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RESUMO

Vieira, S. M. Mecanismos envolvidos no desenvolvimento da artrite:
participacdo da via de sinalizacdo NOD2/RIPK2/Caspase-1. 2009. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto. Universidade de S&o
Paulo. Ribeirdo Preto, 2009.

NOD2 (dominio de oligomerizacdo vinculado ao nucleotideo, membro 2) € uma
proteina, também conhecida como familia de dominio de recrutamento de caspase,
membro 15 (CARD15), que desempenha um papel importante no sistema
imunologico. O NOD2 pode contribuir para a iniciagcado, amplificacéo e progresséo da
resposta inflamatoria em doencas reumaticas através do reconhecimento de
agentes patogénicos, produtos de células danificadas ou metabolitos endégenos
encontrados nas articulagdes artriticas. Neste estudo nés demonstramos que o
NOD2, o RIPK2 e a caspase-1, mas ndo NOD1, estdo envolvidos na patogénese da
artrite auto-imune e colaboram na regulacdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias. N6s investigamos a participacdo do NOD1, NOD2, RIPK2 e caspase-1
na progressao da artrite induzida em camundongos. O desenvolvimento da artrite
nos camundongos foi dependente da ativacdo do NOD2, RIPK2 e caspase-1 pelo
antigeno, pois 0s camundongos deficientes para estas moléculas néo
desenvolveram a artrite. A avaliagdo clinica e histopatolégica dos camundongos
NOD2", RIPK2" e caspase-1"" mostrou que estes animais eram resistentes ao
desenvolvimento da artrite, caracterizada por uma reducdo no recrutamento de
neutrofilos, na hipernocicepcdo e na perda de cartilagem. Nossos resultados
mostram que a expressdo do mRNA de NOD2, RIPK2 e IL-1p3 e a ativagédo de
caspase-1 estdo elevados em células mononucleares de pacientes com artrite
reumatdide (AR) em comparacdo a pacientes com osteoartrite (OA). Estes
resultados sugerem fortemente que a sinalizacdo via NOD2, mas nao NODI,
desempenha um papel fundamental na patogénese da AR. Além disso,
RIPK2/caspase-1 parece ser a jusante de sinalizacdo de NOD2 na inflamacéo das
articulacbes e pode favorecer uma resposta imune Tyl7. Os resultados levam a
propor a sinalizagdo do NOD2 como um novo alvo para o desenvolvimento de novos
medicamentos para controlar a AR.

Palavras-chave: Inflamacéao imune, NOD2, RIPK2, caspase-1, Tyl7, artrite.
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ABSTRACT

Vieira, S. M. Mechanisms involved in the development of arthritis: involvement
of the signaling pathway NOD2/RIPK2/Caspase-1. 2009. Thesis (Doctoral) —

School of Medicine of Ribeirdo Preto. University of Sdo Paulo. Ribeirdo Preto, 2009.

NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) is a protein, also
known as the caspase recruitment domain family, member 15 (CARD15), which
plays an important role in the immune system. NOD2 may contribute to the initiation,
amplification and progression of the inflammatory response in rheumatic diseases
through sense pathogens, products of damaged cells or endogenous metabolites
found in arthritic joints. Here, we show that NOD2, RIPK2 and caspase-1, but not
NOD1, are involved in the pathogenesis of autoimmune arthritis and collaborate in
the regulation of cytokines. We investigated the involvement of NOD1, NOD2, RIPK2
and caspase-1 in the progression of arthritis induced in mice. The onset of arthritis
was dependent on NOD2, RIPK2 and caspase-1 activation by antigen, as knockout
mice for these molecules did not develop arthritis. Clinical and histopathological
evaluation of NOD2™~, RIPK27~ and caspase-17~ mice were protected against
arthritis, characterized by reduced neutrophil recruitment, hypernociception and
cartilage loss. Our data shows that NOD2, RIPK2 and IL-13 mRNA expression and
caspase-1 activation from mononuclear cells of rheumatoid arthritis (RA) patients are
elevated in comparison with osteoarthritis (OA). These results strongly suggest that
NOD2 signaling, but not NOD1, plays a fundamental role in the pathogenesis of RA.
Furthermore, RIPK2/caspase-1 pathway seems to be the downstream signaling of
NOD?2 in joint inflammation and might favor T417 immune response. Together, it is
reasonable to propose NOD2 signaling as a novel target to development of new drug

to control RA.

