
GM foi capaz de inibir diferentes parametros da artrite experimental tais como: a formacéo de
edema articular, a migracdo de leucdcitos para a articulacdo inflamada e a producdo de
mediadores inflamatérios tanto proteicos quanto lipidicos em dois periodos do processo
inflamatdrio, 6 e 24 horas. Além disso, 0 GM foi capaz de inibir diretamente a migracédo e
adesdo dos neutréfilos e também alterou a polimerizacdo de filamentos de actina necessarios
para mobilizacdo celular. Por fim, 0 GM foi capaz de inibir a ativacdo de macrofagos induzida
por zimosan e IFN-y através da reducdo da producdo da citocina IL-6, NO, expressdo das
enzimas COX-2 e iNOS, além de diminuir o influxo de calcio dos compartimentos
intracelulares para o citosol da célula. Tomados em conjunto, os resultados demonstraram um
efeito anti-inflamatério do GM em modelos de inflamacdo induzido pelo zimosan,
principalmente na artrite experimental inibindo o acimulo de neutrofilos e a ativagdo de
macrofagos.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Luana Barbosa Correa

Methyl Gallate (MG) is a phenolic acids derivative found in several plant species, which has
biological effects with the following highlights antioxidant, antimicrobial and antitumor
actions. Indirect evidences suggest a possible anti-inflammatory effect of MG, among them the
reduction in the interleukin (IL)-6 and nitric oxide (NO) production by inhibiting the ERK1/2
phosphorylation in LPS-stimulated macrophages. However, there are no reports in the literature
demonstrating the anti-inflammatory effect of MG in in vivo models. Rheumatoid arthritis (RA)
Is an autoimmune, inflammatory and systemic disease, wherein genetic and environmental
factors contribute to their development. Inflammation and joint damage are mediated by the
leukocytes influx into the synovial space, such as neutrophils and macrophages. These cells are
responsible for inflammatory mediators production such as cytokines, chemokines, and lipid
mediators that contribute to the formation of an invasive tissue called pannus. Different
experimental models are used to study the RA pathophysiology, including zymosan-induced
arthritis which presents similarities to the human disease. In recent decades, RA has been treated
with nonsteroidal anti-inflammatory drugs, glucocorticoids and the disease-modifying
antirheumatic drugs. Recently, biological agents (antibodies or soluble receptors) were added
to the therapy. Despite the clinical efficacy of these drugs, many patients do not have a
significant response or interrupt the treatment due to adverse effects. In addition, the limited
availability of effective biological products in developing countries, the need of parenteral
administration, and the relatively high cost of these products, restrict access to these therapies
in many patients with RA and that promotes a continuous search for identification of new
therapeutic targets and development of new medicines. Products derived from plants with anti-
inflammatory action have a potential in combating arthritis. These include flavonoids, terpenes,
quinones, catechins, alkaloids and derivatives of phenolic acids. In this study, we demonstrate
that MG has anti-inflammatory effects on paw edema, pleurisy and arthritis models induced by
zymosan. MG was able to inhibit different parameters of the experimental arthritis such as
edema formation, leukocyte migration into the inflamed joint, and inflammatory mediators
production protein and lipid mediators in two periods of the inflammatory process, 6 and 24
hours. Moreover, the MG was able to directly inhibit the neutrophil migration and adhesion and
has also changed the actin filaments polymerization required for cell mobilization. Finally, the
MG was able to inhibit macrophage activation induced by zymosan and IFN-y by reducing the
cytokine IL-6 and NO production, COX-2 and iNOS expression, in addition to reduce the
calcium influx of intracellular compartments into the cytosol of the cell. Taken together, the
results demonstrated an anti-inflammatory effect of MG in zymosan-induced inflammation
models, especially in the experimental arthritis by inhibiting the neutrophils accumulation and
macrophage activation.

viii



SUMARIO

=] U [ SRR vii
A B ST RA T ettt et e e e e nr e e et e e e aaeeaareeanes viil
1 INTRODUGAD ..ottt sttt ettt ettt e s e b et b ene et e e et ene it s 1
I N [ N Yo7\ o ST SPTSPRP 1
1.2 INFLAMAGAO ARTICULAR ...ccctvtiittieiteeestteeestteeastsaeasssaeasaeeaseeesnseessnseeesnseeesnseeesnseeesssens 1

1.3 O PAPEL DOS MACROFAGOS E NEUTROFILOS NA INICIACAO E PROPAGAGCAO DA ARTRITE

REUMATOIDE ... .cutteuteittesteetesteesteeteassesseesseassesteeaseassesssesseesseaseeaseansesseesaeenseanseaseenteansesreenseaneenns 4
1.4 MEDIADORES INFLAMATORIOS NA ARTRITE REUMATOIDE .....vvevvveieiiiesieeie e siee e 6
1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMAGAO ARTICULAR.......ccoveiiteeireesreestnesiveessneenseens 9
15.1 MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR ZIMOSAN ......ccvveeiiuvneeeninnnns 10

1.6  INTERVENCAO MEDICAMENTOSA NA ARTRITE REUMATOIDE .......ccovviiiiriiiee e seciivnnen, 12
1.7 GALATO DE METILA . tttiiittteetieestteesieeessteeassteeasstaeasbaeeabeeeasbeeeanbeessnbeeesnbeeesnbeeensneeenes 15

A © 1 N | = 1 1Y 1 SR 18
128 R © 1N = 1Y@ N 1= 7 ISP 18
2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS: .. uttteiutiteitieeasiteesssttessitessstesestesssnseessssesssssesssssesssssesssssesssssesans 18

3 MATERIAL E METODOS. .. .ceeittteitittessieeasseteasssesasssseassssssnssesssssssssesessessssessssesssssessssessnsns 19
3.1 EXPERIMENTOS INVIVO ..ottt 19

1 00 00 A A N1 13 PSRRI 19



K T {7 ] = N 1 = PSPPSR 19
3.1.3  TRATAMENTOS ...eeetieiutie sttt te ettt ettt et e st e be e ssb e e ke e s st e e abe e s st e e ebeeambeenbeeeneeenneeanes 20
3114 EDEMA DE PATA ..ttt ettt ettt be e e et e e nne e 20
3.1.5  PLEURISIA INDUZIDA POR ZIMOSAN .....cciuiieriaierieriaseseeeasessensesessessessssessessssessenees 21
3.1.6  INDUGAO DA ARTRITE POR ZIMOSAN ....ccuerieriruerieriaseseeseaessessesessessesessessessssessenees 21
3.1.7  CONTAGEM DOS LEUCOCITOS ....eeiutieiuriaieesireasteesiseesiesssseesiesssseessesssseesseessesssnesnns 22
318 HISTOLOGIA ..ottt ettt sttt et 22
3.1.9  QUANTIFICAGAO DE MEDIADORES PROTEICOS POR ELISA.........ccoceiviiiiieiienn 23
3.1.10 QUANTIFICAGAO DE LTB4E PGE2......ciiiiiiiiiii i 23
3.2 EXPERIMENTOS IN VITRO ..iiiiiiiiiiieiie sttt sttt ettt ettt 23
3.21  ISOLAMENTO DE POLIMORFONUCLEARES DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS
23
3.2.2  ANALISE DA VIABILIDADE DE NEUTROFILOS IN VITRO ...cccviiiieiiiiiieiee e 24
3.2.3  ENSAIO DE QUIMIOTAXIA ....uuiiiiieaieesiieanieesieeesteeasteesieessbeesiessnteessessnseesseesseesneeanes 24
3.2.4  ENSAIO DE ADESAO CELULAR.....ccutiiiietie ittt enteesiteesieesteesieesnteestee e sbee s e nnee s 25
3.25  MONTAGEM DE F-ACTINA (POLIMERIZAGAQO DE ACTINA) ...covevvieirieieeiesieeseeeneeas 25
3.2.6  CULTIVO DE MACROFAGOS JTTAA.L ...ttt 26
3.2.7  ANALISE DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS J774A.1 INVITRO ...cceevviriieine 26
3.2.8  ATIVACAO DOS MACROFAGOS E PRODUGCAO DE IL-6.......coevvveeiiiieeiiec e 26



3.2.9 DOSAGEM DE NITRITO PELO METODO DE GRIESS......cciiiieiiiieiiieesiieeesiieessinee s 27

3.2.10 PREPARO DOS EXTRATOS CELULARES E WESTERN BLOT.....ccooiiiiiiieeiieeiee i 27
3.2.11 MENSURAGAO DOS NIVEIS DE CALCIO INTRACELULAR ......cccvveiitiieeiieeesireeenineeans 28
3.2.12  ANALISE ESTATISTICA. ..c.iititiieiiste ettt sttt 28
4 RESULTADOS .. .cutettitesteseatesteseastasessessasessessasessassessaseasessessasessessessssessessasessessessesessensesessensens 29

4.1 CURVA DOSE-RESPOSTA DO GALATO DE METILA NOS MODELOS DE EDEMA DE PATA E

PLEURISIA INDUZIDOS POR ZIMOSAN ....uueeteetteeeeeeeseaeesasesessnaseseesasesessnsesessnsssessnasesesnnsesennns 29

4.2 AVALIAGAO DA INFLAMAGAO ARTICULAR INDUZIDA POR ZIMOSAN EM DIFERENTES
TEMPOS Lo 32

4.3 EFEITO DO GALATO DE METILA NA FORMAGAO DE EDEMA E ACUMULO CELULAR NA

ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZIMOSAN EM CAMUNDONGOS .......ccociviiiiiiiiiiiinen, 34

4.4 EFEITO DO GALATO DE METILA NOS MEDIADORES INFLAMATORIOS PRESENTES NA

ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZIMOSAN.......ciieitieiesieesteaeesseessesseesseessesseesseessesseens 40
4.5 EFEITO DO GALATO DE METILA EM NEUTROFILOS MURINOS IN VITRO ....ccouvvveeeiiieeeeanns 43
4.6  EFEITO DO GALATO DE METILA EM MACROFAGOS ESTIMULADOS COM ZIMOSAN ........ 48
I B T 1ol U - Lo OSSPSR 55
I O] o] 1111 o OSSO 64
VA =] (L= [0 T PSPPI 65
8 APENDICE A ..ottt 81

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. 1: Estrutura da articulacéo sinovial de um paciente saudavel e um paciente

COM AFEFITE FEUMATOIE ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e ee e e eeeeeeenaaans 2

Figura 1. 2: Modelo de reconhecimento de particulas de zimosan por uma célula do

SISEMA IMUNE TNATO. .o 12

Figura 1. 3: Estrutura quimica da substancia galato de metila. .............ccccccceeveviiiiinenne 16

Figura 4. 1: Efeito do pré-tratamento com o0 GM sobre a formacéo de edema de pata. .30

Figura 4. 2: Efeito do pré-tratamento com 0 GM na pleurisia..........ccccoovvereinenennienennns 31

Figura 4. 3: Estudo da inflamacéo articular induzida por zimosan. ............ccccccceevveieennnne 33

Figura 4. 4: Efeito do pré-tratamento com o0 GM na formagéo de edema articular......... 34

Figura 4. 5: Efeito do pré-tratamento com o0 GM sobre a migracao celular na artrite

EXPEITMENTAL. ..t b bbb 36

Figura 4. 6: Histopatologia representativa do efeito do GM sobre a inflamacéo articular

induzida por zimosan 6 horas ap0s 0 eStimuI0. ..........ccccccveiiiicii e 38

Figura 4. 7: Histopatologia representativa do efeito do GM sobre a inflamagéo articular

induzida por zimosan 24 horas apds 0 eStIMUI0. ...........ccceeviiiiii e 39

Figura 4. 8: Efeito do pré-tratamento com o0 GM sobre a producéo de mediadores

inflamatorios na artrite eXperimental............cccooo i 41

Figura 4. 9: Efeito do pré-tratamento com o GM sobre a producéo de mediadores

lipidicos na artrite eXPerimMeNtal ....... ... 42

xii



Figura 4. 10: Efeito do GM na quimiotaxia de neutrofilos murinos...........cccccceevvieivennnne 44

Figura 4. 11: Efeito do GM na adeséo de neutrofilos Murinos..........c.cccevevicinccnncnn, 45

Figura 4. 12: Efeito do GM na polarizacao dos filamentos de actina nos neutrofilos......47

Figura 4. 13: Efeito do GM na producéo de IL-6 em macrdfagos murinos J774A.1. ......49

Figura 4. 14: Efeito do GM na expressdo da enzima COX-2 em macréfagos murinos
JTTAAL. .t e a e nnrres 50

Figura 4. 15: Efeito do GM na producédo de NO e na expressao de iNOS em macrdéfagos
MUETNOS J7TAA. L. oot bbbt bbb e e st e st et et sbesbesbennenreas 52

Figura 4. 16: Efeito do GM na liberacao intracelular de calcio em macro6fagos murinos
JTTAA. L. .ottt bbbt b e bRt ettt R et be Rt ne et it 54

Xiii



LISTA DE TABELAS

Tabela 4. 1: Efeito do GM na viabilidade de neutréfilos murinos.

Tabela 4. 2: Efeito do GM na viabilidade de macrofagos murinos

Xiv



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AlE:
AINE:
AP-1:
AR:
BSA:
Ca*2
CAM:
CCL:
CD:
CO:a:
COX:
CXCL:
d.C.:

Dexa:

DMARD:

DNA:
EBV:
EDTA:
EIA:
ELISA:
EPM:
ERK:
F-actina:
FR:

G:

g:

GM:

GM-CSF:

GPCR:
H202:
HBSS:
HCI:

Anti-inflamatorio esteroidal
Anti-inflamatdrio ndo esteroidal
Proteina ativadora-1
Artrite reumatoide
Albumina sérica bovina
Calcio
Molécula de adesé&o celular
Ligante de quimiocinas CC
do inglés, cluster of differentiation
Dioxido de carbono
Ciclo-oxigenase
Ligante de quimiocinas CXC
Depois de Cristo
Dexametasona
do inglés, disease-modifying anti-rheumatic drug
Acido desoxirribonucléico
Virus Eptein-Barr
Acido etileno diamino tetra acético
do inglés: Enzyme Immunoassay
do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Erro padrdo da média
Quinase regulada por sinal extracelular
Filamentos de actina
Fator reumatoide
Gauss
Gravidade
Galato de metila
do inglés, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Receptor acoplado a proteina G
Peroxido de hidrogénio
Solug¢do salina tamponada de Hank’s

Acido cloridrico

XV



HLA: Antigeno leucocitario humano

i.pl.: Intraplantar

la.: Intra-articular

i.p.: Intraperitoneal

IA: indice de adeséo

IFN-y: Interferon-y

Ig: Imunoglobulina

IL: Interleucina

INOS: Oxido nitrico sintase induzida
JAM: Molécula de adesdo juncional
LFA-1: do inglés, lymphocyte function-associated antigen-1
LT: Leucotrieno

MAC-1: do inglés, macrophage-1 antigen

MCP-1: do inglés, monocyte chemoattractant protein-1
MHC: do inglés, major histocompatibility complex
MIP-la: do inglés, macrophage inflammatory protein-1la
mm: Milimetros

MMP: Metaloproteinase de matriz

NADPH-oxidase: do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase

NF-kB: Fator nuclear-xappa B

ng: Nanogramas

nM: Nanomolar

NO: Oxido nitrico

OA: Osteoartrite

PBS: Solucdo salina tamponada
pg: Picogramas

PG: Prostaglandina

PI3K: do inglés, phosphatidylinositol-3kinase
PLA: do inglés, phospholipase A
PLC: do inglés, phospholipase C
PMN: Polimorfonuclear

ROS: Espécies reativas de oxigénio
TLR: Receptor do tipo Toll

TNFR: Receptor de TNF

XVi



TNF-a:

ZAP-70:

ng:
pL:

pm:

Fator de necrose tumoral-a

do inglés, zeta-associated protein 70
Micrograma

Microlitro

Micrémetro

Micromolar

XVii



1 INTRODUCAO

1.1 INFLAMACAO

A reacdo inflamatéria € um fendmeno estereotipado, que ocorre em tecidos
vascularizados em resposta a diferentes estimulos fisicos, quimicos ou infecciosos. (Rajakariar,
Yaqoob e Gilroy, 2006). Referéncias a resposta inflamatoria podem ser encontradas em textos
médicos antigos da época medieval, mas a primeira definicdo dos sinais estereotipados foi feita
pelo médico romano Cornelius Celsus, no século | d.C. Estes sintomas ficaram conhecidos
como 0s quatro sinais cardinais da inflamacé&o: rubor, calor, inchaco e dor (Medzhitov, 2010).
O quinto sinal cardinal, perda da funcéo, foi adicionado por Rudolph Virchow em 1858 (Majno
e Joris, 2004).

A inflamacdo aguda é a primeira resposta do organismo na tentativa de restringir o dano
tecidual ou o sitio de infeccdo e em geral, exibe um rapido desenvolvimento e uma curta
duragcdo. No entanto, em algumas doencas, a ativacdo persistente do sistema imune, pode
induzir uma inflamacdo crénica resultando em consequéncias patoldgicas (Nathan e Ding,
2010). Além disso, a compreensdo sobre componentes inflamatdrios em diversas doencas
crénicas, tais como diabetes do tipo 11, aterosclerose, doencas neurodegenerativas, autoimunes
(como artrite reumatoide) e o cancer foram marcantes nas Ultimas décadas (Lawrence e Gilroy,
2007).

1.2 INFLAMACAO ARTICULAR

A artrite € um processo inflamatdrio articular que pode ser decorrente de diferentes
etiologias tais como injuria mecéanica, deposicdo de cristais (osteoartrite) ou processos
autoimunes. Algumas caracteristicas inflamatdrias da atrite estdo relacionadas a estrutura

anatémica das articulagfes (Cassim et al., 2009).

A articulagdo é constituida por duas superficies 6sseas recobertas pela cartilagem

articular, ligamentos e membrana sinovial que formam a cépsula articular, a qual delimita a



cavidade preenchida pelo liquido sinovial (Espanha, 2010). A membrana sinovial é constituida
por sinovidcitos do tipo A (macrdfagos sinoviais) e do tipo B (fibroblastos sinoviais), além de
Vasos sanguineos e nervos sensoriais. Os sinoviocitos sdo as células responsaveis pela producéo
do liquido sinovial que promove a lubrificacéo da articulacéo reduzindo o atrito e facilitando o
movimento (Kosinska et al., 2015). A cartilagem articular € composta, predominantemente,
pela matriz extracelular (colagenos, proteoglicanos e &cido hialurdnico) e pelos condrocitos
(Nagase e Kashiwagi, 2003). Na Figura 1. 1 A pode ser observado a estrutura da articulacéo

sinovial.

(B)
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Figura 1. 1: Estrutura da articulagdo sinovial de um paciente saudavel e um paciente com artrite
reumatoide. (A) Na articulacdo sinovial, as superficies articulares dos 0ssos sdo protegidas por uma
cartilagem fibrosa que forma uma bolsa onde se encontra a articulacdo. A &rea dentro dessa capsula
articular é chamada de cavidade articular e esta repleta de liquido sinovial, que nutre a articulagdo e
permite que as superficies deslizem entre si. O liquido sinovial em condices fisiologicas é acelular. O
revestimento sinovial é composto por dois tipos celulares que morfologicamente, fenotipicamente e
funcionalmente podem ser subdivididos em sinovidcitos do tipo A (semelhantes a macr6fagos) e do tipo
B (semelhantes a fibroblastos). (B) A membrana sinovial de pacientes com AR é ativada e hiperplasica
com a proliferagdo local dos sinovidcitos. Simultaneamente, varias células do sistema imune sdo
recrutadas para a articulagdo inflamada. A membrana sinovial inflamada invade gradualmente as
estruturas articulares como cartilagem e osso com a formagéo do pannus reumatoide. O aumento da
celularidade da membrana sinovial requer uma oxigenacao adequada que é suportada pela angiogénese.
A producdo de mediadores inflamatorios e enzimas que degradam a cartilagem e desregula o
metabolismo 6sseo, 0 que eventualmente leva a destruicdo da articulagdo. Modificado de (Patakas,
2011).



A artrite reumatoide (AR) é um dos disturbios articulares mais comuns, afetando de
0,5% a 1% da populacdo mundial sendo mais frequente na populacdo adulta. E uma doenca
autoimune cronica, que acomete principalmente as pequenas articulacdes, manifestando-se
como sinovite (inflamacdo da membrana sinovial) a qual promove a destruicdo articular,
causando dor e rigidez (Scott, Wolfe e Huizinga, 2010). A taxa de incidéncia entre mulheres e
homens é de aproximadamente 2 a 4 mulheres para cada homem (Gabriel e Michaud, 2009). O
motivo para esta diferenca entre os sexos é desconhecido, mas pressupde-se estar relacionado
com questdes hormonais e funcdes imunoldgicas (Khurana e Berney, 2005). O gasto anual
com o tratamento da AR é de aproximadamente dezesseis bilhdes de dolares, incluindo os
custos socio econdémicos diretos, como as despesas médicas, e custos indiretos, como a queda

de produtividade e reducdo da qualidade de vida do paciente (Dunlop et al., 2003).

A etiologia da AR é multifatorial, com componentes imunes, genéticos e ambientais que
juntos levam a um disturbio inicial da imunidade inata e adaptativa com subsequente
inflamacdo cronica (Asquith et al., 2009). Em relacdo ao aspecto genético tem sido observado
uma frequéncia elevada de pacientes com AR, que expressam o antigeno leucocitario humano
DR4 (HLA-DR4). A presenca deste antigeno é reconhecida como um fator de predisposicdo
genética para o desenvolvimento da doenca (Lee et al., 2008; Raychaudhuri, 2010). Outras
pesquisas demonstram que algumas infecgfes sdo desencadeadoras da AR, por exemplo, a
infecgdo pelo virus Epstein-Barr (EBV). O virus Epstein-Barr e o colageno tipo Il possuem
epitopos comuns, e em individuos geneticamente susceptiveis, uma reacdo imunoldgica
dirigida ao EBV pode afetar a cartilagem articular rica em colageno tipo Il (Blaschke et al.,
2000; Firestein, 2005).