Keywords: Immune inflammation, NOD2, RIPK2, Caspase-1, Ty17, arthritis.
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(-/-): deficientes homozigotos

Hg: micrograma — 10 do grama

6 do litro

pL: microlitros — 10°
AINES: antiinflamatdrios ndo-esteroidais

AKT: proteina quinase B

AMPc: adenosina monofosfato ciclico

ANOVA: andlise de variancia

ATP: adenosina trifosfato

°C: graus Celsius

Cbha: quinto fragmento do sistema complemento ativado

CCL: quimiocina CC ligante

CXCL: quimiocina CXC ligante

CFA: adjuvante completo de Freund

CGRP: peptideo relacionado ao gene da calcitonina

cm: centimetros

COX: enzima cicloxigenase

DMSO: dimetil sulfoxido

EDTA: acido etilenodiaminotetracético

ELISA: ensaio imunoenzimético ligado a enzima

ELR: glutamato-leucina-arginina

ENA-78: peptideo ativador de neutrofilos derivado de células epiteliais
E.P.M.: erro padrdo da média

FLAP: proteina ativadora da 5-lipoxigenase

g: gramas



GMPc: guanosina monofosfato ciclico

GCP-2: proteina quimiotatica para granuldcitos

GRO: oncogene regulador do crescimento

h: hora

hs: horas

IASP: Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain)

i.a.: intra-articular

i.p.: intraperitoneal

ICAM: molécula de adeséo intercelular

IEN: interferon

IL: interleucina

IL-1ra: antagonista do receptor de IL-1

IM: imunizado

KC: quimiocina derivada de queratinécitos

kg: kilograma (s)

L: litro (s)

LFA-1: funcdo antigénica-1 associado ao linfocito

LIX: quimiocina CXC induzida por lipopolissacarideo

LPS: lipopolissacarideo

LT: leucotrieno

LTB,: leucotrieno By

mg: miligrama

mL: mililitro

mm? : milimetros quadrados



mmHg: milimetros de mercurio

mMBSA: albumina bovina sérica metilada

MCP-4: proteina quimiotatica para mondcitos
min: minuto (s)

MIP: proteina inflamatdria de macroéfagos

MPO: mieloperoxidase

N: numero

ng: nanogramas

Na,COgs: carbonato de sodio

NaOH: hidroxido de sodio

NAP-2: peptideo-2 ativador de neutroéfilos

NF: fator de necrose tumoral

NF-kB: fator de transcri¢cédo nuclear kappa B

NI: ndo-imunizado

NK: matadora natural

NLR: receptor tipo NOD

NO: oxido nitrico

NOD: dominio de oligomerizacdo de nucleotideo
PAF: fator de agregacao plaquetaria

PBS: tampao salina fosfato

PECAM: molécula de adeséo célula endotelial-plagueta
pg: picograma (s)

PGE,: prostaglandina E;

RANTES: citocina regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T

normais



S.C.: subcutanea

TCR: receptor de células T

Th: T auxiliar

TLR: receptor tipo Toll

TNF-a: fator de necrose tumoral
v.0.: via oral

VCAM: molécula de adeséao vascular

5-LO: enzima 5-lipoxigenase
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1. INTRODUCAO

1.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria crénica e destrutiva das
articulagcbes que afeta aproximadamente 0,5 a 1% da populagdo no mundo
industrializado e, comumente, leva a uma incapacidade significativa nos movimentos
articulares com consequente reducdo na qualidade de vida (WOLFE; HAWLEY,
1998; GABRIEL, 2001). A AR é de duas a trés vezes mais frequente em mulheres do
que em homens e pode comecar em qualquer idade, com um pico de incidéncia
entre a quarta e a sexta década de vida. A AR esta associada a elevados custos de
tratamento e, se ndo tratada adequadamente, com uma reducdo da expectativa de
vida (PINCUS; BROOKS; CALLAHAN, 1994; YELIN; WANKE, 1999; PUGNER et al.,
2000). Além do inchaco e dor causada pelo processo inflamatoério, o marco final da
AR é a destruigdo articular (cf.: figura 1).