O inicio da AR se da com a ativacdo de linfécitos T, que por sua vez estimulam
sinovidcitos a produzirem mediadores inflamatérios, como a interleucina (IL)-1p, IL-6 e o fator
de necrose tumoral-o. (TNF-a) (Choy e Panayi, 2001). Estes linfocitos ativam as células B que
proliferam e se diferenciam em plasmacitos produzindo anticorpos, tais como o anticorpo
contra a por¢do Fc da 1gG conhecido como fator reumatoide (FR). Os anticorpos formam
complexos imunes que aumentam a permeabilidade vascular e promovem o acimulo de células
polimorfonucleares (Nielen et al., 2004). Além disso, ocorre uma intensa proliferacdo das
células de revestimento sinovial (sinoviécitos do tipo A e B) e uma angiogénese local (Tarner

et al., 2005), que levam a formagdo de um tecido capaz de invadir estruturas adjacentes como



cartilagem e 0sso denominado pannus reumatoide (Mdiller-Ladner et al., 2005; Rannou et al.,
2006) (Figura 1.1 B).

1.3 OPAPEL DOS MACROFAGOS E NEUTROFILOS NA INICIAGAO E PROPAGAGAO DA ARTRITE
REUMATOIDE

A imunidade inata € um mecanismo de defesa chave ndo s6 na prevencao da invasdo do
organismo por microrganismos, mas também na contribuicdo para a patogénese de doencas
autoimunes e inflamatérias (Gierut, Perlman e Pope, 2010). As células efetoras da imunidade
inata (tais como, macrofagos e neutréfilos) sdo encontradas na sindvia reumatoide, e provas
crescentes indicam que elas estdo envolvidas diretamente na inflamacdo das articulacGes e na

destruicdo da cartilagem articular (Falgarone, Jaen e Boissier, 2005).

Os macrofagos do revestimento sinovial e os do infiltrado celular desempenham um
papel crucial no surgimento e na manutencao da artrite (Mulherin, Fitzgerald e Bresnihan, 1996;
Hofkens et al., 2013). Alguns relatos cientificos corroboram com esta afirmativa, mostrando
que a eliminacdo seletiva dos macrofagos antes da inducdo ou durante a artrite experimental
reduz a inflamag&o sinovial (van Lent et al., 1998; Van Lent et al., 1998). Além disso, foi
observado que em pacientes com AR, a quantidade dos macréfagos no revestimento sinovial
estd correlacionada com a progressdo da doenca (Kinne, Stuhimiller e Burmester, 2007). A
participacdo direta ou indireta dos macréfagos na destruicdo 6ssea tem sido relatada. Na AR as
células monociticas podem se diferenciar em osteoclastos maduros (Deng e Lenardo, 2006),
que sdo células responsaveis pela destruicdo dssea (Boyle, Simonet e Lacey, 2003). Em adic¢éo,
a diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos sdo reguladas pelo RANKL (ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B), que é uma molécula da familia do TNF principalmente

produzida pelos macréfagos (Boyce e Xing, 2007).

Nas articulacdes os macrofagos podem ser ativados por varios mediadores, dentre eles
o interferon-y (IFN-y) produzido pelos linfocitos Thl (Drexler et al., 2008). A ativagdo dos
macréfagos também pode ser resultado do contato célula-célula com as células T adjacentes
(Mclnnes, Leung e Liew, 2000; Burger e Dayer, 2002). Quando estimulados no tecido sinovial
0s macréfagos produzem niveis elevados de citocinas e quimiocinas, tais como IL-1B, TNF-a,
IL-6, IL-8, o fator estimulador de col6nia de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), proteina
inflamatdria de macrofago 1-a (MIP-1a) e proteina quimioatrativa de monocitos-1 (MCP-1)

(Kinne et al., 2000; Firestein, 2005). Além disso, observa-se uma deficiéncia dos mecanismos



de morte celular na AR, (Pope, 2002) que leva ao acumulo de macrofagos ativados que
produzem uma variedade de citocinas e quimiocinas, que contribuem para a cronificagdo do
processo inflamatorio e consequente destruicdo das articulac@es afetadas (Kinne, Stuhimdller e
Burmester, 2007).

Outra célula que merece destaque na patogénese da AR é o neutrofilo. Os neutrofilos
sdo abundantes no fluido sinovial de pacientes com AR ativa, sendo que uma articulacdo do
joelho tipica pode possuir 2 x 10° células, das quais 90% sdo neutrofilos (Cross et al., 2005).
Durante muitos anos, foi considerada que a maior contribui¢do dos neutrofilos para a patologia
de doencas inflamatdrias, tais como a AR, era a liberacdo de produtos citotoxicos. De fato, de
todas as células envolvidas na patologia da AR, os neutrofilos tém o maior potencial citotdxico,
entretanto, atualmente estas células sdo reconhecidas pelo seu papel ativo na orquestragdo da
inflamacdo (Firestein, 2005; Mantovani et al., 2011). Esta regulacdo é caracterizada: pelo
aumento da expressdo de receptores da membrana plasmatica como o MHC de classe II; por
interacdes célula-célula; pela liberacdo de proteases e pela secrecdo de uma variedade de
citocinas (IL-1p, IL-12, IL-18, IL-23, TNF) e quimiocinas (CCL2, CCL4, CCL5, CXCLS8), que
regulam a funcéo de outras células do sistema imunoldgico (Cascéo et al., 2010; Mantovani et
al., 2011; Németh e Mdcsai, 2012).

O recrutamento dos neutréfilos € um evento chave para a exacerbagdo do processo
inflamatdrio articular (Cross et al., 2005) cuja dinamica de migracdo segue a via classica da
cascata de recrutamento dos leucdcitos: captura, rolamento, adesdo firme e, finalmente, a

transmigracao.

A captura dos neutrofilos ocorre ap6s mudancas na superficie do endotélio induzida por
mediadores inflamatérios, como TNF-a que levam a expressdo E- e P-selectinas que se ligam
a L-selectina nos neutréfilos. Na AR a mobilizacdo dos neutréfilos para a cavidade sinovial
ocorre através de quimiocinas, fragmento do sistema complemento C5a e leucotrieno B (LTBa4)
(Chen et al., 2006; Chou et al., 2010; Sadik et al., 2012). Ao rolarem pelo endotélio os
neutréfilos entram em contato com as quimiocinas CXC que tem um papel importante na
ativacdo dos neutrdfilos (Sanz e Kubes, 2012). As CXC incluem CXCL-8 (também conhecida
como IL-8 em humanos) e os seus analogos murinos: CXCL-1 (também conhecido como KC),
CXCL-2 e CXCL-5 (também conhecido como LIX). Essas quimiocinas ligam-se ao CXCR2
nos neutréfilos e promovem sua adesdo ao endotélio (Pruenster et al., 2009; Williams et al.,
2011).



A ativacdo de receptores de quimiocinas induz alterac6es na conformacéo de integrinas
na superficie dos neutrdfilos, que levam ao aumento da afinidade destas moléculas
(Kolaczkowska e Kubes, 2013). A ligacao das integrinas aos seus ligantes no endotélio ativa
vias de sinalizacdo nos neutrofilos, estabilizando a adesdo e iniciando a motilidade celular
(Cicchetti, Allen e Glogauer, 2002; Ley et al., 2007). Este processo regula a polimerizacéo de
F-actina (filamentos de actina) que controla a migracdo de neutrofilos (Stillie et al., 2009;
Futosi, Fodor e Mdcsai, 2013).

Apo6s migrar para as articulagdes inflamadas, neutrofilos ativados encontram agregados
de imunoglobulinas (por exemplo, o fator reumatoide, FR), tanto no fluido sinovial quanto
depositados nas articulagcbes (Wright, Moots e Edwards, 2014). Estes complexos de
imunoglobulinas se ligam a receptores Fcy na superficie dos neutréfilos, desencadeando a
degranulacgdo ou a producdo de ROS no fluido sinovial, ou diretamente sobre a superficie da
articulagdo em um processo denominado de “fagocitose frustrada” (Pillinger e Abramson,
1995). Nos neutrdfilos a fagocitose frustrada gera uma rapida produgdo de ROS (O, HO, 1O,
e H>O5) através da acdo da enzima NADPH-oxidase, que induz o estresse oxidativo, o qual esta
envolvido na patologia da AR (Cedergren et al., 2007). Os radicais de oxigénio causam danos
no DNA, oxidacdo de lipidios, proteinas e lipoproteinas, e podem estar envolvidos em mutac6es
de imunoglobulinas que levam a formacdo do FR (Hitchon e El-Gabalawy, 2004; Rasheed,
2008). Além disso, as enzimas provenientes da degranulacdo dos neutrofilos sdo encontradas
em concentragdes elevadas no fluido sinovial e podem ser responsaveis por lesdes nas
articulacées, clivagem de pré-citocinas, inibicdo da proliferacdo de condrdcitos, ativacao de
receptores soluveis e proliferacdo dos sinovidcitos (Elsaid, Jay e Chichester, 2003; Katano et
al., 2009; Wang et al., 2011; Lefrancais et al., 2012). Os neutro6filos também armazenam grupos
especificos de proteases, tais como metaloproteinases de matriz, MMPs (por exemplo, MMP-
9), e serinas-proteases (por exemplo, elastase) que sdo enzimas que degradam moléculas da

matriz extracelular (Kolaczkowska e Kubes, 2013).

1.4 MEDIADORES INFLAMATORIOS NA ARTRITE REUMATOIDE

As inflamacdes articulares sdo marcadas por uma geracdo importante de mediadores
inflamatdrios que orquestram a comunicacdo entre as células, resultando na atragdo e na
ativagdo das mesmas induzindo a liberagao de produtos que promovem a destruicdo dos tecidos

(Arend, 2001). Um grande nimero de citocinas esta presente nas articulagbes de pacientes com



AR, entretanto 0 TNF-a ¢ a IL-1p sdo os principais mediadores envolvidos na patogénese desta
doencga (Dayer, 2003; Vasanthi, Nalini e Rajasekhar, 2007).

O TNF-a é uma importante citocina que exerce diversos efeitos ao estimular uma grande
variedade de células. E uma proteina solvel composta por trés subunidades idénticas e é
produzido principalmente por mondcitos e macrofagos, porém linfocitos T, B e fibroblastos
também podem produzi-lo (Larché, Sacrez e Foxwell, 2005). O TNF-a exerce seus efeitos
bioldgicos pela ligagéo aos receptores TNFR1 e TNFR2. Quando recém-sintetizado o TNF-a é
ancorado na membrana celular sendo liberado pela clivagem do seu dominio de ancoragem por
uma metaloproteinase (Black et al., 1997). O TNF-a ¢ capaz de promover a inflamagao por ser
um potente indutor de outras citocinas inflamatdrias, incluindo a IL-1, IL-6, IL-8 e GM-CSF
(Choy e Panayi, 2001) e também é capaz de estimular os fibroblastos a expressarem moléculas
de adesao que interagem com seus respectivos ligantes na superficie dos leucdcitos, resultando
em um aumento no transporte de leucécitos para o sitio inflamatorio, incluindo nas articulacdes
de pacientes com AR (Lee et al., 2013).

O TNF-a desempenha um papel crucial na artrite inflamatoria. Camundongos
transgénicos que expressam niveis elevados de TNF-o desenvolvem poliartrite espontanea ¢ a
injecdo intra-articular deste mediador também induz artrite (Keffer et al., 1991). Em cultura de
sinoviocitos de pacientes com AR, o bloqueio de TNF-a com anticorpo reduz
significativamente a producéo de citocinas (IL-6, IL-1, GM-CSF) (lzquierdo et al., 2011). Ea
evidéncia mais relevante sdo as constatacdes clinicas de que o blogueio desta citocina reduz os
sinais e sintomas da AR, além de retardar a destruicdo das articulagdes, sendo um avanco
significativo no tratamento dessa doenca (Feldmann e Maini, 2010).

A IL-1B € uma citocina principalmente produzida por monocitos e macrofagos, mas
também pode ser produzida por células endoteliais, células B e linfocitos T ativados. Os
sinoviocitos do tipo | sdo os maiores produtores de IL-1PB na articulagdo, e quase metade de
todos os macrofagos presentes na sindvia com AR expressam IL-1p (Firestein et al., 1990). Na
inflamacdo articular, a IL-1 induz a proliferacdo dos fibroblastos; estimula a biossintese de IL-
6, CXCL-8 e GM-CSF pelas células sinoviais; aumenta a producdo de colagenase e
prostaglandinas; e estimula a liberacdo de metaloproteinases pelos fibroblastos e condrécitos
(Dayer, 2003; Burger et al., 2006). Na artrite experimental tem sido demonstrado que a IL-1p
esté altamente envolvida no dano a articulacdo. A injecao de IL-1p na articulacéo do joelho de

coelhos resultou na degradacédo da cartilagem, enquanto que a injecdo de anticorpos anti-I1L-1



amenizou a artrite induzida por colageno em camundongos e diminuiu o dano a cartilagem (van
den Berg et al., 1994; Joosten et al., 1999)

IL-1 e TNF-a possuem varias funcdes similares, incluindo a habilidade de aumentar a
producdo de citocinas, a expressdo de moléculas de adesdo, a proliferacdo e a producgdo de
MMPs. Na AR, IL-1 e TNF-a agem de maneira sinérgica (van den Berg et al., 1999; Bingham,
2002; Dayer, 2003).

A 1L-6 é uma proteina produzida por muitas células incluindo células T, mondcitos e
fibroblastos. Originalmente foi reconhecida por estimular a sintese de imunoglobulinas por
linfocitos B e, além disso, a IL-6 esta envolvida na diferenciacdo de linfocitos T citotoxicos
(Kishimoto, 2005; Brennan e Mclnnes, 2008). Altas concentracdes de IL-6 sdo observadas no
fluido sinovial de pacientes com AR e também em culturas de células sinoviais. Embora a
maioria dos macréfagos sinoviais expresse o gene da IL-6, as principais células produtoras séo
os sinovidcitos do tipo B (Firestein, 2005). O papel da IL-6 na AR tem sido demonstrado em
estudos clinicos, onde 0 uso de anticorpos monoclonais anti-IL-6R desempenham respostas
clinicas similares as obtidas pelos inibidores do TNF-a. (Choy et al., 2002; Nishimoto et al.,
2004).

As quimiocinas sdo pequenos peptideos quimioatraentes estruturalmente relacionados
entre si, que funcionam regulando positivamente a afinidade de integrinas e promovem a
migracdo de leucdcitos para os tecidos (Tarrant e Patel, 2006). Muitas quimiocinas tém sido
identificadas na articulacdo reumatoide. A CXCL-8/IL-8 (analogo murino: CXCL-1/KC)
caracterizada como um potente quimiotatico de neutréfilos contribui de forma significativa para
o grande influxo dessas células na articulacdo (Kraan et al., 2001; Haringman, Ludikhuize e
Tak, 2004). Estima-se que a CXCL-8 seja responsavel por 40% do recrutamento dos neutréfilos
para a cavidade sinovial. Os macrdfagos sdo os principais produtores da CXCL-8 no
compartimento sinovial, mas os fibroblastos também expressam o gene da CXCL-8 quando
estimulados com TNF-a ou IL-1B (Firestein, 2005). A CXCL-8 inicia a quimiotaxia dos
neutrdfilos através da ligacdo aos receptores CXCR1 e CXCR2 que sdo acoplados a proteina G
e estdo localizados na superficie dos neutrofilos. A ativacao destes receptores ativa a fosfolipase
C (PLC) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) (Ferrandi et al., 2007). PI3K e seus principais
produtos estdo envolvidos em uma variedade de processos celulares, tais como a sobrevivéncia

celular, rearranjo do citoesqueleto, e a diferenciacdo celular. Entretanto, a funcdo mais



importante de PI3K ¢ a polarizacdo celular que controla a direcdo da migracdo dos neutrofilos
(Wu et al., 2014).

Os eicosanoides sdo mediadores lipidicos derivadas do acido araquidénico importantes
na patogénese da AR (Shimizu, 2009). As fosfolipases A> (PLA2) sdo enzimas-chave na
liberacdo do acido araquidénico e dados da literatura demonstram que Nnos processos
inflamatdrios articulares sdo detectados altas concentracdes de fosfolipases no fluido sinovial
dos pacientes (Leistad et al., 2004). Apos ser liberado da membrana celular pela agdo da enzima
PLA,, o &acido araquidonico é convertido em prostaglandinas (PGs), prostaciclinas e
tromboxanos pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX)-1 ou 2, e em leucotrienos (LTs) pela
acao das lipoxigenases (Hikiji et al., 2008). A COX-2 é expressa na sindvia reumatoide e
catalisa a producdo de altas concentragdes de PGE>. A PGE: induz vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, e ¢ um dos mediadores responsaveis pela febre e dor na inflamacgéo
(McCoy, Wicks e Audoly, 2002). Estudos in vitro e em modelos animais demonstraram que a
PGE: induz a reabsorcéo 0ssea por osteoclastos (Lader e Flanagan, 1998), regula a sintese e
degradacdo do colageno tipo Il e além disso, altas concentracdes de PGE; estimula a liberagéo
de MMPs que degradam a cartilagem (Bingham, 2002).

Dentre os leucotrienos 0 mais importante para a patogénese da AR é o LTB4, que é um
potente ativador da funcdo dos neutréfilos. LTB4 é quimioatraente para neutréfilos, eosinofilos
e macréfagos, e também promove a agregacao e aderéncia dos neutrofilos ao endotélio (Kim,
N. D. et al., 2006). Polimorfonucleares do sangue periférico de pacientes com AR possuem
uma maior capacidade de producdo de LTB4 (Firestein, 2005). Na artrite murina induzida por
colageno, o antagonismo de LTB4 diminuiu o0 edema de pata e a destruicdo articular, sugerindo
um papel fundamental deste potente mediador (Mathis, Jala e Haribabu, 2007). Contudo, o

blogqueio do LTB4 em estudos clinicos tem sido menos impressionante.

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO ARTICULAR

Modelos experimentais em animais sdo amplamente utilizados em estudos da
patogénese da artrite reumatoide. Apesar das limitacGes inerentes de todos os modelos, a
utilizagdo de modelos animais para AR tem agregado conhecimento aos estudos dos
mecanismos da inflamacéo, da destruicdo da cartilagem e da reabsor¢do 0ssea, contribuindo
com 0s avancos na intervencéo terapéutica dessa doenca (Feldmann et al., 1998; Asquith et al.,
2009; Bevaart, Vervoordeldonk e Tak, 2010).



Os modelos experimentais para estudo da AR séo faceis de serem executados, tém boa
reprodutibilidade e sdo geralmente de curta duracdo, e a maioria € similar a doenga humana
(Kannan, Ortmann e Kimpel, 2005). Dentre os modelos utilizados destacam-se a artrite
induzida por zimosan, antigeno, adjuvante e colageno. Quando injetado por via intra-articular
0 zimosan desencadeia uma sinovite erosiva associada com o aumento da permeabilidade
vascular e migracdo de células, seguida de uma sinovite progressiva (Keystone et al., 1989).
No modelo de artrite induzida por antigeno, os animais sdo imunizados com uma substancia
catidnica, como a albumina de soro bovino metilada (m-BSA). Ao ser injetado por via intra-
articular o antigeno se liga a cartilagem, que possui carga negativa, 0s anticorpos ao
reconhecerem o antigeno formam complexos imunes que ativam localmente a resposta imune
resultando na destruicdo articular (Bendele, 2001; Svensson et al., 2013). Outros modelos
também muito utilizados sdo: 0 modelo do adjuvante, que consiste em uma resposta imune
adaptativa direcionada aos antigenos da micobactéria que € mediada por células T (Waksman,
2002); e 0 modelo de artrite induzida por colageno, no qual a imunizagdo com um colageno
tipo 1l induz a quebra da tolerancia imune e a producéo de autoanticorpos (Cho et al., 2007,
Bevaart, Vervoordeldonk e Tak, 2010).

Alguns modelos experimentais utilizam ainda cepas de camundongos geneticamente
modificados tomando como exemplo o camundongo SKG, que apresenta uma mutacao de
ponto espontanea no gene que codifica 0 ZAP-70, uma molécula chave na transducédo de sinal
de células T, provocando um quadro de poliartrite cronica espontanea (Sakaguchi et al., 2003).
Além disso, foi descoberto que o cruzamento de camundongos NOD com camungongos KRN
gera animais gque desenvolvem artrite espontanea, modelo chamado de K/BxN (Kouskoff et al.,
1996). E a transferéncia do soro dos animais K/BxN que contem autoanticorpos para animais
saudaveis induz uma reacdo inflamatoria nas articulacdes que mimetiza o modelo experimental
dos camundongos K/BxN (Matsumoto et al., 2002; Chou et al., 2010). Nesse modelo observou-
se que camundongos depletados de neutréfilos foram resistentes a inducdo da artrite quando
injetados com o soro dos animais K/BxN (Wipke e Allen, 2001) confirmando a importancia

dessas células na patogénese da AR.

1.5.1 MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR ZIMOSAN

O zimosan é um polissacarideo da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae

constituido principalmente por residuos de B-glucana e a-manana (Sato et al., 2003). Esta
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levedura é usada no estudo da resposta imune inata, por sua capacidade de estimular a producéo
de citocinas inflamatorias e ativar o sistema complemento na auséncia de imunoglobulinas
(Underhill, 2003). O zimosan é reconhecido e fagocitado, principalmente por macro6fagos,
monocitos, células dendriticas e neutrofilos, através de receptores celulares incluindo
receptores de manose, receptores do complemento, e por receptores de B-glucana, sendo o
principal deles o receptor dectina-1. A dectina-1 desencadeia diretamente a fagocitose e
estimula a producdo de ROS, contribuindo assim para morte da levedura (Taylor et al., 2002;
Brown, 2006).

Dectina-1 sinaliza através do ITAM (motivo de ativacdo do imunorreceptor baseado em
tirosina), as tirosinas no interior dos ITAMs sdo fosforiladas por quinases da familia das
tirosinas quinases (Goodridge et al., 2011). Na sinalizacdo classica ocorre a ativacdo da
fosfolipase C (PLC), resultando na geracgéo de inositol trisfosfato (IP3) e mobilizacdo de ions
calcio intracelular para o citoplasma. Assim, a ativacdo da dectina-1 por zimosan induz uma
resposta intracelular mediada por célcio (Kelly, Wang e lvashkiv, 2010). Além disso, a resposta
inflamatoria ao zimosan depende também, em grande parte, dos receptores do tipo toll,
principalmente 0 TLR2 e TLR6 (Gantner et al., 2003), conforme demonstrado na Figura 1. 2.
O reconhecimento do zimosan pelo dimero de TLR2/TLR6 leva a ativacdo de fatores de
transcrigdo tais como, o NF-kB, que desencadeia a producao de mediadores inflamatérios como
TNF-a, IL-1pB, IL-6, CXCL-1 e ativam a expressdo de enzimas como a COX-2 e a 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (Bingham, 2002; Frasnelli et al., 2005; Guerrero et al., 2012).
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Figura 1. 2: Modelo de reconhecimento de particulas de zimosan por uma célula do sistema imune
inato. As particulas de zimosan séo reconhecidas simultaneamente pela dectina-1 e por um dimero de
receptores do tipo toll, TLR2/TLR6. A dectina-1 desencadeia diretamente a fagocitose e estimula a
producdo de ROS, contribuindo assim para morte da levedura. TLRs induzem a sinalizacéo através de
NF«B, o qual conduz a producdo de citocinas inflamatérias. Essa resposta é aumentada pela dectina-1
assim como a producéo de ROS é aumentada pelo TLR. Adaptado de (Gantner et al., 2003).

A artrite murina induzida por zimosan foi descrita pela primeira vez por Keystone em
1977 (Keystone et al., 1977). Quando injetado por via intra-articular o zimosan produz uma
sinovite erosiva grave associada ao aumento da permeabilidade vascular e migracdo de células,
principalmente de neutrofilos, seguida por uma sinovite progressiva caracterizada pelo acimulo
predominante de células mononucleares, intensa proliferacdo de células de revestimento
sinovial, hiperalgesia, produgdo de mediadores inflamatorios e formacéo de pannus reumatoide
caracteristico do quadro degenerativo da sinovite cronica de pacientes com AR (Gegout et al.,
1994; Gegout et al., 1995; van de Loo et al., 1995). A formacédo de edema é uma das principais
caracteristicas do quadro patoldgico da artrite e alguns relatos cientificos descrevem o zimosan
como um potente indutor de edema articular (Nakagawa et al., 2002; Bernotiene et al., 2004;
Conte et al., 2010).

1.6 INTERVENCAO MEDICAMENTOSA NA ARTRITE REUMATOIDE

A terapia de intervencdo farmacoldgica para a AR é dirigida a diversos elementos do
sistema imune. Os medicamentos convencionais para o tratamento da AR consiste em: anti-
inflamatdérios  ndo-esteroidais  (AINEs), anti-inflamatorios  esteroidais (AIES) ou
glicocorticoides e os medicamentos antirreuméaticos modificadores da doenca (DMARDs do

inglés disease-modifying anti-rheumatic drugs).
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Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) atuam na sintese de prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos por inibir a atividade da enzima ciclooxigenase (COX). Existem
duas vias para sintetizar a molécula inflamatoria PGE>: pela agdo da enzima COX-1 constitutiva
e pela acdo da enzima COX-2 induzivel (Morita, 2002). Considerando que a COX-1 ¢
responsavel pelos baixos niveis de PGE: e regulam mecanismos homeostaticos na saude, a
COX-2 induz, em duas ordens de grandeza ou mais a producdo de PGE: e esta associada
principalmente ao processo inflamatorio (Dinarello, 2010). A sintese de COX-2 é regulada
positivamente por citocinas tais como IL-1 e TNF-o em resposta a estimulos inflamatorios
(Bingham, 2002).

Os inibidores especificos da COX-2 tem fornecido um grande avanco no tratamento da
dor, particularmente em pacientes com AR (Stix, 2007). A maioria dos inibidores seletivos de
COX-2 reduziram significativamente os efeitos secundarios gastrointestinais quando
comparados aos inibidores nao seletivos, que inibem ambas as isoformas da enzima (Sarkar et
al., 2007). No entanto, a utilizacao cronica de alguns inibidores especificos da COX-2 tem sido
associados a efeitos adversos cardiovasculares e cerebrovasculares, particularmente em
pacientes com um risco elevado de trombose. Esse risco aumentado pode ser devido a reducdo
da sintese de prostaciclina (inibidor natural da ativacdo das plaquetas) mediada por COX-2.
Com o exposto acima, deve ser levado em consideracdo a necessidade de se desenvolver

inibidores de COX-2 mais seguros (Vonkeman e van de Laar, 2010).

Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados de forma crénica para tratar a maioria
das doencas autoimunes. O tratamento com glicocorticoides de curto prazo € utilizado na gota,
e injecOes intra-articulares de glicocorticoides sdo geralmente utilizadas para tratar articulacdes
osteoartriticas dolorosas e tendinites (Dinarello, 2010). Os glicocorticoides inibem a inflamacéo
por varios mecanismos, um dos principais € a reducdo da expressao de genes induzidos por
citocinas. O glicocorticoide entra na célula e se liga ao receptor de esteroides citoplasmatico,
este complexo € translocado para o nlcleo, onde reconhece sequéncias de DNA especificas
(Dostert e Heinzel, 2004). O principal efeito da ligacdo ao DNA ¢é a supressdo da transcricao,
impedindo que os fatores de transcrigdo NFkB e AP-1(do inglés, activator protein-1) induzam
a expressdo de citocinas inflamatdrias (Rhen e Cidlowski, 2005). Além disso, os AIEs também
suprimem a expressdo de genes inflamatorios que codificam fatores de crescimento de células
T, taiscomo IL-2, IFN-y e IL-17. Eles também reduzem a expressao de genes responsaveis pela
codificagdo da COX-2, da iNOS e ICAM-1 (molecula de adesdo celular semelhante a

imunoglobulina) (Barnes, 2010). E por fim, os glicocorticoides aumentam a expresséo de genes
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que codificam moléculas anti-inflamatorias, tais como a citocina IL-10 e o receptor “armadilha”
de IL-1 (receptor de IL-1p do tipo II; decoy) (Barnes, 2006). Na artrite reumatoide o tratamento
com glicocorticoides em curto prazo reduz a sinovite e a longo prazo, estas moléculas diminuem
o0 dano as articulagdes (Kirwan et al., 2007), mas implicam em riscos negativos relevantes, tais
como infecgdes e osteoporose, e sua proporcao global entre riscos e beneficios € considerado

desfavoravel (Ravindran, Rachapalli e Choy, 2009).

Os medicamentos antirreumaticos modificadores da doengca sdo uma colecdo
heterogénea de agentes agrupados por uso e convencdes. Eles formam a base do tratamento
para a artrite reumatoide atualmente (Donahue et al., 2008). Seus diversos mecanismos de acéo
ndo sdo completamente compreendidos. Eles reduzem o edema e a dor nas articulaces,
diminuem os marcadores de fase aguda da inflamac&o, limitam o dano articular progressivo e
melhoram a funcdo (Scott, Wolfe e Huizinga, 2010). O metotrexato € 0 DMARD mais
amplamente utilizado no tratamento da AR. Por vezes ocorre a utilizacdo desses medicamentos
em associacdo com outros da mesma classe, e algumas combinacdes de DMARDs tém eficacia
comprovada clinicamente (Choy et al., 2005). Os efeitos adversos desses medicamentos
incluem efeitos minimos (como nauseas) a efeitos graves (como toxicidade hepatica,
composicao anormal do sangue e doenca pulmonar) (Alcorn, Saunders e Madhok, 2009; Salliot

e van der Heijde, 2009). Além dos sintéticos existem os DMARDs bioldgicos.

Os inibidores do TNF-o foram os primeiros agentes biologicos licenciados, seguido por
Abatacept (medicamento modulador da co-estimulacdo, que atua sobre linfocitos T),
Rituximabe (anticorpo monoclonal quimérico dirigido contra a proteina de superficie
celular CD20, encontrada principalmente em linfécitos B) e Tocilizumabe (anticorpo
monoclonal humanizado que atua bloqueando os receptores de IL-6), todos eles sdo altamente
eficazes (Alonso-Ruiz et al., 2008; An et al., 2010; Maxwell e Singh, 2010; Mok, 2014). A
eficacia desses agentes bioldgicos é mais evidente em estudos de curto prazo e na fase final da
doenca, onde a resposta ao placebo é mais baixa. No entanto, no inicio da doenca sua eficacia
é pouco definida, pois os medicamentos tradicionais alcancam melhores resultados. Os efeitos
destes agentes podem ser especialmente marcantes em pacientes tratados inadequadamente ou
ndo responsivos a outros medicamentos (Scott, Wolfe e Huizinga, 2010). Inicialmente, os
agentes bioldgicos foram combinados com o metotrexato, para reduzir a formacgdo dos
autoanticorpos (Svenson et al., 2007), a observacgao dos pacientes tratados demonstrou que esta
combinagdo aumenta potencialmente a eficacia desses medicamentos (Strangfeld, Hierse, et al.,

2009). Os riscos do uso de agentes biologicos a longo prazo tém sido estudados por meta-analise
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de ensaios e registros de rotina (Leombruno, Einarson e Keystone, 2009). A infeccdo é a
principal preocupacdo, o risco abrange infecgdes bacterianas, fungicas e virais (Strangfeld,
Listing, et al., 2009) alguns relatos indicaram o aumento do risco de tuberculose pelos
inibidores de TNF-a (Dixon et al., 2010). Outras preocupacdes levantadas estdo relacionadas a
desmielinizacdo e cancer, sendo que o aparecimento de linfomas esta sendo investigado em
detalhes (Strangfeld et al., 2010).

Apesar da eficacia clinica dessas terapias, muitos pacientes ndo tém uma resposta
significativa ou interrompem o tratamento devido aos efeitos adversos. Aléem disso, a
disponibilidade limitada de produtos bioldgicos eficazes em paises em desenvolvimento, a
necessidade de administracdo parentérica desses produtos, e o custo elevado restringe o acesso
a essas terapias em muitos pacientes com AR em todo o mundo e isso promove uma busca
continua para a identificacdo de novos alvos terapéuticos e desenvolvimento de novos
medicamentos (Yen, 2006). Tendo em vista estas limitacGes, ha um crescente interesse em
utilizar tratamentos alternativos nos pacientes com artrite (Kikuchi et al., 2009; Marcus, 2009).
As substancias derivadas de plantas que podem modular sinais pré-inflamatorios tém
claramente um potencial contra doencas inflamatdrias, tais como artrite (Khanna et al., 2007).

No entanto, é necessario comprovar cientificamente o valor medicinal desses agentes.

1.7 GALATODE METILA

O galato de metila (GM) (Figura 1. 3) € um polifenol conhecido principalmente por seu
efeito antioxidante (Westenburg et al., 2000; Cho et al., 2003). Ele é encontrado em varias
espécies de plantas, incluindo a Schinus terebinthifolius Raddi, Rosa rugosa e Galla rhois
(Cavalher-Machado et al., 2008; Kang et al., 2009). Além da sua acdo antioxidante, 0 GM tem
uma série de efeitos bioldgicos descritos, tais como atividade antitumoral e antimicrobiana
(Whang et al., 2005; Kang et al., 2009). Como antioxidante o0 GM protege 0 DNA do dano
causado pelo estresse oxidativo e possui propriedades benéficas contra o dano induzido por
perdéxido de hidrogénio na viabilidade celular (Hsieh et al., 2004; Crispo et al., 2010).
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Figura 1. 3: Estrutura quimica da substancia galato de metila.

Alguns estudos sugerem um possivel efeito anti-inflamatério para o GM (Kim, S. J. et
al., 2006; Chae et al., 2010), dentre esses efeitos destacam-se a eliminagéo de radicais livres, e
a inibicdo da expressdo e da atividade de mediadores inflamatdrios. Chae e colaboradores
(2010) relataram que o GM extraido da espécie vegetal Galla Rhois foi capaz de inibir a
producdo de IL-6 e 6xido nitrico (NO) atraves da reducdo da fosforilacdo da proteina quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) em macréfagos. Embora, os polifenois tenham efeitos
anti-tumoral, em doencas cardiovasculares e em reagdes inflamatdrias in vitro (Crispo et al.,
2010), ndo ha relatos cientificos demonstrando que o GM possua acdo anti-inflamatoria em

modelos in vivo.

Neste trabalho, nds avaliamos o potencial efeito anti-inflamatérias do GM em modelos

de inflamac&o induzida pelo zimosan, dando énfase a artrite experimental.

A artrite induzida por zimosan € um modelo experimental animal que possui diversas
similaridades com a AR em humanos, no entanto, ndo depende da resposta imune mediada por
linfocitos. J& foi previamente demonstrado que a producdo de TNF-a, IL-1B bem como o
influxo de neutréfilos, mondcitos/macréfagos sdo indispensaveis na artrite induzida por
zimosan, assim como na AR (Van de Loo, 1998; Pettipher & Salt, 1996).

Neste estudo nds utilizamos o modelo de artrite induzida por zimosan como ferramenta
para estudar o efeito farmacolégico do GM sobre o influxo celular, a formacdo de edema e a
producéo de mediadores induzida por este modelo murino. Além disso, aprofundamos nossos
estudos buscando compreender e elucidar o mecanismo de acdo deste derivado de polifenois

tdo amplamente difundido na natureza, objetivando assim comprovar cientificamente o valor
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medicinal do GM e destacar a importancia dessa substancia como uma candidata com potencial

anti-inflamatorio para o controle da artrite.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a acdo do galato de metila (GM) nas reacOes inflamatérias induzidas por
zimosan destacando a resposta inflamatdria articular aguda no modelo murino de artrite

experimental.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o efeito do GM:

1. No edema de pata e pleurisia induzidos pelo zimosan.

2. Na artrite experimental induzida pelo zimosan avaliando: a) formagdo de edema
articular, b) influxo de células para a cavidade sinovial, ¢) avalia¢do histopatoldgica do

tecido.

3. Na producédo de mediadores inflamatorios, tais como as citocinas, quimiocinas e

mediadores lipidicos.

4. Na migracdo e ativacdo de neutrdfilos, avaliando sua agdo na quimiotaxia, na adesdo

celular e na capacidade de formac&o de filamentos de actina.
5. Na ativacdo de macrofagos murinos, investigando seu efeito na: a) producdo de

citocinas e o0xido nitrico, b) expressao de enzimas envolvidas no processo como COX-

2 e INOS, c) mobilizagéo de calcio dos compartimentos intracelulares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTOS IN VIVO
3.1.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica C57BL/6,
com peso médio variando entre 18-25 g, oriundos do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio (CECAL-FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Os camundongos foram mantidos no biotério experimental do laboratério de
Farmacologia Aplicada (Farmanguinhos/FIOCRUZ) com temperatura controlada de 23° C +
2° C e ciclo claro-escuro constante de 12/12 horas com livre acesso a agua e racdo até o

momento do uso.

Os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as normas éticas
internacionais, sendo o projeto devidamente aprovado no Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz sob a licenga de niamero LW-43/14 e de acordo com as

recomendacdes da International Association for the Study of Pain (Zimmerman, 1983).
3.1.2 REAGENTES

Galato de metila (98% de pureza) foi adquirido da Fluka (EUA). Zimosan A, Acido
etileno diamino-tetra acético (EDTA), acido cloridrico (HCI), acrilamida, azul de bromofenol,
bisacrilamida, coquetel de inibidores de protease, cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio
(MgClI2), cloreto de potassio (KCI), dexametasona, fucoidina, orofenilenodiamina (OPD),
ditioeritrol (DTT), dodecil sulfato de sodio (SDS), fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF),
glicerol, acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-etanosulfénico (HEPES), 2-mercaptoetanol,
nitrito de sodio, persulfato de aménio (APS), RPMI 1640, percoll, piruvato de sddio,

probenecida, reagente de Bradford, reagente de Griess modificado, salina tamponada com
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fosfato (PBS), albumina de soro bovino (BSA), tampéao fosfato-citrato com perborato de sodio
(tampédo perborato), tetrametiletilenodiamina (TEMED), trisaminometano (Tris, Trizma®) e
Tween 20 foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os corantes May-
Grinwald e Giemsa foram adquiridos da Merck (Alemanha). Soro fetal bovino (SFB) e
gentamicina foram adquiridos da Gibco/Life Technologies (EUA). Hyperfilm, membrana de PVDF
Hybound ™ e reagente ECL® Plus (Enhanced chemiluminescence, Pierce) foram adquiridas da
Amershan Biosciences (Reino Unido). Leite em pd desnatado foi adquirido da Molico (Brasil).

Pentabarbital sddico a 3 % (Hypnole) foi adquirido da Syntec (Brasil).

3.1.3 TRATAMENTOS

Ap0s 12 horas de jejum, os animais receberam o galato de metila (GM) por via oral
(v.0), diluido em &gua filtrada, em doses que variaram de 1 a 50 mg/kg em um volume final de
200 pL, 1 hora antes da inducéo da inflamacéo por zimosan. A dexametasona foi utilizada como
inibidor de referéncia e foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) 1 hora antes do estimulo
na dose de 10 mg/kg em um volume final de 100 pL. Os animais do grupo controle receberam
200 pL de agua filtrada por via oral.

3.1.4 EDEMADE PATA

O edema de pata foi induzido como descrito por Henriques e colaboradores (Henriques
et al., 1987). Camundongos C57BL/6 receberam injecgdo intraplantar (i.pl.) de zimosan (100
pg/pata; 50 pL) na pata traseira esquerda 1 hora apds o pré-tratamento oral com 0 GM em
diferentes doses (1 mg/kg até 50 mg/kg). Como controle da reacdo, a pata traseira direita

recebeu injecdo com o mesmo volume (50 pL) de salina estéril.

O edema de pata foi avaliado por pletismografia (Ugo Basile Plethysmometer 7140) 4
horas apds o estimulo com zimosan. Os volumes das patas estimuladas e das patas controle de
cada animal foram medidos pelo volume de &gua deslocada em uma cuba pletismografica apos
a imersédo da pata. Os valores do edema foram expressos como a diferenca (A; em pL) entre a

pata estimulada e a pata controle de cada animal.
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3.1.5 PLEURISIA INDUZIDA POR ZIMOSAN

Primeiramente, foi realizado o pré-tratamento oral com o GM em diferentes doses (1
mg/kg até 50 mg/kg) antes da inducdo da pleurisia.

A pleurisia foi induzida como descrito por Henriques e colaboradores (Henriques et al.,
1990). A técnica adaptada de Spector (Spector, 1956) utiliza um cursor que permite a introducéo
de uma agulha (13x5 G) de aproximadamente 2 milimetros (mm) no interior do lado direito da
cavidade toracica dos camundongos. Foram inoculados 100 pL de zimosan (100 pg/cavidade).

Como controle, os animais foram injetados com 0 mesmo volume (100 uL) de salina estéril.

Os camundongos foram submetidos a eutanasia com excesso de anestésico
(pentobarbital sodico 3% - Hypnol) 4 horas ap6s o estimulo, sendo posteriormente suas
cavidades pleurais expostas e o lavado pleural recolhido com 1 mL de solu¢éo salina tamponada
(PBS) contendo EDTA (10 mM), com auxilio de pipeta automética (1000 uL; Eppendorf;
Alemanha). A partir do lavado foi realizada a contagem total e diferencial dos leucdcitos
presentes. O lavado pleural livre de células foi utilizado para a quantificacdo do extravasamento

proteico através da solucao de Bradford como recomendado pelo fabricante.

3.1.6 INDUCAO DA ARTRITE POR ZIMOSAN

A artrite foi induzida em camundongos C57BL/6 através da inje¢do intra-articular (i.a.)
de zimosan (500 pg/cavidade em 25 pL de salina estéril) no ligamento suprapatelar da
articulacdo fémuro-tibial do joelho esquerdo de acordo com os protocolos de Penido e
colaboradores (Penido et al., 2006) e Conte e colaboradores (Conte et al., 2010), visando
acessar o interior da cavidade articular 1 hora ap6s o tratamento oral com o0 GM (7 mg/kg) ou
I.p. com a dexametasona (10 mg/kg). Os animais controle receberam injecéo intra-articular com

0 mesmo volume (25 pL) de salina estéril no ligamento contralateral.

=  AVALIACAO DO EDEMA ARTICULAR

O edema da articulagéo do joelho foi avaliado pela medida do didmetro transverso da
articulacdo fémuro-tibial, com o auxilio de um paquimetro digital (Digmatic caliper, Mitutoyo
Corp. Kanagawa, Japdo), antes e depois do estimulo i.a. Os valores dos edemas sdo expressos
pela diferenca (A) entre os didmetros medidos antes (basal) e apds a indugdo da inflamacao

articular e foram expressos em milimetros (mm).
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= COLETA DO LiQuUIDO SINOVIAL

Os camundongos foram submetidos a eutanasia com excesso de anestésico
(pentobarbital sodico 3% - Hypnol) 1 a 96 horas apds a injecdo intra-articular de zimosan. A
cavidade sinovial foi lavada com auxilio de uma seringa acoplada a uma agulha de 21G
contendo 300 pL de PBS/EDTA (10 mM). A agulha foi introduzida através do ligamento
suprapatelar do joelho de camundongos, permitindo o acesso, a lavagem e a aspira¢do do
liquido presente no interior da cavidade articular. Foi realizada a contagem total e diferencial
dos leucdcitos presentes no lavado sinovial. O lavado sinovial foi centrifugado a 400 x g por

10 minutos para recolhimento do sobrenadante para analises posteriores.

3.1.7 CONTAGEM DOS LEUCOCITOS

= CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS

A contagem do numero total de leucdcitos presentes no lavado pleural e sinovial foi
realizada através da diluicdo de uma aliquota (50 pL) dos lavados em isoton (1:100), e a analise
foi realizada através de um contador automatico de microparticulas (Z1; Beckman-Coulter,
EUA).

=  CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Para a contagem diferencial, aliquotas das suspens@es celulares foram centrifugadas em
laminas de vidro utilizando-se citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon Inc., - EUA, 450 RPM, 5
min). A coloracéo foi realizada pelo método de May-Grunwald-Giemsa. De acordo com este
método, as laminas ficam imersas em May-Grunwald por 5 minutos, para fixagdo e coloracdo
de granulos celulares, 3 minutos em &gua para retirada do excesso de corante e 15 minutos em
Giemsa, para corar o nucleo. A contagem das células foi feita em microscopio Optico com

objetiva de imersdo em 6leo, com aumento de 100x.