A articulacéo sinovial, no individuo sadio, € composta de duas extremidades
Osseas adjacentes cobertas com uma camada de cartilagem, separadas por um
espaco comum e rodeado pela membrana sinovial e capsula articular. A membrana
sinovial é normalmente maior que 100 mm de espessura e o revestimento sinovial
(de frente para a cartilagem e para 0 0ss0) € constituido por uma fina camada (1-3
células) de sinoviocitos (“tipo A” sdo macréfagos derivados e do “tipo B” séo
fibroblastos derivados). Ha somente poucas células mononucleares e, se houver,
elas sao intercaladas na subcamada de tecido conjuntivo, que tem vascularizagao

consideravel. A membrana sinovial cobre todas as estruturas intra-articulares, exceto
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nA

a cartilagem, pequenas areas de 0sso exposto ("areas vazias") e insercdes proximas
a juncao da cartilagem éssea (cf.: figura 1A).

Como muitas outras formas de artrite, a artrite reumatoide & caracterizada
inicialmente por uma resposta inflamatoria da membrana sinovial (sinovite), que é
transmitida por um afluxo transendotelial e/ou locais de ativacdo de uma variedade
de células mononucleares, como células T, células B, células plasmaticas, células
dendriticas, macrofagos, mastocitos, bem como pela formacgéo de novos vasos. O
infiltrado linféide pode ser difuso ou, comumente, formado por estruturas do tipo
foliculo-linféide. A camada de revestimento torna-se hiperplasica (ela pode ter uma
espessura de >20 células) e a membrana sinovial se expande formando vilosidades.
Além disso, a AR é caracterizada pela destruicdo do osso. Essa porcao destrutiva da
membrana sinovial € chamada “pannus” e o0 elemento destrutivo celular sdo os
osteoclastos — a destruicdo comeca principalmente na juncéo cartilagem-osso da
membrana sinovial. Neutrofilos sdo encontrados, em namero elevado, no liquido
sinovial, mas raramente s&o vistos na membrana sinovial, sugerindo migragdo muito
rapida do sangue para o espaco articular. Da mesma forma as enzimas dos
neutréfilos, juntamente com as enzimas secretadas por sinovidcitos e condrocitos,
levam a degradacao da cartilagem (cf.: figura 1B).

A AR é uma poliartrite, ou seja, envolve muitas articulagbes (seis ou mais),
embora nas fases iniciais da doenca apenas uma ou poucas articulagbes possam
ser atingidas. Praticamente todas as articulacdes periféricas podem ser afetadas
pela doencga, no entanto, as articulagdes mais comumente envolvidas sdo as das
maos, pés e joelhos (SMOLEN et al., 1995) e as articulagbes interfalangeanas

distais geralmente sdo poupadas. Além disso, a AR pode afetar a coluna vertebral e
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comprometer a articulacdo atlanto-axial em pacientes que possuam a enfermidade
h& muito tempo, constituindo uma causa direta de morte.

A terapia para a AR assenta em duas abordagens principais: tratamento
sintomatico com antiinflamatorios néo-esteréides (AINES) e drogas anti-reumaticas
modificadoras da doenca (DMARDSs). Os AINESs interferem com apenas um pequeno
segmento da cascata inflamatéria, designadamente a producédo de prostaglandinas
por cicloxigenases (COXs), mas nao interferem com eventos imuno-inflamatérios
subjacentes ou retarda a destruicdo da articulacdo. Em contrapartida, os DMARDs
'modificam’ o processo da doenca em todos seus aspectos e, uma vez eficaz, ndo ha
necessidade da utilizacdo de outras terapias. Somando-se a estas terapias, ha
alguns anos, o mercado farmacéutico vem disponibilizando drogas nomeadas
imunobioldgicos, os quais auxiliam no tratamento da AR ao agir diretamente sobre

as citocinas pro-inflamatdrias ou seus receptores.