3.1.8 HISTOLOGIA

A articulacdo fémuro-tibial de camundongos C57BL/6, 6 e 24 horas ap6s o estimulo i.a.
com zimosan (500 pg/cavidade), foi removida, dissecada e fixada por 48 horas em formalina a

10%. Logo apos, a articulacdo foi descalcificada em solugéo tampéo fosfato (0,1 M) / EDTA
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10% durante aproximadamente 2 semanas, com trocas diarias do tampé&o, sendo posteriormente
processada para histologia convencional, sofrendo inclusdo em parafina. Com o auxilio de um
microtomo (Shandon), os blocos contendo as pecas foram seccionados em uma espessura de 5
pum e colocados em uma lamina de vidro para posterior coloracéo pela técnica de hematoxilina
e eosina. As laminas foram submetidas a desparafinizacéo (realizada pelo xilol), hidratacdo
(com solugdes hidroalcodlicas de concentragdo decrescente), coloragdo pela hematoxilina e
eosina, desidratagcdo (com solugdes hidroalcoolicas de concentracdo crescente) e clarificagdo
(pelo xilol). As laminas foram montadas com laminulas de vidro em meio préprio e analisadas

em microscopio éptico (Olympus BX41, Japdo).

3.1.9 QUANTIFICACAO DE MEDIADORES PROTEICOS POR ELISA

As concentracOes das citocinas TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 e da quimiocina CXCL1/KC
presente nos sobrenadantes dos lavados da articulacdo fémuro-tibial foram avaliados pelo
método de ELISA sanduiche, utilizando pares de anticorpos especificos de acordo com as
instrugdes do fabricante R&D Systems (Minneapolis, EUA). A absorbancia foi determinada a
490 nm em espectrofotdmetro (Softmax). Os resultados foram expressos como picogramas de

cada citocina ou quimiocina por mililitro (pg/mL).

3.1.10 QUANTIFICAGCAO DE LTB4E PGE2

A concentragdo do leucotrieno Bs (LTB4) e da prostaglandina E» (PGE2) foram
avaliados dos lavados sinoviais livres de células recuperados de camundongos C57BL/6
estimulados com zimosan (500 pg/cavidade) apos 6 e 24 horas de estimulo. As concentracdes
de LTB4 e PGE> foram avaliadas por ensaio imunoenzimatico (EIA), de acordo com o protocolo
do fabricante (Cayman Chemical, MI, EUA). Os resultados foram expressos como picogramas

de cada mediador lipidico por mililitro (pg/mL).

3.2 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.2.1 ISOLAMENTO DE POLIMORFONUCLEARES DA MEDULA OsSEA DE CAMUNDONGOS

Os camundongos foram submetidos a eutanasia com excesso de anestesico
(pentobarbital sédico 3% - Hypnol) em seguida, seus fémures e tibias de ambas as patas

traseiras foram dissecados e removidos. A extremidade distal do osso foi removida e cada fémur
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e cada tibia foram lavados com 2 mL de Hank’s livre de Ca*? e Mg*2. A suspensdo de células
obtidas foi centrifugada a 400 x g durante 15 min a 22° C em seguida, as células foram
ressuspensas em 2 mL de Hank’s livre de Ca*™? e Mg*2. Os polimorfonucleares foram obtidos
por meio de separacdo em gradiente constituidos por solucBes a 72 e 65% de Percoll. Para isso,
as células foram centrifugadas a 1200 x g durante 35 min com ACC/DEC 0 em temperatura
ambiente. A camada de mononucleares, sobre a solugdo de 65% foi descartada e a camada de
polimorfonucleares, sobre a solugdo de 72% foi recuperada. A contagem do nimero de células
foi realizada em camara de Neubauer e a pureza dos neutrdfilos foi feita a partir de citoesfregaco

em laminas de vidro apds a coloracdo com May-Grunwald-Giemsa (>90% de pureza).

3.2.2 ANALISE DA VIABILIDADE DE NEUTROFILOS IN VITRO

A viabilidade dos neutréfilos na presenca ou auséncia do GM foi determinada utilizando
0 kit para ensaio toxicolégico in vitro baseado na deteccdo de lactato desidrogenase (Sigma
Aldrich). Apds o isolamento, os neutréfilos foram plaqueados em placas de 96 pocos em uma
densidade de 1 x 10° células/pogo. Em seguida, as células foram incubadas por 2 horas com
diferentes concentracfes de GM (0,01 uM — 100 pM). Como controle negativo foram utilizados
poc¢os que receberam somente RPMI-1640 e como controle de citotoxicidade foram utilizados
poc¢os que receberam RPMI com Tween-20 (3%). O experimento foi realizado em quadruplicata
em um volume final de 200 pL/pogo. Apds 2 horas de incubacéo, a placa foi centrifugada a 250
X @ durante 4 min para sedimentar as células. Em seguida, aliquotas de 100 pL foram
transferidas para placas limpas de fundo plano e foi adicionado 200 uL da mistura do ensaio de
lactato desidrogenase por poco, a placa foi coberta com um material opaco para proteger da luz
e incubada a temperatura ambiente durante 20-30 min. A reacdo foi interrompida pela adigéo
de HCI 1N. A absorbancia foi mensurada usando SpectraMax 190 (Molecular Devices) no
comprimento de onda de 490 nm. A absorbancia do background foi mensurada a 690 nm e esse
valor foi subtraido da medi¢cdo do comprimento de onda principal (490 nm) conforme as

especificacOes do fabricante.

3.2.3 ENSAIO DE QUIMIOTAXIA

Os neutrofilos isolados a partir da medula 6ssea de camundongos foram plagueados em
microcAmara de quimiotaxia 48 pocos (Neuroprobe Inc., EUA). Os pocos inferiores foram

preenchidos com 29 pL de um estimulo quimioatraente, CXCL-1/KC (250 nM) ou meio RPMI-
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1640 (controle), e os pogos superiores foram preenchidos com neutrofilos (10° células/pogo; 50
uL) que foram previamente tratados com GM (0,1 uM, 1 uM e 10 uM) ou dexametasona (50
nM). Os pocgos foram separados por um filtro de policarbonato de 5 um (Nuclepore, Sigma
Aldrich, EUA). A camara foi incubada em uma estufa umidificada com uma atmosfera
controlada de 37° C e 5% de CO- durante 60 minutos. Em seguida, o filtro de policarbonato foi
corado com May-Grunwald-Giemsa. As células que migraram completamente através do filtro
foram contadas por microscopia de luz (aumento de 100x). A quimiotaxia dos neutréfilos foi
calculada e expressa como a media do numero de células que migraram em quinze campos

aleatdrios por poco (em quadruplicata).

3.2.4 ENSAIO DE ADESAO CELULAR

Para os ensaios de adeséo celular foi utilizado a linhagem celular murina de endotelioma
timico (tEnd.1) que foi cultivada em RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB contendo 25
pg/mL de gentamicina. As células tEnd.1 foram plaqueadas em cadmaras de cultura de 4 pocos
(10* células/poco) (Lab-Tek® chambers, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Inc., EUA) por 24
horas a 37° C em uma estufa umidificada contendo 5% de CO>. Antes de cada experimento, as
ceélulas tEnd.1 foram estimuladas com TNF-a recombinante murino (10 ng/mL) durante 4
horas. Os neutréfilos isolados da medula 6ssea de camundongos foram pré-tratados com
fucoidina (25 pg/mL; polissacarideo que se liga a L- e P- selectinas e consequentemente inibe
o rolamento e a subsequente adesdo dos leucdcitos) ou GM (0,1 uM) durante 1 hora e entdo
foram colocados sobre as células tEnd.1 (50 neutréfilos/tEnd.1) por 1 hora a 37° C sob agitacéo.
As células que ndo aderiram foram gentilmente retiradas por lavagem com PBS, e as células
aderidas foram fixadas e coradas com Giemsa e visualizadas em microscépio de luz (Olympus
BX41, Japdo). O numero de neutréfilos aderidos por célula tEnd.1 foi determinado por
contagem direta. Os dados foram expressos como um indice de adeséo (IA), calculado como se
segue: IA = (tEnd.1 com neutréfilos ligados) / (nimero total de células tEnd.1) x (neutréfilos
ligados as células tEnd.1) / (namero de tEnd.1 totais x 100), como descrito anteriormente por
Ferraris e colaboradores (Ferraris et al., 2012).

3.2.5 MONTAGEM DE F-ACTINA (POLIMERIZAGCAO DE ACTINA)

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com o GM sobre os filamentos de actina que

compdem o citoesqueleto celular, neutrofilos isolados da medula 6ssea de camundongos foram
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pré-incubados ou ndo com o0 GM (0,1 uM) por 1 hora. Em seguida, as células foram estimuladas
com a quimiocina CXCL-1/KC (100 nM) a 37° C por 5 minutos. A reacédo foi interrompida
com a adicdo de paraformaldeido 2% seguida pela fixacdo em laminas de vidro pela
centrifugacdo em citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon Inc., - EUA, 450 RPM, 5 min). Apés a
centrifugacdo, as células foram novamente fixadas durante 20 min com paraformaldeido 4%.
Em seguida, as células foram permeabilizadas com 0,25% de Triton X-100 em PBS por 3 vezes
de 10 minutos. Ap6s a permeabilizacdo as células foram marcadas com Faloidina-TRITC
(Sigma Aldrich; 4 pg/mL; 30 minutos), sendo a contra-coloracdo nuclear feita pela utilizacéo
de DAPI. As laminulas foram seladas em laminas de microscopia com esmalte incolor. O

material foi observado em microscopio Zeiss Axioplan equipado com epifluorescéncia.

3.2.6 CULTIVO DE MACROFAGOS J774A.1

As células foram descongeladas em banho Maria a 37° C, e posteriormente adicionadas
a RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, gentamicina 25 pg/mL e solucao
de vitamina, e cultivada por 7 dias, em garrafas de 25 cm?, mantidas em estufa com 5% de CO;
a 37° C. A troca do meio ocorreu a cada 48 horas.

3.2.7 ANALISE DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS J774A.1 IN VITRO

A viabilidade celular na auséncia ou presenca do GM foi determinada utilizando o
ensaio de Alamar Blue (Invitrogem). Macrofagos da linhagem murina J774A.1 foram
plaqueados em uma densidade 2.5 x 10° células/pogo em placa de 96 pocos de fundo plano
preta. Apos 24 horas de incubacdo em atmosfera controlada (5% de CO2, 37° C), as células
receberam meio RPMI com ou sem Tween-20 (3%) ou GM (0,01 uM — 100 pM) em
quadruplicata. Ap6s 20 horas de incubacdo, foi acrescido aos po¢os 20 pL da solugdo de Alamar
blue e, ap6s 4 horas foi realizado a leitura da fluorescéncia utilizando o leitor de microplacas
SpectraMax M5/M5e (Molecular Devices; Aexc = 555 nm, Aem = 585 nm).

3.2.8 ATIVACAO DOS MACROFAGOS E PRODUCAO DE IL-6

Macrofagos murinos da linhagem J774A.1 foram plaqueados em placas de cultura de
fundo plano 96 pogos (10° células/poco), em meio RPMI-1640 suplementado. A placa

permaneceu incubada por 24 horas em estufa com 5% de CO2 a 37° C. Em seguida, as células
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foram incubadas em um volume de 200 pL por poco com diferentes concentraces do GM (0,1
UM, 1 uM e 10 uM) ou dexametasona (1 pM) durante 1 hora. As células foram estimuladas
somente com zimosan (10 pg/10° células), somente com IFN-y (25 U/mL) ou com zimosan e
IFN-y por 24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi recolhido e a quantidade de IL-6 foi
avaliada por ELISA sanduiche, como descrito anteriormente. Os resultados foram expressos

como picogramas de IL-6 por mililitro (pg/mL).
3.2.9 DOSAGEM DE NITRITO PELO METODO DE GRIESS

O sobrenadante recolhido dos macrofagos J774A.1 que foram pré-tratados com
diferentes concentracbes do GM (0,1 puM, 1 uM e 10 uM) ou dexametasona (1 puM) e
estimulados com zimosan e/ou IFN-y (conforme descrito anteriormente) foi utilizado para a
dosagem da producdo de 6xido nitrico. Foi feita uma curva padréo, utilizando nitrito sédico em
diluicdo seriada com oito pontos, onde o primeiro ponto foi de 100 uM, o pendltimo 1,56 uM
e o Ultimo o branco. Na placa de 96 pocos foi adicionado 100 pL de cada amostra e entdo foram
adicionados a todos os pogos 100 uL de solucdo de Griess (solugdo 1:1 de sulfonilamida 1%
em Hi3POs 5% e a-Naftiletilenodiamina 0,1% em agua) para desenvolvimento de reacao

colorimétrica. A absorbancia foi determinada a 540 nm em espectrofotdmetro (Softmax).
3.2.10 PREPARO DOS EXTRATOS CELULARES E WESTERN BLOT

Os extratos celulares foram obtidos a partir de macréfagos J774A.1 (108 células/poco)
previamente tradados com GM (0,1 uM, 1 uM e 10 uM) ou dexametasona (1 M) por 1 hora a
37°C e estimulados com zimosan (10 pg/10° células) e/ou IFN-y (25 U/mL) por 24 horas, como
descrito anteriormente. Os lisados celulares totais foram obtidos com tampéao de lise (Tris 20
mM, NaCl 10 mM, MgCl> 3 mM, 0,5% de NP-40, PMSF 1 mM e inibidores de proteases). As
proteinas foram coletadas do sobrenadante (ap6s centrifugacdo a 14000 RPM, 4° C, 10 min).
A concentracdo de proteinas contidas no extrato total foi determinada pelo método de Bradford.
Os lisados celulares foram desnaturados em tampéo de amostra Laemmli (50 mM de Tris-HCL,
pH 6,8, 1% de sodio dodecil sulfato (SDS); 5% 2-mercaptoetanol; 10% de glicerol e 0,001%
de azul de bromofenol) a 90° C durante 5 min. As amostras de proteina (30 pug de proteinas)
foram submetidas a corrida no gel de eletroforese SDS-poliacrilamida 7.5% (PAGE) e as
proteinas foram transferidas para uma membrana de difluoreto de polivinilideno. As

membranas foram blogueadas com TBS-Tween (TBST - do inglés tris buffered saline tween;
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0,1% de Tween-20) contendo 5% de leite desnatado e receberam os anticorpos monoclonais
priméarios especificos anti-COX-2, anti-iNOS e anti-o-tubulina (Santa Cruz Biotechnology)
overnight a 4° C. Apoés extensa lavagem em TBS-Tween, as membranas foram incubadas com
anticorpos secundarios o-cabra, a-rato ou a-camundongo, respectivamente, conjugados a
peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 hora em temperatura ambiente. A
deteccdo foi feita usando o sistema ECL (Enhanced Chemiluminescence, Pierce) e as
membranas expostas a filme de autorradiografia. As bandas foram quantificadas por

densitometria usando o software Image J (dominio publico).
3.2.11 MENSURACAO DOS NiVEIS DE CALCIO INTRACELULAR

Para a quantificacdo dos niveis de célcio (Ca®") intracelular foi utilizado o kit FLIPR
Calcium Assay (Molecular Devices), de acordo com as instru¢es do fabricante. Macrofagos
J774A.1 foram plaqueados em placa de 96 pocos de fundo plano preta na densidade de 5 x 10*
células/poco. Apos 24 horas de incubacdo em atmosfera controlada (37° C, 5% de COy), 0s
macrofagos foram incubados com probenecida (inibidor da proteina de permuta anidnica) 2,5
mM, em um volume final de 100 puL. Em seguida, as células foram incubadas com HBSS ou
GM (1 uM) diluidos em loading buffer contido no kit, para a marcagéo do célcio intracelular a
37° C e 5% de CO2 por 1 hora. Apds o tempo de incubacdo, os macréfagos foram ou ndo
estimulados com zimosan (10 pg/10° células) e IFN-y (25 U/mL). A medi¢do dos niveis de
calcio foi monitorada durante 10 minutos com leitura realizada a cada 7 segundos. Os dados

foram analisados utilizando Softmax Pro (Softmax Dispositivos Moleculares-Pro190).
3.2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM) e analisado
estatisticamente através do teste de analise da variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Newman-Keuls-Student. Para a comparacgao entre dois grupos experimentais foi utilizado o teste

“t” de Student. Valores de p inferiores ou iguais (<) a 0,05 foram considerados significativos

(*).
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4 RESULTADOS

4.1 CURVA DOSE-RESPOSTA DO GALATO DE METILA NOS MODELOS DE EDEMA DE PATA E

PLEURISIA INDUZIDOS POR ZIMOSAN

Inicialmente, foi avaliado o efeito anti-inflamatério do GM nos modelos de edema de

pata e pleurisia induzidos por zimosan.

Na Figura 4. 1, observa-se que a injecéo intraplantar de zimosan (100 pg/pata; 50 pL)
induziu um aumento no volume da pata dos camundongos 4 horas ap6s o estimulo. A
administracdo oral do GM (1 a 50 mg/kg) 1 hora antes do estimulo com zimosan preveniu
significativamente a formacédo do edema de pata nas doses de 10 e 50 mg/kg. Entretanto, a

reducdo no edema de pata ndo ocorreu de forma dose-dependente.
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Figura 4. 1: Efeito do pré-tratamento com o GM sobre a formacéo de edema de pata. O edema de
pata foi induzido através da injecdo intraplantar de zimosan (100 ug/pata) 1 hora ap6s o pré-tratamento
oral com diferentes doses do GM (1 a 50 mg/kg). Os animais do grupo controle receberam o0 mesmo
volume i.pl. de salina estéril. O edema de pata foi medido em pletismégrafo no tempo de 4 horas apds
0 estimulo com zimosan. Os valores do edema foram expressos como a diferenga (A; em pL) entre a
pata estimulada e a pata controle de cada animal. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) de um grupo de no minimo 6 animais por experimento e sao representativos de
dois experimentos independentes. As diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo estimulado com zimosan foram
representadas por (+).

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio do GM na pleurisia induzida por zimosan, 0s
animais foram pré-tratados por via oral (v.0) com o GM em diferentes doses (1 a 50 mg/kg) 1
hora antes do estimulo. Conforme demonstrado na Figura 4. 2, a injecdo i.t. de zimosan (100
pg/cavidade; 100 pL) induziu um actmulo significativo de leucdcitos, principalmente de
neutréfilos e um marcado extravasamento proteico na cavidade pleural dos animais 4 horas

apos o estimulo (Figura 4. 2 A-C).

Na Figura 4. 2 A, observa-se que 0 pré-tratamento com o GM reduziu
significativamente o acumulo de leucdcitos totais nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg mas ndo na
dose de 1 mg/kg. Conforme observado na Figura 4. 2 B e C, 0 GM inibiu a migracdo de
neutrdfilos e o extravasamento proteico na cavidade toracica nas duas doses mais elevadas (10
e 50 mg/kg).

Dentre os parametros inflamatdrios avaliados, selecionamos o acimulo de neutrdfilos

para calcular a dose eficaz em inibir 50% (DEso) da resposta inflamatoria. Conforme pode ser
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observado na Figura 4. 2 D, a DEsp do influxo de neutrofilos foi de 7 mg/kg, sendo esta dose

escolhida para dar seguimento aos ensaios in vivo seguintes.

Estes resultados demonstram que o GM exibe uma importante atividade anti-
inflamatoria, através da inibicdo do edema da pata, exsudacdo de plasma e recrutamento de
neutrofilos para a cavidade pleural.
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Figura 4. 2: Efeito do pré-tratamento com o GM na pleurisia. A pleurisia foi induzida através de
injecdo intratoracica de zimosan (100 pg/cavidade) 1 hora ap6s o pré-tratamento oral com diferentes
doses do GM (1 a 50 mg/kg). Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume i.t. de salina
estéril. A quantificacdo do acumulo total de leucécitos (A), neutrofilos (B) e o extravasamento proteico
(C) foram realizados 4 horas ap6s o estimulo com zimosan. O célculo da DEs, do GM esta representada
na figura D. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um grupo de
no minimo 6 animais por experimento e sdo representativos de dois experimentos independentes. As
diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls) comparado com o grupo controle salina foram representadas por (*), ao passo que
comparado com o grupo estimulado com zimosan foram representadas por (+).
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4.2 AVALIAGCAO DA INFLAMAGAO ARTICULAR INDUZIDA POR ZIMOSAN EM DIFERENTES

TEMPOS

A avaliacdo da formagdo do edema e do acimulo de leucocitos apés a injecéo intra-
articular de zimosan foi realizada com a finalidade de observamos os periodos mais relevantes

do processo inflamatdrio articular em camundongos.

Na Figura 4. 3 A, observa-se que a injecdo intra-articular (i.a.) de zimosan (500
pg/cavidade) em camundongos induziu um aumento significativo no didmetro da articulacéo
do joelho logo na primeira hora ap6s o estimulo, atingindo 0 aumento méximo em 24 horas.
Apds este tempo os valores do didmetro articular comegaram a diminuir, mas permaneceram
significativamente acima dos valores basais até 96 horas apds o estimulo. A injecao de zimosan
induziu um acumulo de leucécitos na cavidade articular observado a partir de 2 horas ap6s o
estimulo, atingindo 0 méximo em 12 horas, mantendo-se até 24 horas e reduzindo gradualmente
nos tempos posteriores retornando a niveis similares aos do controle 96 horas apds a injecdo de
zimosan (Figura 4. 3 B). O aumento do numero de leucdcitos totais em 12 horas foi
acompanhado pelo aumento no ndmero de neutréfilos (Figura 4. 3 C). O nimero de células
mononucleares aumentou 6 e 24 horas apds o estimulo, retornando a niveis similares aos do

controle 72 horas apdés a injecdo de zimosan (Figura 4. 3 D).

Com base nos resultados obtidos, a dose do GM (7 mg/kg) e os tempos da reacéo (6 e 24

horas) foram escolhidos para os proximos estudos.
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Figura 4. 3: Estudo da inflamac&o articular induzida por zimosan. A artrite experimental foi
induzida através da injecdo intra-articular (i.a.) de zimosan (500 pg/25 pL). Os animais do grupo
controle receberam o mesmo volume i.a. de salina estéril (25 pL). Foi avaliado a formacdo de edema
articular (A), o acumulo do total de leucécitos (B), neutréfilos (C) e células mononucleares (D) 1, 2, 6,
12, 24, 48, 72 e 96 horas apds o estimulo com zimosan. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM) de um grupo de no minimo 6 animais por experimento e sdo representativos
de dois experimentos independentes. As diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste t de
Student) comparado com o grupo controle salina foram representadas por (*).
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4.3 EFEITO DO GALATO DE METILA NA FORMAGCAO DE EDEMA E ACUMULO CELULAR NA

ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZIMOSAN EM CAMUNDONGOS

Na Figura 4. 4 estéa representado o efeito do GM (7 mg/kg) 6 e 24 horas apds o estimulo
com zimosan (500 pg/cavidade; 25 pL). Observa-se que o0 GM reduziu de forma significativa
0 aumento do diametro articular em 6 (Figura 4. 4 A) e em 24 horas (Figura 4. 4 B) apds a
inducdo da artrite experimental. Como referéncia de farmaco anti-inflamatério foi utilizado a
dexametasona (10 mg/kg; 100 pL; i.p.) que inibiu a formagdo de edema articular nos dois

tempos avaliados.
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Figura 4. 4: Efeito do pré-tratamento com o GM na formacéo de edema articular. A artrite foi
induzida através da injecdo intra-articular (i.a.) de zimosan (500 pg/cavidade; 25 pL) 1 hora ap6s o pré-
tratamento oral com 0 GM (7 mg/kg) ou com o farmaco de referéncia dexametasona (10 mg/kg; i.p.).
Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume i.a. de salina estéril (25 pL). A avaliacdo do
diametro articular foi realizada através de um paquimetro digital 6 (A) e 24 (B) horas apés o estimulo
com zimosan. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um grupo
de no minimo 6 animais por experimento e sao representativos de trés experimentos independentes. As
diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls) comparado com o grupo controle salina foram representadas por (*), a0 passo que
comparado com o grupo estimulado com zimosan foram representadas por (+).

Como pode ser observado na Figura 4. 5 a inje¢éo i.a. de zimosan (500 pg/cavidade)
induziu, em 6 e 24 horas, um acimulo significativo de leucocitos na cavidade articular, quando

comparado ao grupo controle. O acumulo de leucdcitos foi acompanhado pelo aumento do
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numero de neutrofilos somado ao discreto, mas significativo, acumulo de ceélulas

mononucleares na articulacdo (Figura 4. 5 A-F).

O pré-tratamento com a dexametasona (10 mg.kg; i.p.) inibiu significativamente a
migracdo dos leucdcitos para a cavidade articular em ambos os tempos analisados (Figura 4. 5
A-F). A administracdo oral do GM 1 hora antes do estimulo reduziu de forma significativa o
acumulo do total de leucdcitos na cavidade articular 6 e 24 horas ap0s a injecdo de zimosan
(Figura 4. 5 A e B). Este efeito foi caracterizado principalmente pela inibi¢cdo da migracéo de
neutrdfilos nos dois tempos avaliados (58% de inibi¢cdo em 6 horas e 70% de inibicdo em 24
horas) (Figura 4.5 C e D). O GM reduziu também o acimulo de células mononucleares 6 e 24

horas apos o estimulo (Figura4.5E e F).
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Figura 4. 5: Efeito do pré-tratamento com o0 GM sobre a migracao celular na artrite experimental. A
artrite foi induzida através da injecdo intra-articular (i.a.) de zimosan (500 ug/cavidade; 25 pL) 1 hora apds
0 pré-tratamento oral com o GM (7 mg/kg) ou com o farmaco de referéncia dexametasona (10 mg/kg; i.p.).
Os animais do grupo controle receberam o0 mesmo volume i.a. de salina estéril (25 pL). A quantificacdo do
acumulo total de leucocitos (A e B), neutrofilos (C e D) e células mononucleares (E e F) foram realizados
6 e 24 horas ap6s 0 estimulo com zimosan. Os resultados foram expressos como média + erro padréo da
média (EPM) de um grupo de no minimo 6 animais por experimento e sdo representativos de trés
experimentos independentes. As diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle salina foram representadas por (*),
ao passo que comparado com o grupo estimulado com zimosan foram representadas por (+).
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Os cortes histoldgicos da articulacdo fémuro-tibial de camundongos foram obtidos 6 e
24 horas apds o estimulo com zimosan. Nos cortes histologicos da articulagdo fémuro-tibial,
obtidos de animais do grupo controle (salina), observa-se que o tecido sinovial preservado é
composto por adipécitos e fibroblastos, ndo apresenta influxo de células inflamatdrias (seta
preta e insertos) e possui a cartilagem integra (Figura 4. 6 e Figura 4. 7 A). Ao analisarmos
os cortes da articulacdo inflamada observamos um intenso acumulo de leucdcitos, em sua
grande parte neutréfilos (representados nas imagens pelo uso de um *) dispersos difusamente
no tecido sinovial, especialmente ao redor de vasos sanguineos e uma hemorragia no tecido e

no espaco sinovial (Figura 4. 6 B e Figura 4. 7 B).

Nas Figura 4. 6 e Figura 4. 7 C e D, observamos que o pré-tratamento com o GM e
com a dexametasona reduziu o acimulo de neutréfilos e os pontos hemorragicos no tecido
sinovial, corroborando com nossos achados anteriores na diminui¢do do nimero de neutréfilos

na cavidade sinovial.

A reducédo da formagdo de edema, acumulo de células inflamatdrias retidas no tecido
sinovial, observado nos cortes histoldgicos, e a inibi¢do do influxo de células para a articulagdo
indicam uma importante atividade anti-inflamatéria do GM na inflamacdo articular murina

induzida por zimosan.
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Figura 4. 6: Histopatologia representativa do efeito do GM sobre a inflamacao articular induzida
por zimosan 6 horas apés o estimulo. Cortes histolégicos longitudinais da articulagdo fémuro-tibial
de camundongos C57BL/6 injetados i.a. com (A) salina ou (B-D) zimosan (500ug/cavidade). Uma hora
antes da i.a. parte dos animais foram tratados oralmente com (D) GM (7 mg/kg) ou (C) dexametasona
(10 mg/kg) utilizado com farmaco de referéncia. (A) Tecido sinovial preservado sem influxo de células
inflamatorias (seta preta e insertos) e cartilagem morfologicamente normal. (B) Intenso infiltrado
inflamatdrio (*) e hemorragia no tecido sinovial e no espaco sinovial, presenca de vasos sanguineos com
neutrdfilos aderidos (seta preta e insertos). (C) Tecido sinovial apresentando infiltrado inflamatério (*)
e pontos hemorragicos reduzidos (seta preta e insertos). (D) Infiltrado inflamatdrio reduzido no tecido
sinovial (seta preta e insertos) e cartilagem preservada. Coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Aumento
de 20X e insertes de 100X. C: cartilagem; E: Eritrocitos; ES: Espaco sinovial; LP: Ligamento patelar;
TS: tecido sinovial.
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24 Horas

Figura 4. 7: Histopatologia representativa do efeito do GM sobre a inflamac&o articular induzida
por zimosan 24 horas ap6s o estimulo. Cortes histologicos longitudinais da articulagdo fémuro-tibial
de camundongos C57BL/6 injetados i.a. com (A) salina ou (B-D) zimosan (500ug/cavidade). Uma hora
antes da i.a. parte dos animais foram tratados oralmente com (D) GM (7 mg/kg) ou (C) dexametasona
(10 mg/kg) utilizado com farmaco de referéncia. (A) Tecido sinovial preservado livre de células
inflamatdrias (seta preta e insertos) e cartilagem morfologicamente normal. (B) Presenca de intenso
infiltrado inflamatorio (*) no espaco sinovial (seta preta e insertos). (C) Tecido sinovial apresentando
infiltrado inflamatério (*) e pontos hemorragicos bastante reduzidos (seta preta e insertos). (D) Presenca
de células inflamatdrias difusas no tecido sinovial (seta preta e insertos). Coloragdo de Hematoxilina e
Eosina. Aumento de 20X e insertes de 100X. C: cartilagem; E: Eritrocitos; ES: Espaco sinovial; LP:
Ligamento patelar; TS: tecido sinovial.
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4.4 EFEITO DO GALATO DE METILA NOS MEDIADORES INFLAMATORIOS PRESENTES NA

ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZIMOSAN

Mediadores inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1p, IL-6, CXCL-8, LTB4 e PGE: estdo
diretamente envolvidos na patogénese da artrite reumatoide (Arend, 2001; Deng e Lenardo,
2006; Brennan e Mclnnes, 2008). Fomos entao investigar o efeito do tratamento com 0 GM na

producdo destes mediadores durante a artrite experimental murina.

Como pode ser observado na Figura 4. 8 o estimulo intra-articular com zimosan induziu
um aumento na produgdo das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6 e da quimiocina CXCL-1/KC tanto
em 6 quanto em 24 horas de reacdo. O pré-tratamento com a dexametasona foi capaz de inibir
a producdo de todos os mediadores estudados em ambos os tempos avaliados (Figura 4. 8 A-
H). O pré-tratamento com o GM foi capaz de reduzir significativamente as concentracGes de
TNF-o (Figura 4. 8 A e B), IL-1pB (Figura 4.8 C e D), IL-6 (Figura 4. 8 E e F) e de CXCL-

1/KC (Figura 4. 8 G e H) de forma similar ao inibidor de referéncia.
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Figura 4. 8: Efeito do pré-tratamento com o GM sobre a produgdo de mediadores inflamatdrios
na artrite experimental. A artrite foi induzida através da injec&o intra-articular (i.a.) de zimosan (500
pg/cavidade; 25 pL) 1 hora ap6s o pré-tratamento oral com 0 GM (7 mg/kg) ou com o farmaco de
referéncia dexametasona (10 mg/kg; i.p.). Os animais do grupo controle receberam 0 mesmo volume
i.a. de salina estéril (25 pL). A quantificacdo da concentracdo das citocinas TNF-a (A e B), IL-1B (C e
D), IL-6 (E e F) e da quimiocina CXCL-1/KC (G e H) foram realizados 6 e 24 horas apds o estimulo
com zimosan por ELISA. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) de
um grupo de no minimo 6 animais por experimento e sdo representativos de dois experimentos
independentes. As diferengas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido
por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle salina foram representadas por (*), ao
passo que comparado com o grupo estimulado com zimosan foram representadas por (+).
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Na Figura 4. 9 podemos observar que a injecao i.a. de zimosan induziu um aumento na
producdo de PGE2 e LTB4 6 e 24 horas ap6s o estimulo. A administracdo oral de GM (7 mg/kg)
reduziu significativamente a producdo de PGE> e LTB4, em ambos os tempos estudados,

semelhante a dexametasona (Figura 4. 9 A-D).
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Figura 4. 9: Efeito do pré-tratamento com o GM sobre a produ¢do de mediadores lipidicos na
artrite experimental. A artrite foi induzida através da injecéo intra-articular (i.a.) de zimosan (500
pg/cavidade; 25 pL) 1 hora ap6s o pré-tratamento oral com 0 GM (7 mg/kg) ou com o farmaco de
referéncia dexametasona (10 mg/kg; i.p.). Os animais do grupo controle receberam 0 mesmo volume
i.a. de salina estéril (25 pL). A quantificagdo da concentragdo dos mediadores lipidicos PGE, (A e B) e
LTB. (C e D) foram realizados 6 e 24 horas ap6s o estimulo com zimosan por EIA. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da média (EPM) de um grupo de no minimo 6 animais por
experimento e sdo representativos de dois experimentos independentes. As diferencas estatisticamente
significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o
grupo controle salina foram representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado
com zimosan foram representadas por (+).
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4.5 [EFEITO DO GALATO DE METILA EM NEUTROFILOS MURINOS IN VITRO

Com o objetivo de estudar o efeito do GM in vitro foi realizado inicialmente um ensaio
de citotoxicidade celular em neutrofilos derivados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6.
A viabilidade celular dessas células foi avaliada pelo método de quantificacdo da lactato
desidrogenage (LDH), que € uma enzima oxidorredutase citosolica estavel que catalisa a
conversdo de lactato a piruvato. Os neutrofilos foram incubados com diferentes concentracdes
do GM (0,01 — 100 uM) durante 2 horas, em seguida, o sobrenadante das celulas foram
recolhidos para quantificacdo da LDH. Neste estudo foram consideradas ndo citotdxicas as
concentracdes que induzem até 10% de morte celular. Como pode ser observado na Tabela 4.
1 0 GM ndo induziu morte celular acima ou igual a 10%, ndo sendo citotoxico em nenhuma das

concentragdes testadas.

Tabela 4. 1: Efeito do GM na viabilidade de neutrdéfilos murinos

C | GM GM GM GM GM
ontrole 0,01puM  01puM | 1pM | 10pM | 100 pM

Viabilidade dos

neutrofilos (%) e 100 100 100 100 92

Os resultados sdo expressos como porcentagem (%) de células viaveis. O ensaio foi realizado em
quadruplicata por grupo contento 1 x 10° células/poco incubadas com diferentes concentragdes do GM
por 2 horas (37° C, 5% CO,). A porcentagem de células viaveis foi calculada a partir do kit In Vitro
Toxicology Assay, Lactic Dehydrogenase.

O efeito direto do GM na migracdo dos neutrofilos foi avaliado num ensaio de
quimiotaxia in vitro em cdmara de Boyden. Neste ensaio foi utilizado como estimulo
quimiotatico a quimiocina CXCL-1/KC. Os neutréfilos da medula 6ssea de camundongos
foram pré-incubados com diferentes concentracdes do GM (0,1 — 10 uM) durante 1 hora em
atmosfera controlada. Em seguida, foram distribuidos nos pogos superiores da cadmara de
Boyden onde foi induzida a migragéo por CXCL-1/KC (250 nM), presente nos pogos inferiores.
De acordo com a Figura 4. 10 a CXCL-1/KC induziu quimiotaxia nos neutréfilos. A migracdo
dos neutrofilos, pela membrana da camara de Boyden, foi reduzida quando essas células foram
pré-tratadas com dexametasona. Observou-se também uma redugdo significativa da

quimiotaxia em neutréfilos pré-incubados com o GM nas concentragfes de 0,1 e 1 uM. De
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forma interessante observamos que a inibi¢do da quimiotaxia foi inversamente proporcional a

concentracéo do GM.
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Figura 4. 10: Efeito do GM na quimiotaxia de neutrdéfilos murinos. Os neutrofilos foram isolados
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e foram pré-incubados durante 1 hora com RPMI, diferentes
concentragdes do GM (0,1 uM, 1 uM e 10 uM) ou com o farmaco de referéncia dexametasona (50 nM).
Em seguida, foram submetidos ao ensaio de quimiotaxia sendo estimulados com CXCL-1/KC (250 nM)
durante 1 hora em atmosfera controlada (37° C, 5% de CO;). Os pogos controle continham RPMI. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de dois experimentos
independentes. As diferengas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido
por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle RPMI foram representadas por (*), ao
passo que comparado com o grupo estimulado com CXCL-1/KC foram representadas por (+).

Avaliamos em seguida o efeito do GM na adesao de neutrdfilos nas células endoteliais
estimuladas por TNF-a, 0 que resulta na expressdo de moléculas de adesdo e producéo de
quimiocinas que induzem o recrutamento dos neutrofilos para o local da inflamacéo (Griffin et
al., 2012).

Na Figura 4. 11 podemos observar que os neutréfilos em contato com as células
endoteliais estimuladas com TNF-a (10 ng/mL; 4 horas) tiveram um aumento no indice de
adesdo em comparagdo com os neutréfilos que ficaram em contato com células endoteliais ndo
estimuladas (Figura 4. 11 A e B). A pré-incubacao dos neutréfilos durante 1 hora com o GM
(0,1 uM) ou com a fucoidina (25 pg/mL) reduziu significativamente o indice de adeséo a células

endoteliais estimuladas (Figura 4. 11 C e D).
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Figura 4. 11: Efeito do GM na adesdo de neutrofilos murinos. Neutréfilos isolados da medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 foram incubados durante 1 hora com RPMI, GM (0,1 pM) ou com fucoidina
(25 pg/mL). Em seguida, foram colocadas sobre células endoteliais previamente estimuladas com TNF-
a (10 ng/mL; 50 neutréfilos/tEnd.1; 4 horas) durante 1 hora. A adesdo foi quantificada por um indice de
adesdo calculado como demonstrado na metodologia. As fotos representam os grupos: (A) RPMI, (B)
TNF-a, (C) Fucoidina e (D) GM. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) de dois experimentos independentes. As diferencas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste
one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle RPMI foram
representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado com TNF-a foram representadas

por (+).
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A polarizagéo dos filamentos de actina controla a direcdo da migragdo dos neutrdéfilos
(Wu et al., 2014). Avaliamos neste ensaio o efeito do GM na polimerizacdo dos filamentos de

actina induzida por CXCL-1/KC em neutréfilos murinos.

Os neutrofilos da medula 6ssea de camundongos foram pré-incubados com 0 GM na
concentracdo de 0,1 uM durante 1 hora, e em seguida foram estimulados com CXCL-1/KC
(100 nM). As células foram fixadas e processadas para microscopia de fluorescéncia através da
marcacgdo da F-actina por faloidina-TRITC e o ndcleo dos neutréfilos por DAPI. As fotos

representativas de cada grupo podem ser observadas na Figura 4. 12.

Na imagem representativa do grupo RPMI observa-se que a faloidina-TRITC tem uma
menor intensidade da fluorescéncia, além disso, hd um pequeno acimulo da actina na parte
central das células. Em comparacdo, na imagem representativa do grupo CXCL-1/KC pode-se
observar uma concentracdo de actina nas bordas das células e um aumento da intensidade da
fluorescéncia para a marcacdo da F-actina. O tratamento dos neutréfilos com o GM reduziu a
intensidade florescéncia para a F-actina e pontos centrais de acimulo da actina podem ser
observados com uma maior frequéncia do que a concentracdo destes filamentos nas bordas

celulares.

46



RPMI

Faloidina-TRITC

CXCL-1/KC

Faloidina-TRITC

Faloidina-TRITC

Figura 4. 12: Efeito do GM na polarizacéo dos filamentos de actina nos neutrofilos. Neutrofilos
isolados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram incubados durante 1 hora com RPMI ou GM
(0,1 uM). Em seguida, foram estimulados com CXCL-1/KC (100 nM) durante 5 minutos. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de paraformaldeido e as laminas foram processadas para microscopia de
fluorescéncia. A polimerizagdo de F-actina foi determinada por fluorescéncia. Os neutréfilos foram
marcados com faloidina-TRITC (vermelho) e a contra-coloragdo nuclear feita pela utilizagdo de DAPI
(azul). O material foi observado em microscépio Zeiss Axioplan equipado com epifluorescéncia.
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4.6 EFEITO DO GALATO DE METILA EM MACROFAGOS ESTIMULADOS COM ZIMOSAN

Na sequéncia, fomos avaliar o efeito do GM em macrofagos que também séo células

importantes na AR.

Inicialmente foi realizado um ensaio de citotoxicidade em macr6fagos murinos da
linhagem J774A.1 através do método de Alamar blue. Os macrofagos foram incubados com o
GM em diferentes concentragdes (0,01 — 100 uM) durante 24 horas. De acordo com o observado
na Tabela 4.2 o0 GM ndo interferiu de forma significativa na viabilidade dos macréfagos em

nenhuma das concentracgdes analisadas.

Tabela 4. 2: Efeito do GM na viabilidade de macr6fagos murinos

Controle | . GM GM | GM | GM GM
ontrole 0,01uM | 0,1pM  1pM | 10puM | 100 pM

Viabilidade dos

mactofagos (%) 100 100 100 100 97 95

Os resultados sdo expressos como porcentagem (%) de células vidveis. O ensaio foi realizado em
quadruplicata por grupo contendo 2,5 x 10° células/pogco incubadas com GM em diferentes
concentragdes por 24 horas (37° C, 5% CO>). A porcentagem de células viaveis foi avaliada usando o
método de Alamar blue.

Em seguida, avaliamos o efeito do GM na producédo da citocina IL-6. Os macrofagos
foram pré-tratados com 0 GM (0,1 — 10 uM) ou com dexametasona (1 uM) durante 1 hora, e
depois estimulados com zimosan e/ou IFN-y por 24 horas. Na Figura 4. 13 podemos observar
que os macrofagos estimulados apenas com zimosan tiveram um aumento significativo na
producdo de IL-6 em comparacdo ao controle (células com RPMI), porém o mesmo ndo foi
observado para as células estimuladas somente com IFN-y. Ja nos macrofagos estimulados com
zimosan e IFN-y a produgao de IL-6 foi ainda mais elevada. O pré-tratamento dos macrofagos
com o GM foi capaz de diminuir significativamente a produgéo da IL-6 em todas as

concentragdes utilizadas assim como a dexametasona.
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Figura 4. 13: Efeito do GM na producéo de IL-6 em macréfagos murinos J774A.1. Os macréfagos
foram pré-tratados durante 1 hora com RPMI, diferentes concentragdes do GM (0,1 uM, 1 uM e 10 puM)
ou com o farmaco de referéncia dexametasona (1 uM). Em seguida, foram estimulados com zimosan
(10 pg/10° células), IFN-y (25 U/mL) ou com zimosan e IFN-y durante 24 horas em atmosfera
controlada (37° C, 5% de CO.). A quantificagdo da citocina IL-6 foi realizada utilizando o sobrenadante
livre de células através da técnica de ELISA. Os resultados foram apresentados como média * erro
padrdo da meédia (EPM) de trés experimentos independentes. As diferengas estatisticamente
significativas p< 0,05 (teste one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o
grupo controle RPMI foram representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado
com zimosan e INF-y foram representadas por (+).

As ciclooxigenases (COXs) sdo enzimas que catalisam as etapas sequenciais de sintese
dos prostanoides (como a PGE2). A COX-2 é uma enzima induzivel, cuja expressdo estd
associada com os processos inflamatérios (Dinarello, 2010). Conforme observado
anteriormente, 0 GM foi capaz de reduzir a producdo de PGE> na artrite induzida por zimosan
em camundongos. Fomos entdo investigar se essa reducdo seria uma interferéncia do GM na

expressao da enzima COX-2.

Para avaliar o efeito do GM na expressdo da COX-2, macréfagos murinos J774A.1
foram previamente incubados com diferentes concentracées do GM (0,1 — 10 uM) ou com a
dexametasona (1 puM) durante 1 hora. Em seguida, as células foram estimulas com zimosan
e/ou IFN-y por 24 horas. A expressao de COX-2 foi determinada a partir dos extratos celulares.
Conforme observado na Figura 4. 14 apenas o estimulo com zimosan e IFN-y aumentou de
forma significativa a expressdo da enzima COX-2 quando comparado com 0s macréfagos ndo

estimulados ou estimulados com zimosan ou IFN-y separadamente. A expressdo de COX-2 foi
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inibida de forma significativa pelo tratamento com a dexametasona. O pré-tratamento com o

GM nas concentracOes de 1 e 10 uM foi capaz de reduzir a expressédo de COX-2.
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Figura 4. 14: Efeito do GM na expressdo da enzima COX-2 em macréfagos murinos J774A.1. Os
macrofagos foram pre-tratados durante 1 hora com RPMI, diferentes concentragdes do GM (0,1 uM, 1
KM e 10 uM) ou com o farmaco de referéncia dexametasona (1 uM). Em seguida, foram estimulados
com zimosan (10 pg/10° células), IFN-y (25 U/mL) ou com zimosan e IFN-y durante 24 horas em
atmosfera controlada (37° C, 5% de CO,). A expressdo de COX-2 foi quantificada a partir dos extratos
celulares por western blot. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
de trés experimentos independentes. As diferengas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-
way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle RPMI foram
representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado com zimosan e INF-y foram
representadas por (+).