\';I‘
/ Osteoclasto
Capsula £ Fibroblasto
f C - et Y Macréfago
[ Pannus —y 2 95 XA . .
Sindvia —* 5»\ e s -ij‘é;-—xﬁ— Cél. Dendritica
| T Eaa L\ CélulaT
Neutréfilo —f— & i &+ Plasmécito
| ,."I ,r' _‘______.-—-"_':_—_7___ SIS s & = || Célula B
Iy = AL, |
| ."f @ //’ I ¢ | | Angiogénese
Cartilagem ——+— / % &/ | Extensiva
| @ In" I.‘"I - ;
’ o) S | f 4 L ] Mastécito
Sinovidcitos \ A

Revestimento
Sinovial
Hiperplasico
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Figura 1. Visdo esquemética de uma articulagdo normal e suas alteracbes na artrite
reumatoide. A. A articulagéo sinovial normal. B. A articulagao sinovial de individuo com artrite.
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1.1.1. Patogénese da AR

A causa da AR permanece desconhecida, mas estudos minuciosos sobre as
vias patogénicas tém indicado muitos mediadores inflamatérios envolvidos na
geracdo da doenca, os quais se tornaram alvos terapéuticos (cf.: figura 2). Também
h& muito se especulou que a AR poderia ser desencadeada por agentes infecciosos
(EBRINGER; WILSON, 2000; TOIVANEN, 2001; SILMAN; PEARSON, 2002),
entretanto a prova disto ainda é imprecisa. Curiosamente, a esse respeito, pacientes
com AR respondem favoravelmente as drogas que possuem atividade antibiGtica
(JAFFE, 1970; VAN DER HEIJDE et al., 1989; KLOPPENBURG et al., 1994), apesar
dos mecanismos de acao antibacterianos ndo estarem usualmente envolvidos nesse
processo inflamatério. Nesse interim, varias células, especialmente células
dendriticas, expressam moléculas de reconhecimento padréo, tais como o0s
receptores Toll-like (ARMANT; FENTON, 2002; DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002)
e NOD-like (INOHARA et al., 2005), os quais se ligam a varias estruturas proprias e
estranhas como parte da resposta imune inata, tornando-se posteriormente ativadas
e atuando sobre células do sistema imune adaptativo.

Antigenos associados a artrite sdo provavelmente apresentados as células T
pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) especializadas, tais como células
dendriticas, macrofagos ou células B. As células T presentes na membrana sinovial
usualmente pertencem ao tipo Tyl. O aumento na ativacdo das ceélulas T esta
associado com a secregao de varias citocinas, tais como a interleucina (IL) -2 e o
interferon-y. Estas células T estimuladas induzem a ativacdo de macréfagos, células
B, fibroblastos e osteoclastos (BOMBARA et al.,, 1993; KONG et al.,, 1999). Os

linfécitos B expressam varias moléculas de superficie, especialmente receptores de
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antigeno, imunoglobulinas e antigenos de diferenciagéo, tais como CD20 e CD22.
Eles se diferenciam em plasmdcitos, que secretam anticorpos, incluindo
autoanticorpos, por exemplo, o fator reumatdide (IgG), peptideos citrulinados,
fibrinogénio e antigeno de artrite reumatoide de 33kDa (RA33) (STEINER; SMOLEN,
2002). Autoanticorpos podem formar imunocomplexos que aumentam a producéo de
citocinas pro-inflamatérias tais como o TNF-a (DEBETS et al., 1988) — a presenca
de autoanticorpos estad associada com a severidade da artrite (NELL et al., 2005;
RANTAPAA-DAHLQVIST, 2005). As células B ativadas também podem servir como
APCs (RODRIGUEZ-PINTO, 2005) levando a ativacdo das células T e
potencialmente induzindo a um ciclo de perpetuacdo da resposta autoimune
(PANAYI, 2005).