Avaliamos o efeito do GM na producéo de 6xido nitrico (NO) e na expresséo da enzima
INOS induzida por zimosan. Macrdfagos J774A.1 foram incubados com GM em diferentes
concentragdes (0,1 uM — 10 pM) ou com dexametasona (1 uM) durante 1 hora. Em seguida, as
celulas foram estimulas com zimosan e/ou IFN-y por 24 horas em atmosfera controlada. A

producdo de NO foi quantificada pela detec¢do do nitrito (Giustarini et al., 2008) através da
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reacdo de Griess e a expressdo da iNOS foi determinada a partir dos extratos celulares por
western blot. Na Figura 4. 15 A e B observa-se que apenas o0 estimulo com zimosan e IFN-y
induziu um aumento na producgdo de NO e na expressdo de iNOS. O pré-tratamento com 0 GM
foi capaz de reduzir significativamente a producdo de NO apenas na maior concentragcdo
utilizada (10 uM). A dexametasona também inibiu significativamente a producdo de NO
(Figura 4. 15 A). J& a expressdo de iNOS, foi inibida significativamente pelo GM nas
concentragfes de 1 e 10 UM, enquanto que em células pré-tratadas com a dexametasona, a

reducdo da expressdo da enzima néo foi estatisticamente significativa (Figura 4. 15 B).
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Figura 4. 15: Efeito do GM na producéo de NO e na expressao de iNOS em macrofagos murinos
J774A.1. Os macrofagos foram pré-tratados durante 1 hora com RPMI, diferentes concentraces do GM
(0,1 uM, 1 uM e 10 uM) ou com o farmaco de referéncia dexametasona (1 uM). Em seguida, foram
estimulados com zimosan (10 pg/10° células), IFN-y (25 U/mL) ou com zimosan € IFN-y durante 24
horas em atmosfera controlada (37° C, 5% de CO,). A quantificacdo do NO foi realizada utilizando o
sobrenadante livre de células através da reacéo de Griess e a expressao de iNOS foi quantificada a partir
dos extratos celulares por western blot. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da
média (EPM) de trés experimentos independentes. As diferencas estatisticamente significativas p< 0,05
(teste one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle RPMI
foram representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado com zimosan e INF-y
foram representadas por (+).
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O Ca?* é armazenado principalmente no reticulo endoplasmatico (RE), de onde é
liberado quando a célula é estimulada. A liberacdo do Ca*? é uma importante via de sinalizagio
para ativacdo de fatores de transcricdo nuclear pro-inflamatorios que séo regulados através de
diversos mensageiros secundarios (Dolmetsch, Xu e Lewis, 1998). Como pode ser observado
na Figura 4. 16 A, a ativacdo celular mediada pelo estimulo com zimosan e IFN-y foi
acompanhada por um aumento prolongado na liberacéo intracelular de célcio. O GM (1 uM)
reduziu a saida do célcio dos compartimentos intracelulares para o citoplasma, de forma

significativa como € mostrado na Figura 4. 16 B.

Em conjunto, os resultados apresentados demonstram que o GM reduz diretamente a

ativacdo dos macréfagos.
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Figura 4. 16: Efeito do GM na liberacéo intracelular de calcio em macré6fagos murinos J774A.1.
Os macrdfagos foram pré-tratados durante 1 hora com HBSS ou GM (1 uM). Em seguida, foram
estimulados com zimosan (10 pg/10° células) e IFN-y (25 U/mL). Os ensaios foram realizados com o
Calcium Assay Kit, como recomenda o fabricante, e a leitura foi realizada no equipamento Softmax Pro
(Molecular Devices). (A) o grafico demonstra os valores de RFU obtidos durante 600 segundos com
leitura realizada a cada 7 segundos. (B) o gréafico demonstra os valores de RFU obtidos entre 360-600
segundos ap0s o estimulo. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
de dois experimentos independentes. As diferencgas estatisticamente significativas p< 0,05 (teste one-
way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls) comparado com o grupo controle RPMI foram
representadas por (*), ao passo que comparado com o grupo estimulado com zimosan e INF-y foram
representadas por (+).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que o galato de metila (GM) um derivado de &cidos
fenolicos encontrado em varias espécies de plantas possui um importante efeito anti-
inflamatdrio na reacdo inflamatoria induzida pelo zimosan, sobretudo na artrite experimental.
Nossos resultados mostraram que o GM reduz de forma significativa a migracdo dos
neutrofilos, a producdo de mediadores inflamatérios e a ativacdo de células cruciais para o

desenvolvimento da doenca.

A artrite experimental induzida por zimosan possui caracteristicas semelhantes com as
observadas na AR humana, embora tenha uma menor dependéncia da resposta imune mediada
por linfécitos (Asquith et al., 2009). Dentre as principais caracteristicas podemos destacar: a
formacdo de edema articular, a infiltracdo de células para a cavidade sinovial, a producdo dos
principais mediadores inflamatdrios envolvidos na patogénese da doenca e a incapacitacdo
articular (da Rocha et al., 2004; Penido et al., 2006; Guerrero et al., 2008).

O zimosan estimula a fagocitose, a producéo de citocinas, quimiocinas, espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, além de induzir a migracdo de células e o aumento da permeabilidade
vascular (Gantner et al., 2003; Yuhki et al., 2008), neste ultimo ocorre o extravasamento de
liquido e proteinas do plasma para o tecido induzindo a formacdo de edema (Sherwood e
Toliver-Kinsky, 2004). No modelo de edema de pata induzido por zimosan existe 0
envolvimento das aminas vasoativas, bradicinina, PAF (dados ainda ndo publicados). Em nosso
trabalho, observamos que o pré-tratamento oral com o GM foi capaz de inibir a formacéo do
edema de pata e do extravasamento proteico na pleurisia, ambos induzidos por zimosan (Figuras
4.1 e 4.2). Cavalher-Machado e colaboradores (Cavalher-Machado et al., 2008) relataram que
0 pré-tratamento de mastocitos com o GM reduziu a liberagdo de histamina e a degranulagdo
dessas células apds o estimulo com C48/80 ou a sensibilizacdo passiva com IgE. Resultados
obtidos em nosso laboratorio demonstraram que o GM também foi capaz de inibir o edema de

pata induzido por histamina, bradicinina e PAF (dados ainda ndo publicados). Em conjunto,
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estes resultados sugerem que o efeito anti-edematogénico do GM pode estar direta ou
indiretamente envolvido com a modulacdo de mediadores lipidicos, bradicinina e histamina na

inflamacéo induzida por zimosan.

O modelo da pleurisia induzida por zimosan é amplamente utilizado na busca de
substancias obtidas de produtos naturais com acdo anti-inflamatoria (Penido et al., 2006). Neste
trabalho, avaliamos a curva dose-resposta usando a pleurisia induzida por zimosan para
encontrar uma relacdo entre efeito farmacoldgico e dose do GM. A dose eficaz, capaz de reduzir
50% (DEso) da infiltragdo de neutrdfilos para a cavidade toracica, foi calculada como sendo de
7 mg/ kg (Figura 4.2 D).

A injecdo intra-articular de zimosan induziu um aumento no didmetro da articulacdo do
joelho (edema) na primeira hora apés o estimulo e sendo maximo em 24 horas. O pré-tratamento
oral com o GM (7 mg/kg) foi capaz de reduzir o edema articular tanto em 6 quanto em 24 horas
apos o estimulo (Figura 4.4). O aumento do didmetro articular observado apés a injecdo do
zimosan é o resultado de uma cascata de acontecimentos que inclui a ativacdo do sistema
complemento, a degranulacdo de mastocitos, a geracao de metabdlitos do acido araquiddnico
como leucotrienos, prostandides e PAF e a producdo de NO (Gegout et al., 1995; da S Rocha
et al., 2002; Conte et al., 2008; Dimitrova et al., 2010; Linke et al., 2012).

A administragéo oral do GM reduziu a producdo de PGE> na cavidade sinovial em 6 e
24 horas de reacdo (Figura 4.9 A e B). A inibicdo da producdo de prostaglandina pelo GM
também foi relatada por Kim e colaboradores (Kim, S. J. et al., 2006) que demonstraram uma
falha na produgéo de PGD> por mastdcitos devido a uma reducéo da atividade da enzima COX-
2 pelo GM, mas ndo pela sua expressdo. Diferente do trabalho anteriormente citado, nos
observamos que 0 GM inibe a expressdo de COX-2 por macréfagos estimulados in vitro (Figura
4.14). A divergéncia entre os dois resultados pode ser explicada pela diferenca dos tipos
celulares utilizados nos dois estudos, e também pela diferenca dos mediadores utilizados para
induzir a expressao da enzima. Além disso, um estudo recente baseado em ligacdo magnética
em combinagcdo com HPLC-DAD-MS demonstrou que o grupamento galoil (presente em
algumas catequinas e que apresenta uma maior similaridade estrutural com o GM) tem uma
potente capacidade de inibigé&o da atividade de COX-2 semelhante ao celocoxibe (Deng et al.,
2014). Em nosso estudo, podemos sugerir que a inibi¢ao da producao de PGE: in vivo é devido
a diminuicdo da expressdo da enzima COX-2. Contudo, mais estudos sdo necessarios para

afirmar que essa reducao também é decorrente da acdo do GM sobre a atividade da COX-2.
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A resposta inflamatoria ao zimosan é mediada por TLR2, que atua em colaboragdo com
TLR6. A ligacdo do zimosan ao TLR2 induz a ativacdo de NF-kB, que leva produgdo de
citocinas inflamatdrias como IL-1, IL-6 IL-8, IL-18, TNF e outras, bem como a expressao de
moléculas co-estimulatorias e a liberagdo de acido araquidonico (Frasnelli et al., 2005; Asquith
et al., 2009; Guerrero et al., 2012). A producdo desses mediadores inflamatdrios no tecido
sinovial de pacientes com AR é um processo importante na patogénese da doenca (Bingham,
2002; Firestein, 2003). Observamos que a injecédo intra-articular de zimosan desencadeou a
producdo das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6, da quimiocina CXCL-1/KC e dos mediadores
lipidicos LTB4 e PGE2 em 6 e 24 horas apo0s o estimulo (Figuras 4.8 e 4.9).

Embora existam evidéncias de que a IL-1p ¢ TNF-a tenham fungdes independentes nos
processos patofisiologicos da AR, alguns relatos afirmam que estas citocinas atuam de uma
forma sinérgica (Dayer, 2003). O sinergismo desses mediadores foi ilustrado no modelo animal
de artrite induzida por colageno, onde foi observado que em ratos que receberam IL-1Ra,
antagonista do receptor de IL-1, ou anti-TNF-a ocorreu uma fraca inibi¢do da inflamagao e
reabsorcdo Ossea. Porém, quando os tratamentos foram dados em combinacéo (IL-1Ra e anti-
TNF-a), a redugao da inflamagao e destruigdo articular foi acentuadamente maior (Bendele et
al., 2000). Experimentalmente, essas citocinas desempenham um papel critico na manifestacédo
da hipernocicepcao inflamatéria em diferentes modelos de artrite experimental (Cunha et al.,
2005; Verri et al., 2006). A inibigdo genética ou farmacoldgica de TNFR1 e IL-1R1, respectivos
receptores de TNF-a e IL-1B, reduz a hipernocicepgao articular e a migra¢ao de neutr6filos no
modelo experimental de artrite induzida por antigeno (Cunha et al., 2008; Sachs et al., 2011).
A relevancia de TNF e IL-1 para o influxo de neutréfilos é consistente com os efeitos
conhecidos dessas citocinas em orquestrar a produgdo de quimioatraentes de neutrofilos e
induzir a expressdo de moléculas de adesdo celular em locais de inflamacdo (Hickey et al.,
1997; Kelly, Hwang e Kubes, 2007). Por outro lado, Sachs e colaboradores (Sachs et al., 2011)
demonstraram que o blogueio da entrada dos neutréfilos ao sitio de inflamacédo com fucoidina
diminuiu a producéo de TNF-a ¢ IL-1p. Entdo, no modelo de artrite induzida por antigeno, TNF
e IL-1 sdo necessarios para um influxo adequado de neutréfilos, mas os neutrofilos também sdo
esséncias para a producdo direta ou indireta desses mediadores. Observamos no presente
trabalho, que o GM foi capaz de inibir a concentragéo de IL-1p e TNF-a em 6 e 24 horas apds
0 estimulo com zimosan (Figura 4.8 A-D). No entanto é necessario esclarecer se 0 GM inibe a
producéo desses mediadores diretamente ou se a diminui¢do na concentracao deles é decorrente

da reducdo do influxo de neutrofilos. De qualquer maneira, a inibicdo desses mediadores é de
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grande importancia, uma vez que, nos estudos clinicos, o antagonismo de IL-1 ou o bloqueio
de TNF-a reduz os sinais ¢ sintomas da AR e retarda a destruigdo das articulagdes, sendo um
dos avancos mais significativos no tratamento da AR (Cohen et al., 2002; Caporali et al., 2011,
Lama e Saikia, 2011; Tak e Kalden, 2011).

A IL-6 € um mediador de funcdes pleiotrdpicas, incluindo efeitos sobre a maturacao e
ativacdo de macrdfagos, osteoclastos, condrocitos e células endoteliais. A auséncia de IL-6
protege camundongos da artrite induzida por colégeno, e a neutralizacdo da IL-6 utilizando
anticorpos especificos atenua a doenga (Rose-John, 2012). A prova central do papel critico da
IL-6 na patogénese da artrite reumatoide foi demonstrada em ensaios clinicos e em modelos
experimentais de artrite onde a deplecdo ou a utilizacdo de anticorpos especificos anti-IL-6
suprimiram a atividade e progressdo da erosao articular durante a artrite (Alonzi et al., 1998;
Nishimoto et al., 2004; Richards et al., 2006). O pré-tratamento oral com o GM foi responsavel
por um decréscimo significativo na producdo de IL-6 em 6 e 24 horas apds a inflamacéo
articular induzida por zimosan (Figura 4.8 E e F). Como a IL-6 € uma das principais citocinas
produzidas pelos sinovidcitos do tipo B (Firestein, 2005), a reducdo da producdo desse
mediador pode ser um indicativo de que o GM atue na ativacdo dessas células ou pode ser
devido a um efeito indireto, uma vez que, o GM atua diretamente em outros eventos

inflamatorios.

Dentro das articulac6es inflamadas de pacientes com AR, a concentracdo de LTB4 esta
correlacionada com a gravidade da doenca e os leucdcitos expressam altos niveis de BLT1
(receptor do LTB4) no fluido sinovial (Hashimoto et al., 2003; Kim, N. D. et al., 2006). Essas
evidéncias sugerem que esse mediador contribui para a sinovite caracteristica da AR através do
recrutamento de leucdcitos para a cavidade articular. Na artrite induzida por zimosan, foi
demonstrada uma liberacdo significativa de LTB4 logo na primeira hora apds a inje¢do do
estimulo (da Rocha et al., 2004). Uma vez que, o influxo de células para a articulacéo
estimulada com zimosan € significativo a partir da segunda hora ap6s a injecéo i.a. de zimosan
é evidente que a producdo de LTB4 precede o influxo de neutrofilos. No entanto, o tratamento
dos animais com fucoidina ou com um anticorpo anti-neutrofilos inibiu a producdo de LTB4
induzida por zimosan na articulacdo 7 horas apos o estimulo (Guerrero et al., 2008). Esses
relatos sugerem que células residentes, tais como 0s sinoviocitos sdo as responsaveis pela
liberacdo imediata de LTB4, mas os neutrofilos sdo responsaveis pela producao posterior desse
mediador. Os nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com 0 GM reduziu de forma

significativa a concentracdo de LTB4 na articulagdo sinovial 6 e 24 horas apds a injecdo de
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zimosan (Figura 4.9 C e D). Porém, como n6s ndo avaliamos se 0 GM reduz a producdo desse
mediador logo na primeira hora ap6s o estimulo, ndo podemos afirmar que essa substancia
interfere diretamente na producdo do LTB4 pelas células residentes. A inibigdo da concentracdo
de LTB4 pelo GM pode ser uma consequéncia da inibi¢do do influxo de neutrofilos para a

articulacdo estimulada.

A molécula quimiotatica CXCL-8/IL-8 (homdlogo murino CXCL-1/KC), € umas das
mais abundantes quimiocinas presente no fluido sinovial de pacientes com AR e sua expressao
no tecido sinovial estd associada com a atividade da doenca (Kraan et al., 2001). No modelo
murino de artrite inflamatoria K/BxN, foi observado que o receptor CXCR2 (receptor de
CXCL-1/KC) é critico para a manutencédo da inflamacéo na artrite. Chou e colaboradores (Chou
et al., 2010) também demonstraram que existe uma diferenca na requisicdo dos receptores
BLT1 e CXCR2. Durante o curso da artrite inflamatéria, BLT1 é internalizado em
polimorfonucleares (PMNs) apos a ligacdo do LTB4 (Chen et al., 2006). Em contraste, ocorre
um aumento na expressao de CXCR2 nessas células presentes na articulacdo ap6s o inicio da
inflamacéo articular. Tais informagdes sdo consistentes com relatos que mostram que o CXCL-
1/KC tem um papel importante no recrutamento dos PMNs em tempos tardios enquanto que o
LTB4 participa mais ativamente do recrutamento de PMNs nos momentos iniciais da reacéo
(Sadik, Kim e Luster, 2011). Nossos resultados demonstraram um aumento importante da
concentracdo de CXCL-1/KC na articulagdo sinovial 6 e 24 horas ap6s o estimulo com zimosan
(Figura 4.8 G e H), que esté correlacionado com a migracdo massiva dos neutréfilos para o
tecido articular. O GM foi capaz de reduzir a producdo desse mediador tanto em 6 quanto em
24 horas. E provavel que a inibicdo do influxo de neutréfilos para a sindvia ocasionada pelo

GM esta relacionada com a reducdo na producdo de CXCL-1/KC no sitio inflamatério.

O estimulo i.a. de zimosan levou a um aumento acentuado no numero de leucdcitos,
principalmente de neutrofilos e uma quantidade menor, porém significativa, de células
mononucleares no espaco articular (Figura 4.5). Os neutréfilos sdo as células mais abundantes
presentes no fluido sinovial de pacientes com AR. Essas células amplificam as respostas
inflamatdrias e contribuem para a perpetuacdo da inflamagédo nas articulacGes (Cross et al.,
2005). A ativacdo dos neutréfilos induz a reorganizagdo do citoesqueleto, a liberacdo do
conteudo dos seus granulos, a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a producao
de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas e mediadores lipidicos, e ao aumento da
fagocitose (Cascdo et al., 2010; Wright et al., 2010; Németh e Mdcsai, 2012). Recentemente,

Suo e colaboradores (Suo et al., 2014) demonstraram que a deplecdo ou inibicdo das funcbes
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dos neutréfilos levou a uma reducéo significativa da formacdo de edema, 2-8 horas apés a

injecéo de zimosan.

No presente trabalho, demonstramos que o pré-tratamento com o GM reduziu o
acumulo de leucdcitos na cavidade articular apds o estimulo com zimosan. O efeito observado
na reducdo do numero de células foi principalmente devido a reducdo do acumulo dos
neutrofilos para a cavidade, o que foi confirmado através da andlise histopatologica do tecido
da articulacdo fémuro-tibial (Figuras 4.5, 4.6 e 4.7). Contudo, também observamos uma
diminuicéo significativa no infiltrado de células mononucleares para a articulagdo sinovial 6 e

24 horas ap06s a inducéo da artrite (Figura4.5 E e F).

Para esclarecer se 0 GM inibe diretamente a migracao dos neutrofilos, realizamos um
ensaio de quimiotaxia, onde observamos que 0 GM foi capaz de reduzir de forma significativa
a migracdo dos neutrdfilos na presenca da quimiocina CXCL-1/KC (Figura 4.10). O KC induz
a quimiotaxia dos neutrofilos através da sua ligacdo os receptores de sete dominios
transmembranares (CXCR1 e CXCR?2) localizados na superficie dos neutréfilos (Wu et al.,
2014). Esses receptores sdo acoplados a proteina G (GPCRs), que sdo compostos pelas
subunidades o, e y. A subunidade Gy ativa fosfatidilinositol 3-quinase (P13K) que conduz a
fosforilacdo de fosfoinositideo (PI) para formar Pl-trifosfato (PI3P), que por sua vez ativa a
proteina quinase B (Akt/PKB), bem como GTPases (Futosi, Fodor e Mdcsai, 2013). Essa
sinalizacdo regula a polimerizacao de F-actina que controla a migracdo dos neutréfilos (Stillie
et al., 2009). Um estudo recente mostrou que o GM reduziu significativamente a migracéo de
células do glioma através da inibicao da fosforilacdo de Akt e da formac&o de adesdo focal .
Com base nesses dados, nos hipotetizamos que 0 GM pode interferir na via de sinalizacdo dos
GPCRs, tais como CXCR1/CXCR2.

Para comprovar essa hipotese nos realizamos um ensaio de adesdo celular uma vez que,
a via de sinalizacao intracelular dos GPCRs ativam integrinas de superficie que participam da
cascata de adesdo dos neutrofilos (Dimasi, Sun e Bonder, 2013). Avaliamos também a
polimerizacdo dos filamentos de actina, pois esse evento é crucial para a reorganizacdo do
citoesqueleto dos neutréfilos durante o recrutamento que € dependente da ativacdo dos
receptores de quimiocinas, tal como 0 CXCR1/CXCR2 (Chodniewicz e Zhelev, 2003).
Observamos que o tratamento dos neutrofilos com o GM inibiu sua adesdo as células endoteliais
ativadas com TNF-a (Figura 4.11). O GM também foi capaz de reduzir a formacao da F-actina

nos neutrofilos estimulados com CXCL-1 (Figura 4.12). Esses resultados suportam a hipotese
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de que 0 GM pode estar interferindo na via de sinalizacdo do receptor CXCL-1, impedindo
assim a ativagdo, a migracdo e a expressdo de moléculas de adesdo nos neutrdfilos,
consequentemente, impedindo a entrada dessas células aos locais de inflamagdo como na

cavidade pleural e na sindvia.