Vérias outras populacdes celulares se acumulam na membrana sinovial de
pacientes com AR, via ativagdo das células endoteliais (cf.: figura 2). Além das
populacdes celulares tradicionais do sistema imune inato e adaptativo, a
neovascularizagdo toma parte e ocorre um grande aumento na populagdo de
sinoviocitos do tipo fibroblastos que estdo superativados e produzem citocinas (em
parte, de forma autdcrina), prostaglandinas e metaloproteinases (FIRESTEIN, 1996).

Muitas citocinas sé@o acionadas na sinOvia por varias populagdes celulares,
muitas delas secretadas por células do tipo macréfagos (FIRESTEIN; ALVARO-
GRACIA; MAKI, 1990; CHU et al., 1991; MCINNES et al., 1997; GRACIE et al.,
1999; STEINER et al., 1999; FELDMANN et al., 2001; ZWERINA et al., 2005). Elas
incluem o TNF-a e a IL-1f, que constituem o alvo terapéutico de varios farmacos na
artrite reumatdide, os quais inibem diretamente esses mediadores inflamatorios ou
interferem em suas ligagBes aos seus respectivos receptores. Outra citocina pro-

inflamatoria que tem se tornado foco de grande interesse € a IL-6, a qual pode ter
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sua producao induzida pelo TNF-o e IL-1p (DAYER et al., 1977; MIOSSEC,
DINARELLO; ZIFF, 1986; EASTGATE et al., 1988; SAXNE et al., 1988; FIRESTEIN;
ALVARO-GRACIA; MAKI, 1990; CHU et al., 1991; OKAMOTO et al., 1997; STEINER
et al., 1999). A IL-6 parece apresentar diversas atividades importantes no contexto
da artrite reumatoide: ela é capaz de induzir a producdo de autoanticorpos pelas
células B; ativa células T, macrofagos e osteoclastos; e € a principal ativadora da
resposta hepética de fase aguda (MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009).

Dois outros importantes grupos de moléculas sdo as quimiocinas e as
moléculas de adesdo, que se ligam a receptores especificos e conduzem funcdes
multiplas, tais como interacdes célula-célula (incluindo interacdes com células
endoteliais), migracdo e quimioatracdo (SMOLEN; STEINER, 2003; HARINGMAN;
OOSTENDORP; TAK, 2005). Estas moléculas, ao se ligarem a seus respectivos
receptores, induzem sinais de transducdo que levam a ativagdo de fatores de
transcricdo e, subsequentemente, responsividade génica (SMOLEN; STEINER,
2003).

Esses eventos promovem o influxo, a expansdo e a ativacdo de células na
sindvia levando a uma resposta inflamatoria e destrutiva na artrite reumatoide, que
culmina nos sinais clinicos de inchaco, rigidez e dor, com consequente destruicdo
articular. No entanto, analisando a patogénese da doenca, a hierarquia geral dos
eventos permanece enigmatica e a resposta imune inata, tal como a participacao

dos receptores NOD-like, pode principiar a cascata dos eventos inflamatorios na AR.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos eventos que ocorrem na artrite reumatoide. As
células T que invadem a membrana sinovial s&o principalmente CD4" de memoria. Através do contato
célula-célula e através de diferentes citocinas. As células T irdo ativar mondcitos, macrofagos e
fibroblastos sinoviais. Os Ultimos, entdo, produzem citocinas pré-inflamatérias que parecem constituir
0 evento central, levando a inflamacao cronica. Através de cascatas de transducgdo de sinal, estas
citocinas podem ativar uma variedade de genes caracteristicos da resposta inflamatdria, incluindo
genes que codificam vérias citocinas e MMPs envolvidos na degradacao de tecidos. TNF-a e IL-1B
também induzem a expressao de RANKL nas células do estroma ou células T, que auxiliam na
diferenciacdo de osteoclastos, que destroem o 0sso. Além disso, os condrdcitos também se tornam
ativados, levando a liberacdo de MMPs. Eventos iniciais também podem envolver a ativacédo de APCs
através de receptores NOD-like (NLRs) antes do acoplamento da célula T a APC.
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1.2. Receptores de Reconhecimento de Patdgenos (PRRS)