O reconhecimento do zimosan por macréfagos residentes na sindvia (sinoviocitos do
tipo A), através do receptor TLR2 e dectina-1, € o primeiro passo da resposta inflamatoria que
ocorre no modelo de inflamacéo articular estudado nesse trabalho (Pettipher e Salter, 1996;
Young et al., 2001). Como mencionado anteriormente, a sinalizagdo intracelular ativada por
TLR2 conduz a ativacdo de NF-kB que desencadeia a produ¢ao de mediadores inflamatorios e
a expressdo de COX-2 e iNOS. A sinalizacdo de dectina-1 estimula o influxo de calcio através
da ativagdo da fosfolipase Cy (PLC-y) e também ativa NF-xB ¢ MAPK (Kelly, Wang e
Ivashkiv, 2010). Com o objetivo de avaliar a regulacdo da ativacdo de macrofagos pelo GM,
nos avaliamos a producdo da citocina IL-6 e NO, a expressdo das enzimas COX-2 e INOS e a

mobilizacdo intracelular de calcio nessas células.

Classicamente a ativacdo de macrofagos induzida pela combinacdo de um ligante de
Toll com IFN-y levam a expressao de um conjunto Unico de genes que originam um fenétipo
pré-inflamatorio. Caracteristicamente, essas células produzem citocinas como o TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-12 em quantidades elevadas e regulam positivamente o MHC de classe 11 e CD86,
que facilitam a apresentacdo de antigenos (Sharif et al., 2007; Drexler et al., 2008). O estado
de ativacdo pro-inflamatdrio de macréfagos pode ser ainda reforcado, através da alta afinidade
do receptor FcyRI em resposta a imunocomplexos (Mosser e Edwards, 2008). Em adigéo,
macrofagos ativados classicamente produzem espécies reativas de oxigénio como o NO por
meio da enzima Oxido nitrico sintase 2 (NOS2/iNOS) estimulando células T para o fenétipo de
Thl ou Th2 (Edwards et al., 2006). Como o macréfago € a principal célula que produz
mediadores inflamatorios na articulagdo avaliamos inicialmente se 0 GM seria capaz de inibir
a producdo da citocina IL-6. O tratamento de macréfagos estimulados com zimosan e IFN-y

com o GM foi capaz de inibir significativamente a producdo de IL-6 in vitro (Figura 4.13).

O 6xido nitrico é sintetizado a partir da catalise da L-arginina pela 6xido nitrico sintase
(NOS), e exerce um importante papel na regulacdo de muitas fungdes fisioldgicas (Coleman,
2001). Entretanto, a producdo exacerbada de NO pode aumentar a gravidade das doencas
autoimunes (Sharma, Al-Omran e Parvathy, 2007). Os efeitos deletérios atribuidos ao NO tem

sido associados com a geracdo de espécies reativas de nitrogénio, formadas apos a liberacéo
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deste mediador. 1sso pode ocorrer por combinacdo do NO com outras substancias, incluindo
espécies reativas de oxigénio como o anion superéxido (Halliwell, Zhao e Whiteman, 1999).
No modelo experimental de artrite induzido pelo zimosan foi observado que h&a uma produgéo
de NO no liquido sinovial dos camundongos, que foi maxima em 6 horas apés a injecdo i.a. de
zimosan (da S Rocha et al., 2002). Essa liberacdo foi associada com a intensa migracao de
neutrofilos para a cavidade sinovial, sugerindo que essas células estdo associadas com a
producdo desse mediador no ambiente articular. Um aumento da expressdo da iNOS na sin6via
inflamada, particularmente nos sinovidcitos e nos neutrofilos, também contribuem para essa
liberacdo (Bezerra et al., 2004). No presente trabalho nés observamos uma reducéo significativa
da producao de NO por macréfagos estimulados com zimosan e INF-y in vitro e na expressao
da iNOS por estas células. Observamos que a reducgdo da producao de NO esta associada a uma
diminuicdo na expressdo da iINOS pelo GM (Figura 4.15). Com base nesses resultados é
possivel sugerir que 0 GM inibe a producao de NO pelos sinovidcitos do tipo A na articulacéo
inflamada, entretanto maiores estudos sao necessarios para afirmar que essa inibicdo também

ocorre diretamente nos neutrofilos.

Os ions célcio (Ca%") sdo mensageiros intracelulares versateis em células eucariticas
que regulam muitos processos celulares incluindo, o ciclo celular, o sistema de transportes, a
mobilidade, a expressao génica e o metabolismo da célula (Dominguez, Guragain e Patrauchan,
2015). O estimulo de macréfagos com zimosan e IFN-y desencadeou uma rapida mobilizacéo
de célcio dos compartimentos intracelulares para o citosol da célula. Nossos resultados
demonstram claramente que a ativagdo mediada por zimosan e IFN-y foi acompanhada por um
aumento prolongado no influxo de Ca?*, o pré-tratamento dos macréfagos com o GM (1 pM)
inibiu 0 aumento do Ca?* intracelular (Figura 4.16). A presenca de calcio é essencial para a
acdo da enzima PLA: (Berg et al., 2001). O Ca?* livre no citosol se liga ao sitio catalitico das
PLA: para que estas liberem o acido araquid6nico dos fosfolipidios de membrana e desta forma
ocorre a biossintese dos eicosanoides (Burke e Dennis, 2009). A reducdo da mobilizacédo
intracelular de célcio pelo GM pode reduzir a atividade das PLA;, consequentemente
diminuindo a liberacdo do &cido araquidénico. Este mecanismo pode ser o responsavel pela a
reducdo da producdo de PGE> e LTB4 no fluido sinovial dos camundongos tratados com 0 GM

e estimulados com zimosan.

Sdo vérias as evidéncias que tornam os macrofagos alvos terapéuticos atrativos tais
como: (1) a correlacdo entre a progressdo radioldgica da destruigdo articular e o grau de

infiltracdo de macrofagos sinoviais (Mulherin, Fitzgerald e Bresnihan, 1996); (2) a eficacia da
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terapia antirreumatica convencional que estd de acordo com o conhecimento crescente dos
efeitos especificos de tais drogas em macrdéfagos (Bondeson, 1997; Lavagno et al., 2004); (3)
a eficécia de terapias bioldgicas dirigidas a citocinas produzidas predominantemente por
macrofagos (Bresnihan et al., 1998; Feldmann et al., 2005); (4) e ainda a ativacdo diferencial
de vias intracelulares de transducdo de sinais que estdo relacionadas a diferentes funcdes
efetoras dos macrofagos, podem levar a producdo de inibidores mais especificos de enzimas
metabdlicas essenciais ou vias particulares de transducdo de sinal como alvos seletivos da

terapia antirreumatica (Sweeney e Firestein, 2004; Westra et al., 2004).

Este conjunto de resultados demonstra que o GM apresenta um efeito direto em
neutrofilos e na modulacéo de fungdes dos macrdfagos. Isso esta de acordo com estudos que
relatam que substdncias de origem natural apresentam mdaltiplos, porém definidos, alvos
moleculares (Koeberle e Werz, 2014), entretanto, mais estudos serdo necessarios para

esclarecer o mecanismo de acdo exato do GM.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, 0s nossos resultados demonstram um efeito anti-inflamatorio
importante do galato de metila em modelos de inflamagdo induzido pelo zimosan,
principalmente no modelo de artrite experimental, devido a sua capacidade de modular o
recrutamento dos neutréfilos e a ativacao de macrofagos. Esses achados ressaltam a importancia
de um estudo mais aprofundado dos mecanismos de agdo do GM e destacam que essa substancia
pode ser uma candidata com potencial anti-inflamatério que podera ser utilizada no controle da
artrite. Além disso, sugerimos que os efeitos anti-inflamatdérios do GM podem ser mediados
através de diferentes vias associadas ao processo inflamatério, corroborando com os estudos
que demonstram que substancias derivadas de produtos naturais possuem multiplos alvos

moleculares.
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Ethnopharmacological relevance: Schinus terebinthifolius is a species of plant from
the Anacardiaceae family, which can be found in different regions of Brazil. Schinus is
popularly known as aroeirinha, aroeira-vermelha, or Brazilian pepper. In folk medicine, S.
terebinthifolius is used for several disorders, including inflammatory conditions, skin wounds,
mucosal membrane ulcers, respiratory problems, gout, tumors, diarrhea and arthritis. According
to chemical analyses, gallic acid, methyl gallate and pentagalloylglucose are the main
components of hydroalcoholic extracts from S. terebinthifolius leaves. In the present study, we
demonstrated the ability of a hydroalcoholic extract to inhibit cell migration in arthritis and
investigated the mechanisms underlying this phenomenon.

Materials and methods: The anti-inflammatory effect of S. terebinthifolius
hydroalcoholic leaf extract (ST-70) was investigated in a zymosan-induced experimental model
of inflammation. Male Swiss mice received zymosan (100 pg/cavity) via intra-thoracic (i.t.) or
intra-articular (i.a.) injection after oral pre-treatment with ST-70. The direct action of ST-70 on
neutrophils was evaluated via chemotaxis.

Results: ST-70 exhibited a dose-dependent effect in the pleurisy model. The median
effective dose (EDso) was 100 mg/kg, which inhibited 70% of neutrophil accumulation when
compared with the control group. ST-70 reduced joint diameter and neutrophil influx for
synovial tissues at 6 h and 24 h in zymosan-induced arthritis. Additionally, ST-70 inhibited
synovial Interleukin (IL)-6, IL-1B, keratinocyte-derived chemokine (CXCL1/KC) and Tumor
Necrosis Factor (TNF)-a production at 6 h and CXCL1/KC and IL-1p production at 24 h. The
direct activity of ST-70 on neutrophils was observed via the impairment of CXCL1/KC-induced
chemotaxis in neutrophils. Oral administration of ST-70 did not induce gastric damage. Daily
administration for twenty days did not kill any animals. In contrast, similar administrations of
diclofenac induced gastric damage and killed all animals by the fifth day.

Conclusions: Our results demonstrated significant anti-inflammatory effects of ST-70,
suggesting a putative use of this herb for the development of phytomedicines to treat
inflammatory diseases, such as joint inflammation.

Keywords: Schinus terebinthifolius Raddi, Arthritis, Neutrophils

Chemical compounds studied in this article:

Gallic acid (PubChem CID: 370); Methyl gallate (PubChem CID: 7428);
Pentagalloylglucose (PubChem CID: 65238).
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1. Introduction

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) is a native plant from South America. It
has been used in folk medicine as teas, infusions or tinctures; as an anti-inflammatory,
febrifuge, analgesic, and depurative agent; and to treat urogenital system illnesses (Medeiros et
al., 2007). Through ethnopharmacological research, the gastroprotective properties of S.
terebinthifolius are remarkably effective, especially in the treatment of gastritis and ulcers
(Carlini et al., 2010). Previous reports have demonstrated that S. terebinthifolius extracts or
fractions rich in polyphenols, display antioxidant, antibacterial, antifungal and anti-allergic
activities in different experimental models (Cavalher-Machado et al., 2008; de Lima et al.,
2006; Schmourlo et al., 2005; Veldzquez et al., 2003). Despite its importance in popular
medicine for the treatment of inflammatory disorders, few scientific studies have examined the
biological activities and chemical composition of Schinus terebinthifolius extracts.

Inflammation is a complex physiological response that occurs in vascularized tissues in
response to harmful stimuli, such as pathogens, damaged cells or irritants. The inflammatory
process is coordinated by different chemical mediators that induce vasodilation, plasma leakage
and leukocyte margination. However, when the inflammatory response becomes prolonged or
chronic, the same process can become destructive and has been linked to a number of diseases.
Chronic inflammation can result from a failure to eliminate harmful stimuli, an abnormal
autoimmune response or the persistence of a chronic, low-intensity irritant that continually
causes acute inflammation response (Medzhitov, 2010).

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune inflammatory disease characterized
by pathological changes, such as persistent synovitis, vascular proliferation, infiltration of
inflammatory cells, and damage to cartilage and bone (Scott et al., 2010). A critical factor that
contributes to joint damage is the excessive production of inflammatory mediators by resident
or infiltrating inflammatory cells. Cytokines (TNF-o and IL-1p) and eicosanoids (leukotrienes
and prostaglandins) are involved in the pathogenesis of arthritis and participate in pain,
neutrophil accumulation and tissue damage (Brennan and Mclnnes, 2008; Guerrero et al.,
2008). Recently, the importance of IL-17 has been studied in experimental arthritis, wherein
the cytokine was detected during neutrophil accumulation and cartilage degradation and in
hyperalgesic symptoms (Pinto et al., 2010). The recruitment of neutrophils contributes to the
local production of cytokines and joint damage and appears to be important in the pathogenesis
of human arthritis (Wright et al., 2014). In the last decade, the involvement of other cells, such

as macrophages, synoviocytes, lymphocytes and mast cells, have been described, indicating
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that a wider variety of cells are also important in the perpetuating the articular inflammatory
process (Mclnnes and Schett, 2011).

Current clinical treatments for RA include steroidal and nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (SAIDs and NSAIDs, respectively), disease-modifying antirheumatic
drugs (DMARDs) and biological agents (Kalden, 2002). However, the prolonged use of SAIDS
and NSAIDS has been associated with serious adverse effects, including gastrointestinal
disorders, immunodeficiency and humoral disturbances (Roth, 2012), which are factors that
have been attributed to treatment dropout.

In recent decades, the screening of safer and more potent anti-inflammatory
drugs for clinical use has increased. In this context, plants with anti-inflammatory activities
have shown promising effects against inflammatory diseases, such as arthritis (Lama and
Saikia, 2011). A few reports have shown that a polyphenol from green tea extract displayed a
protective effect in a model of inflammatory arthritis, largely through its ability to inhibit the
production of key inflammatory mediators, such as interleukin (IL)-1f and IL-6, by RA
synovial fibroblasts (Ahmed et al., 2006).

Considering the popular uses of teas and tinctures for medicinal purposes, we
evaluated the anti-inflammatory effect of hydroalcoholic extracts from S. terebinthifolius Raddi
to assess its ability to inhibit cell migration and inflammatory mediators in experimental

arthritis. Furthermore, we explored the mechanisms involved in this phenomenon.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents

Zymosan serotype A, dexamethasone, potassium diclofenac, phosphate buffered
saline (PBS), buffer perborate, o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD), Bradford reagent,
bovine serum albumin (BSA), ethylene diamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA), RPMI
1640 medium and fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) were all obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). DMSO (for biological tests), ethyl ether, ethyl
acetate, n-hexane, dichloromethane, methanol and acetone for chromatography were purchased
from Vetec Quimica Fina, Ltda. (Xerém, RJ, Brazil). LTB4s immuno-assay kit was obtained
from Cayman Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA). Purified anti-murine TNF-a,
CXCL1/KC, IL-6 and IL-1B mAbs; biotinylated anti-TNF-o, CXCL-1/KC, IL-6 and IL-1B
mADbs; and recombinant TNF-o, CXCL-1/KC, IL-6 and IL-1p were all obtained from R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA).
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2.2. Preparation and analysis of ST-70 extract
Leaves were collected from 10 individual of S. terebinthifolius plants in the
Atlantic Forest Campus FIOCRUZ, Jacarepagua, Rio de Janeiro, RJ, Brazil, and a voucher
specimen was deposited into the Rio de Janeiro Botanical Garden Herbarium under number
RB-451742.

The collected material were dried at 40°C in an oven with air circulation, reduced to
small fragments and extracted with 70% ethanol in a dynamic maceration for 24 h. Then, the
extract was filtered, concentrated under reduced pressure and lyophilized, resulting in a
hydroethanolic extract (ST-70) with a yield of 11.00%. These conditions were based on
previous studies of extraction times.

The ST-70 extract was analyzed using techniques such as adsorption column
chromatography, thin layer chromatography, partition chromatography (countercurrent
chromatography), gas chromatography coupled to mass spectrometry, high performance liquid
chromatography (HPLC) and crystallization by traditional methodologies.

Several different methodologies were employed to isolate compounds from S.
terebinthifolius. Spectrometric and spectroscopic analyses led to the identification of luteolin,
quercetin, kaempferol, agathisflavone, gallic acid (GA), methyl gallate (MG), 1,2,3,4,6—
pentagalloylglucose (PG), epicatechin, a-amyrin, f-amyrin, and lupeol.

The main secondary metabolite constituents in the extract, namely GA and MG, were
assigned by HPLC analyses to the respective standard substances based on the similarities of
their UV spectra on a diode array detector (DAD) at 220-400 nm and their retention times (6.6
min for GA and 15.0 min for MG). The HPLC chromatograms of ST-70 and the standards are
shown in Fig. 1. The samples and the standard compounds were prepared in methanol through
conventional dilution, and 20 pL was injected for analysis. A Supelcosil LC-18 column (250 x
4.6 mm, 5 um) coupled to a Supelcosil LC-18 (4.0 mm x 20 mm, 5 um) guard-column (Supelco,
Bellefonte) was used. The following gradient program of the mobile phase, which consisted of
aqueous trifluoroacetic acid at pH 2.5 (A) and methanol/acetonitrile 1:3 v/v (B), was performed
at 40°C and 1.0 ml/min: 0-20 min, 3-20% B; 20-30 min, 20-30% B; 30-35 min, 30-50% B; 35-
40 min, 50-96% B; 40-45 min, 96-3% B; and 45-60 min, 3% B. Detection was set at 270 nm.
Separately, the extract was spiked with the standards to confirm peak assignments. The GA and
MG contents of ST-70 were determined based on calibration curves of the standards, which
were tested in triplicate to confirm linearity and validity via ANOVA. The range (18.1 to 226
ug/ml for GA and 2.0 - 200 ug/ml for MG), linearity [yca = 14.24 x 10° x (ug GA/mI) at r
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=0.9998, ymc = 12.52 x 10% x (ug MG/ml) at r = 0.9997], precision (relative standard deviation
for GA = 2.02 and for MG = 2.07) and limits of quantification (1 and 0.2 pg/ml for GA and
MG, respectively) were determined following the International Conference of Harmonization
guidelines (ICH, 2005) and literature recommendations (Ribani M et al., 2004). The extract was
composed of 13.7 + 0.3 mg/g of GA and 2.3 + 0.1 mg/g of MG. A total of 172 + 2.1 mg/g of
eight main polyphenolic components presented UV spectra similar to that of GA, including
1,2,3,4,6—pentagalloylglucose (PG at 37.4 = 0.9 mg/g), were estimated by an external

calibration versus an MG curve.
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Fig. 1: HPLC-270 nm chromatogram of the hydroalcoholic extract from S.
terebinthifolius leaves. GA, ogallic acid. MeG, methyl gallate. PG, 1,2,3,4,6—
pentagalloylglucose. PP, other gallic acid derivatives.

2.3. Animals
Male Swiss-44 and C57BL/6 mice (20-30 g) from CECAL-FIOCRUZ bioterium
were maintained on a 12 h-light/dark cycle with controlled temperature and free access to food
and fresh water. All experiments were conducted under license number CEUA LW-43/14 in
accordance with the ethical guidelines of the International Association for the Study of Pain

and the institutional guidelines for animal use.
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2.4. Treatments
Mice that were fasted overnight received ST-70 (3.125 - 200 mg/kg) orally (p.o.)
in a final volume of 200 pul 1 h prior to stimulation. As reference drugs, dexamethasone (10
mg/kg, 100 ul) was administered i.p., and potassium diclofenac (100 mg/kg, 200 ul) was
administered p.o. 1 h prior to stimulation. Equivalent volumes of vehicle were administered to

the control groups.

2.5. Zymosan-induced pleurisy

Swiss mice were orally pre-treated with diclofenac (100 mg/kg) or_different
doses of extract (3,125 - 200 mg/kg) 1 h before zymosan-induced pleurisy in order to determine
the ST-70 effective dose to reduce inflammation by half (EDso). The control group received an
i.t. injection of an equal volume of vehicle. The animals were euthanized 4 h after stimulus by
carbon dioxide (CO>) inhalation, and their thoracic cavities were washed with 1 ml of PBS
containing EDTA (10 mM) at pH 7.4. Total leukocyte counts were performed on all washes
from thoracic cavities using an automatic particle counter Z2 Counter (Coulter Z1, Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA). Differential cell counts were performed under light microscopy
(1000x) using cytospin smears (Cytospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA, USA) stained
according to the May-Grunwald-Giemsa method. The counts were reported as the numbers of
cells (x 10°% per cavity. Then, pleural washes were centrifuged at 400 x g for 10 min.
Supernatants were stored at -80°C for further EIA and ELISA. The total protein contents of, the
supernatants were quantified using the Bradford method according to the manufacturer’s

instructions.

2.6. Experimental arthritis

Joint inflammation was induced by intra-articular (i.a.) injection of zymosan
(500 pg/cavity) that was diluted in sterile saline to a final volume of 25 ul, according to the
technique of (Conte et al., 2008). Control animals (C57BL/6 mice) received i.a. injections of
equal volumes of sterile saline. Knee-joint swelling was evaluated by measuring the transverse
diameters of each knee joint using digital calipers (Digmatic Caliper, Mitutoyo Corporation,
Kanagawa, Japan). Animals were pre-treated 1 h prior with ST-70 (100 mg/kg) or
dexamethasone. Values of knee joint thickness were expressed in millimeters (mm) as the
difference of the knee-joint diameter before and after the induction of articular inflammation
(A). After 6 h or 24 h of joint inflammation induction, the mice were euthanized by carbon

dioxide inhalation. Knee synovial cavities were washed with 300 ul of PBS containing EDTA
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(10 mM). Total leukocyte counts were performed in an automatic particle counter Z2 (Coulter
Z2, Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). Differential cell counts were performed under light
microscopy (1000x) using cytospin smears (Cytospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA, USA)
stained according to the May-Grunwald-Giemsa method. The counts were reported as numbers
of cells per cavity (x 10°). The synovial washes were centrifuged at 400 x g for 10 min and

stored at -80°C for further analyses.

2.7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Levels of the CXCL1/KC and IL-6 were evaluated in Swiss mice pleural washes.
CXCL1/KC, IL-6, TNF-a and IL-1p levels were quantified in C57BL/6 mice synovial washes
by sandwich ELISA using matched antibody pairs from R&D Systems (Quantikine.

Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s instructions.

2.8. Determination of cytotoxicity

To investigate the treatment of GA on cellular viability, J77A-4 cells were plated onto
black, flat-bottomed 96-well plates at a density of 2.5 x 10° cells/well. After 1 h of incubation
in a controlled atmosphere (5% CO3, 37°C), the cells received fresh medium with or without
Tween 20 (3%), DMSO (0.5%) and GA (1, 10 or 100 nM) in a quadruplicate assay. After 21 h
of further incubation, 20 uL of an Alamar Blue solution were added to each well. After an
additional 3 h, the fluorescence was read on a SpectraMax M5/Mb5e microplate reader

(Molecular Devices; Kexc 555 nm, kem 585 nm).

2.9. Murine neutrophil purification

C57BL/6 mice were euthanized, and the femurs from both hind legs were
dissected, removed and freed of soft tissue attachments. The distal tip of the femur extremity
was excised, and each femur was washed with 2 ml of Ca?*/Mg?*-free HBSS-EDTA solution.
Cell suspensions were then centrifuged at 400 x g for 15 min at 20°C and resuspended in 2 ml
Ca?*/Mg**-free HBSS-EDTA. The cells were purified via Percoll discontinuous gradient
centrifugation (65% and 72% diluted in Ca?*/Mg?®*-free HBSS-EDTA\). Briefly, the cells were
centrifuged at 1200 x g for 35 min at room temperature without braking, and
polymorphonuclear cells were recovered from the 65%/72% interface. Then, neutrophils were
counted in a Neubauer chamber, identified by cytospin centrifugation, and followed by Wright-

Giemsa coloration according to the manufacturer’s instructions.
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2.10. Human neutrophil purification
Human neutrophils were isolated from citrate (3.8%)-treated peripheral venous
blood of healthy volunteers using a four-step discontinuous Percoll gradient (Amersham
Biosciences, San Francisco, CA, USA). Erythrocytes were removed by hypotonic lysis. Isolated
neutrophils (98% purity), estimated to be >96% viable by Trypan blue exclusion, were
resuspended in RPMI 1640 medium.

2.11. Chemotaxis assay

Neutrophil chemotaxis was assayed in a 48-well Boyden chamber (Neuroprobe,
Inc. Cabin John, MD, USA) using a 5-um PVP-free polycarbonate filter (Nuclepore,
Pleasanton, CA, USA). Briefly, purified murine neutrophils were incubated with ST-70 (500
pg/ml) or dexamethasone (50 nM) for 1 h prior to the chemotaxis assay. Then, the cells were
centrifuged at 400 x g for 10 min at room temperature and assayed in a chemotaxis chamber.
The bottom wells of the chamber were filled with 29 pl of a chemoattractant stimulant, CXCL-
1/KC (250 nM). Pre-treated neutrophils (1x10° cells/50 pl) were seeded in the upper
compartment. The chamber was then incubated at 37°C in 5% CO_ atmosphere for 1 h, and the
filter was fixed and stained by Wright-Giemsa coloration according to the manufacturer’s
instructions. In another set of assays, purified human neutrophils were incubated with one of
the main polyphenols of ST-70, GA (100 nM), or dexamethasone (50 nM) for 1 h prior to the
chemotaxis assay. Then, the human cells were assayed in chemotaxis chambers, as described
above, under fMLP (10 uM) stimulation. Neutrophils that had migrated through the membrane
were counted under a light microscope (1000 x magnification) in fifteen random fields. The
result is expressed as the mean number of migrated neutrophils per fifteen fields.

2.12. Ulcerogenic activity and survival

Swiss mice that were fasted for 24 h were orally administered either different
doses of ST-70 (100 or 400 mg/kg) or potassium diclofenac (100 mg/kg) diluted in filtered
water to a final volume of 200 ul. After 5 h, the mice were euthanized. The stomachs were
removed, opened along the greater curvature and gently washed with PBS. Gastric lesions were
analyzed under a stereoscopic microscope (Olympus, Japan) by a single-blind method.
Additionally, Swiss mice received daily p.o. ST-70 (100 mg/kg), potassium diclofenac (100
mg/kg) diluted in filtered water to a final volume of 200 pul, or only filtered water (200 ul) for

twenty days to assess survival rates.
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2.13. Statistical analysis
All results are expressed as the means + standard errors of the means (SEM) and
were evaluated using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. A log-
rank (Mantel-Cox) test was used to compare the survival rates. The significance level was set
at P <0.05.

3. Results

3.1. ST-70 inhibits leukocyte infiltration and inflammatory mediator production in
pleurisy.

To determine the dose-response effect of ST70, it was applied to zymosan-
induced pleurisy. As shown in Figs. 2A-B, the oral pre-treatment with different doses of ST-70
(3.125 - 200 mg/kg) significantly inhibited (from 25 mg/kg) the migration into pleural sites of
total leukocytes, including neutrophils, 4 h after stimulation in a dose-dependent manner.
According to the dose-response curve for leukocyte infiltration, the EDsg of ST-70 was 100
mg/kg (Fig. 2C). Potassium diclofenac, a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID), was
used as a reference inhibitor. As was observed with 100 mg/kg ST-70, the oral pre-treatment
with 100 mg/kg diclofenac similarly inhibited total leukocyte and neutrophil accumulation (Fig.
S1).

The migration and activation of neutrophils during inflammation results from
several events, such as cytokine and chemokine action. In zymosan pleural washes, increased
CXCL-1/KC and IL-6 levels were detected when compared with control groups. The oral pre-
treatment with ST-70 (100 mg/kg) decreased the concentrations of CXCL-1/KC and IL-6 by
99.92% and 96.52%, respectively (Fig. 2D). A smaller decrease was observed after potassium

diclofenac (100 mg/kg) pre-treatment (Fig. 2D).
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Fig. 2: Study of the dose-response effect of the hydroalcoholic extract from S.
terebinthifolius (ST-70) on cell migration and the production of inflammatory mediators. Effect
of pre-treatment with ST-70 (3.125 — 200 mg/kg, p.o., 1 h before stimulation) on (A) total
leukocyte and (B) neutrophil recruitment were analyzed 4 h after zymosan i.t. injection (100
pg/cavity; black columns). Control animals received saline i.t. injection (100 ul/cavity; white
columns). (C) Dose-response log-curve of ST-70 treatment based on neutrophil recruitment
analysis; the EDso was calculated as 100 mg/kg. (D) CXCL-1/KC and IL-6 production from
thoracic cavity washes were measured by ELISA. Data are presented as the means £ SEM (n =
6). Significant differences (P < 0.05) are indicated between stimulated and non-stimulated

groups (*) and between treated and non-treated groups (+).
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3.2. ST-70 inhibits neutrophils migration on zymosan-induced arthritis

We previously reported that the i.a. injection of zymosan (500 pg/cavity)
induced an articular inflammatory response after 6 h, which was characterized by a significant
increase in edema formation and massive neutrophil influx peaking at 24 h (Conte et al., 2008;
Penido et al., 2006). In the present study, the analyses were performed at 6 h and 24 h after
stimulation because marked inflammatory reactions were already observed at these time points
(Figs. 3 and 4). As shown in Figs. 3A and 3E, the oral pre-treatment with ST-70 (100 mg/kg)
1 h prior to zymosan injection markedly reduced knee-joint thickness at 6 h and 24 h after
stimulation. Notably, the oral treatment with ST-70 induced a similar effect as that achieved
via the i.p. administration of dexamethasone (10 mg/kg) (Figs. 3A and 3E). The treatments
with ST-70 or dexamethasone also inhibited total leukocyte, mononuclear cell and neutrophil
infiltration when compared with non-treated mice 6 h after i.a. zymosan injection (Fig. 3B-D).
However, 24 h after stimulation, the ST-70 pre-treatment inhibited total leukocyte and
neutrophil migration but failed to reduce mononuclear cell influx into the synovial cavity (Figs.
3F-H). Interestingly, a single oral treatment with ST-70 (100 mg/kg) was able to inhibit edema
formation and leukocyte migration at all times analyzed after i.a. zymosan injection. It is
noteworthy that ST-70 also inhibited murine neutrophil chemotaxis induced by CXCL-1/KC in
vitro, demonstrating a direct effect of ST-70 on neutrophils (Fig. S2).
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Fig. 3: ST-70 effect on edema and leukocyte migration during zymosan-induced
arthritis. Knee-joint diameter was measured with a digital caliper, and knee synovial cells were
recovered 6 h or 24 h after zymosan stimulation. Pre-treatment with ST-70 (100 mg/kg, p.o., 1
h before stimulation) was analyzed in (A) knee-joint thickness, (B) total leukocyte, (C)
neutrophil and (D) mononuclear cell migration 6 h after zymosan i.a. injection (500 ug/25
pl/cavity; black columns) and in (E) knee-joint thickness, (F) total leukocyte, (G) neutrophil
and (H) mononuclear cells migration 24 h after zymosan i.a. injection (500 pg/25 pl/cavity;
black columns). Control animals received sterile saline i.a. injection (25 pl/cavity; white
columns). Dexamethasone (Dexa, 100 mg/kg) was applied i.p. 1 h before stimulation. Data are
presented as the means + SEM (n = 7). Significant differences (P < 0.05) are indicated between

stimulated and non-stimulated groups (*) and between treated and non-treated groups (+).

3.3. ST-70 reduces pro-inflammatory mediators in articular zymosan-injected knee

joints
To investigate whether ST-70 exerted its anti-inflammatory effect by modulating
the production of inflammatory mediators, we analyzed its effect on the production of CXCL-
1/KC, IL-6, TNF-a and IL-1p. As demonstrated in Figs. 4A-H, the articular cavity levels of
CXCL-1/KC, TNF-a, IL-1P and IL-6 increased at 6 h and at 24 h after i.a. zymosan injection.
ST-70 oral pre-treatment markedly reduced zymosan-induced CXCL-1/KC, IL-6, TNF-a, and
IL-1pB production 6 h after i.a. injection (Figs. 4A-D). ST-70 (100 mg/kg) only significantly
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inhibited CXCL-1/KC and IL-1p production 24 h after i.a. zymosan injection (Figs. 4E and
4H). Pre-treatment with dexamethasone reduced the production of CXCL-1/KC, IL-6, TNF-a
and IL-1p at both time points investigated.
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Fig. 4: Effect of ST-70 on the production of inflammatory mediators 6 and 24 h after
zymosan-induced arthritis. Pre-treatment with ST-70 (100 mg/kg, p.o., 1 h before stimulation)
was analyzed in synovial cavity washes collected 6 h or 24 h after zymosan i.a. injection (500
ug/25 ul/cavity; black columns), and (A and E) CXCL-1/KC, (B and F) IL-6, (C and G) TNF-
a and (D and H) IL-1p were measured by ELISA. Dexamethasone (Dexa, 100 mg/kg) was
applied i.p. 1 h before stimulation. Data are presented as the means = SEM (n = 7). Significant
differences (P < 0.05) are indicated between stimulated and non-stimulated groups (*) and

between treated and non-treated groups (+).

3.5. Gallic acid from ST-70 exhibits anti-inflammatory activity
Phytochemical studies revealed that GA is one of the major polyphenol
components of the ST-70 extract. To determine whether this substance is responsible for the
observed effect on neutrophil migration, we evaluated the effect of GA on human neutrophil
chemotaxis. First, the effect of GA (1, 10 and 100 nM) was assessed on cell viability using the

resazurin assay; none of tested concentrations were cytotoxic (100 nM >95% viability). Pre-
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treatment with GA (100 nM) significantly reduced neutrophil chemotaxis (Fig. 5). This result
suggests that GA is one of the bioactive component present in ST-70 extracts.
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Fig. 5: Effect of gallic acid (GA) on human neutrophil chemotaxis. Peripheral human
neutrophils were isolated and subjected to Boyden chamber chemotaxis assays in response to
fMLP stimulation (10 uM; black column). The cells were pre-incubated for 1 h with RPMI
(control), dexamethasone (50 nM) or GA (100 nM) before stimulation. Data are presented as
the means + SEM (n = 4). Significant differences (P < 0.05) are indicated between stimulated

and non-stimulated groups (*) and between treated and non-treated groups (+).

3.6. ST-70 does not induce gastric injury or death in mice

As shown in Fig. 6, animals that received a single oral dose of sodium diclofenac
(100 mg/kg) showed high indices of gastric lesions (Fig. 6A) but did not exhibit decreased
mucus secretions (Fig. 6B). Furthermore, 100% of the mice died up to the fifth day after daily
sodium diclofenac oral administration (Fig. 6C). However, ST-70 oral administration (100 or
400 mg/kg) induced few gastric lesions when compared with the control group (non-treated
animals) and did not decrease the production of mucus secreted in the stomach (Figs. 6A-B).
Moreover, the animals that received a 400 mg/kg dose displayed increased gastric mucus
production. Additionally, the mice that were orally administered ST-70 daily for twenty days
remained alive at the end of the experiment (Fig. 6C), showing no acute toxicity.
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Fig. 6: Effect of ST-70 on mice gastric mucosa and survival. Animals received oral
administration of ST-70 (100 or 400 mg/kg, 1 h before stimulation), potassium diclofenac (100
mg/kg) or water (200 ul). (A) Gastric lesion index and (B) mucus production in gastric mucosa
were analyzed 5 h after oral administration. (C) Survival rates for animals that received daily
water (solid line), ST-70 (100 mg/kg; o) or potassium diclofenac (100 mg/kg; ®). The log-rank
test revealed differences in the survival curves between ST-70 and potassium diclofenac oral
administration. Data are presented as the means £ SEM (n = 10). Significant differences (P <

0.05) are indicated between animals that received diclofenac and non-treated animals (*).

4. Discussion

In the present work, we showed that the hydroalcoholic extract from Schinus
terebinthifolius Raddi leaves (ST-70) exhibited important anti-inflammatory properties in
pleurisy and arthritis, including a marked inhibition of neutrophil influx and reduced
inflammatory mediators induced by zymosan. Previous results from our group demonstrated an
anti-allergic effect of the ethyl acetate fraction from S. terebinthifolius leaves (ST fraction), in
which HPLC analysis identified gallic acid, methyl gallate and 1,2,3,4,6—pentagalloylglucose
as polyphenol components of ST fraction (Cavalher-Machado et al., 2008). In this work, the
ST-fraction was shown to reduce eosinophil migration in allergic pleurisy. To date, the effect
of S. terebinthifolius on experimental arthritis and neutrophil migration in acute inflammatory
responses has not been studied.

Natural products have been tested in a wide range of inflammatory models,
including zymosan-induced pleurisy (Penido et al., 2006). In fact, during zymosan-induced

inflammatory responses, it is possible to study the mechanisms of phagocytosis, cell migration
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and the production of inflammatory mediators (Underhill, 2003). Herein, we performed a dose-
response analysis using zymosan-induced pleurisy to pharmacologically investigate the link
between ST-70 levels and its effect on inflammatory processes. The EDsg of ST-70 in the
reduction of leukocyte infiltration into the thoracic cavity was calculated to be 100 mg/kg.

Inflammatory signaling in response to zymosan requires nuclear factor (NF)-kB
activation. NF-«B is a pivotal regulator in the expression of many pro-inflammatory cytokines,
including TNF-a, IL-1B, and IL-6, and chemokines, e.g., CXCL-1/KC (Underhill, 2003),
detected at early time points in murine models of inflammation (Ajuebor et al., 1999). Previous
reports have shown that TNF-a, IL-1, IL-6, and CINC (a member of the a-CXC chemokine
family in rats) were sequentially produced during the early stages of zymosan-induced pleurisy
in rats (Utsunomiya et al., 1998). Our results observed the production of IL-6 and CXCL-1/KC
4 h after zymosan intra-thoracic injection in mice. Oral pre-treatments with ST-70 (100 mg/kg)
inhibited these pro-inflammatory mediators by more than 70%. Thus, our results suggest that
ST-70 reduces neutrophil migration by affecting cytokine and chemokine production.

RA is a disease characterized by neutrophil accumulation. Elevated numbers of
neutrophils are found in the synovial fluid of patients with RA. These activated neutrophils
secrete proteases that contribute to the destruction of cartilage and related joint structures
(Wright et al., 2014). Zymosan-induced arthritis has been used as an experimental model to
assess the anti-inflammatory effects of different compounds (Gegout et al., 1995). At early time
points following zymosan i.a. stimulation, edema formation was accompanied by massive
neutrophil infiltration into the synovial tissue and the fluids of inflamed joints (Conte et al.,
2008). Previous reports demonstrated that zymosan i.a. injection in rodents is characterized by
a marked increase in knee-joint thickness within 6 h and peaks within 24 h, remaining
significantly above control values for 20 days (Penido et al., 2006). Accordingly, we observed
that zymosan i.a. injections in mice resulted in a marked increase in knee-joint thickness within
6 h and 24 h, as characterized by protein extravasation into the joint space. This phenomenon
was inhibited by ST-70 oral pre-treatment at a dose of 100 mg/kg. However, the mechanism of
action of ST-70 in the inhibition of zymosan-induced knee-joint edema remains unknown.

Neutrophils are predominant in the synovial exudates of a variety of inflammatory
arthropathies, including rheumatoid arthritis; the participation of these cells in the pathogenesis
of tissue lesions has long been recognized (Harris, 1991). However, neutrophils do not seem to
be responsible for the perpetuation of chronic synovitis. Neutrophils promote cartilage

breakdown and bone resorption by producing important chemicals, such as reactive oxygen and
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nitrogen species, lysosomal enzymes and metalloproteases (Hampton et al., 1998). Therefore,
strategies to limit neutrophil trafficking or activation have received attention as potential
alternatives to treat arthritis. In the present study, neutrophil influx at 6 h and 24 h after zymosan
injection was reduced by a single oral dose of ST-70, as observed in synovial washes. Thus, the
inhibition of neutrophil migration into the synovial cavity reduced the production of
inflammatory mediators and, consequently, tissue damage.

Currently, TNF-a is believed to be the primary mediator in the inflammatory
cytokine cascade and in the pathogenesis of RA. TNF-a is primarily produced by activated
macrophages in inflamed synovial membrane tissue and induces the production of other pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1p and IL-6, and chemokines, such as CXCL-1, leading to
the destruction of articular cartilage (Brennan and Mclnnes, 2008; van den Berg et al., 1999).

IL-1B and TNF-a induce neutrophil infiltration when injected into the joints of normal
animals. The combination of these cytokines exhibits synergistic activity (Henderson and
Pettipher, 1989). A considerable number of studies have shown that blockades of IL-1f3 and
TNF-a reduce inflammation and joint destruction in arthritic animal models (Maini and Taylor,
2000). In clinical studies, antagonism of IL-1p and TNF-a inhibition reduces joint destruction
and the signs and symptoms of RA (Bendele et al., 2000). We observed that the i.a. injection of
zymosan induced high levels of TNF-a and IL-1p production 6 h and 24 h after stimulation.
The oral administration of ST-70 reduced the production of these cytokines at 6 h post stimulus;
only IL-1p production was inhibited 24 h after i.a. zymosan injection.

IL-6 displays pleiotropic effects, including effects on the maturation and
activation of macrophages, osteoclasts, chondrocytes and endothelial cells. The critical role of
IL-6 in the pathogenesis of RA has been demonstrated in clinical trials wherein a specific anti-
IL-6 antibody was able to suppress the progression of joint erosion in RA (Brennan and
Mclnnes, 2008). The oral pre-treatment with ST-70 resulted in a significant decrease in IL-6 in
the first 6 h after zymosan-induced joint inflammation. In our model, the reduction in IL-6 in
the early stages of arthritis seems to be associated with a reduction in edema and cell migration.

The chemokine CXCL-1/KC binds the CXCR1 and CXCR2 receptors, which
signal through G-proteins. CXCR2 and CXCRL1 signaling plays key roles in neutrophil
function, especially in chemotaxis, degranulation, phagocytosis and oxidative burst (Boppana
etal., 2014). In our RA experimental model, we observed high levels of CXCL1/KC production
and a reduction in the levels of this chemokine after oral pre-treatment with ST-70.
Furthermore, neutrophils stimulated with CXCL-1/KC migrated in smaller quantities when pre-

incubated with ST-70. Our data suggest that the inhibition in neutrophil tissue accumulation in
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the joint cavity may be related to impaired CXCL1/KC generation during zymosan-induced
arthritis. Here, we report for the first time a direct inhibition of neutrophil migration in arthritis
by a hydroalcoholic extract from S. terebinthifolius leaves.

According to previous studies, plant-derived compounds that can modulate the
expression of pro-inflammatory signals, such as polyphenols, may have anti-arthritic potential
(Khanna et al., 2007). In the present report, the phytochemical analyses of ST-70 revealed the
presence of the major polyphenols, GA, methyl gallate and 1,2,3,4,6—pentagalloylglucose. The
anti-inflammatory effects of GA have been demonstrated in a few pharmacological studies
(Kang et al., 2009). Recently, the mRNA expression levels of pro-inflammatory cytokines (IL-
1P and IL-6), chemokines (CCL-2/MCP-1 and CCL-7/MCP-3), cyclooxygenase-2, and matrix
metalloproteinase-9 by fibroblast-like synoviocytes (FLS) from patients with RA were shown
to be suppressed by GA treatment in a dose-dependent manner (Yoon et al., 2013). Therefore,
we evaluated the effect of GA from ST-70 on human neutrophil migration to determine 1)
whether GA was responsible for the inhibitory action of ST-70 in neutrophil migration and 2)
whether this compound was active against human neutrophils. Indeed, the significant reduction
of human neutrophil chemotaxis upon pre-incubation with non-cytotoxic GA concentrations
and stimulation with fMLP suggests that GA was at least partly responsible for the anti-
inflammatory effects of ST-70.

The present study is the first to report an anti-inflammatory role for the
hydroalcoholic extracts of S. terebinthifolius leaves (ST-70). The long-term oral administration
of ST-70 did not induce lethality and gastric damage, in contrast to mice that received potassium
diclofenac. This suggests that such an extract could be used to treat inflammatory conditions
like arthritis. Plant-derived compounds have been historically valued as a source of anti-
inflammatory agents (Calixto et al., 2004) with well-documented therapeutic efficacy and fewer
side effects. Hence, the search for new anti-inflammatory drugs from herbal derivatives is

justified.
5. Conclusion
Taken together, our results demonstrated that ST-70 inhibited leukocyte
(primarily neutrophils) migration, cytokine and chemokine production in inflammatory models

such as zymosan-induced arthritis. For these reasons, ST-70 may have potential as a

phytomedicine for the treatment of inflammatory conditions.
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