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa do organismo e esta
envolvido na deteccao inicial e remocao de agentes patogénicos. Ao contrario das
reacoes imunoldgicas induzidas pelo sistema imune adaptativo, a resposta imune
inata € ativada dentro de poucos minutos ap0s 0 encontro com 0S organismos
invasores. A ciéncia sobre o sistema imunoldgico inato tem se expandido muito na
dltima década, entretanto, sua relacdo com os mecanismos de autoimunidade e a
resposta imune adaptativa necessita de mais investigacdes, o que tem sido objeto
de calorosas discussfes no meio cientifico. O principal avanco conceitual na
imunidade inata foi a descoberta dos receptores de reconhecimento de patdgeno
(PRRs) que distinguem estruturas microbianas conservadas, comumente referidos:
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) (JANEWAY; MEDZHITOV,
2002). Esses PAMPs frequentemente desempenham uma funcéo crucial na vida do
micrébio e inclui o lipopolissacarideo (LPS) — um dos principais componentes da
camada externa de bactérias gram-negativas —, o peptidoglicano (PGN) — principal
componente da parede celular de bactérias gram-positivas —, a flagelina e os acidos
nucléicos microbianos.

Os PRRs compreendem um conjunto de sensores presentes no plasma, na
membrana plasmatica e no citosol do hospedeiro. A ativagdo de multiplos PRRs em
resposta a um patégeno, frequentemente, resulta em um cédigo combinatério que
leva especificamente a resposta do hospedeiro a uma determinada classe de
microbios (FRANCHI et al., 2008; SHAW et al., 2008). Ha indicios crescentes de que
certos PRRs estdo envolvidos ndo somente na deteccdo de microrganismos, mas

também no reconhecimento de sinais enddgenos de carater ndo-microbiano



33

(SANSONETTI, 2006). A ativacdo dos PRRs por estimulos microbianos ou
endogenos resulta na ativacdo de varias vias de sinalizacdo, incluindo o fator
nuclear-xB (NF-xB), as proteinas quinases ativadas por mitdogenos (MAPKSs) e a
reposta de interferon tipo | (IFN), que leva & inducéo de respostas pro-inflamatorias e
antimicrobianas (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

A maioria do conhecimento sobre PRRs deriva de estudos sobre os
receptores Toll-like (TLRs), a primeira classe de PRRs a ser identificada. Os TLRs
foram descritos pela primeira vez a partir da mosca de fruta e se localizam tanto na
superficie celular quanto em endossomas (TAKEDA; AKIRA, 2005; UEMATSU;
AKIRA, 2007). Em contrapartida, os receptores NLRs, do tipo dominio de
oligomerizacdo de nucleotideo (NOD), sdo sensores citosolicos intracelulares. Os
NLRs foram identificados primeiramente em plantas, onde desempenham funcgao
critica de resisténcia a doencas promovidas por microbios patogénicos e parasitas
(CHISHOLM et al., 2006; JONES; DANGL, 2006). Homodlogos do NLRs estéao
presentes em vertebrados e em organismos filogeneticamente mais primitivos, tais
como o ourico-do-mar, cujo genoma contém pelo menos 203 NLRs (HIBINO et al.,
2006). A conservacao evolutiva dos NLRs sugere que eles desempenham uma
funcdo importante na defesa do hospedeiro.

Existem 23 membros da familia dos NLRs em seres humanos e pelo menos
34 em camundongos. Os NLRs séao expressos em muitos tipos celulares, incluindo
células do sistema imune e células epiteliais, embora certos membros da familia
NLRs sejam expressos principalmente em fagocitos, incluindo macrofagos e
neutréfilos. Os NLRs sdo proteinas compostas por uma regiao efetora variavel N-
terminal que pode consistir de um dominio de recrutamento de caspase (CARD), ou

um dominio pirina (PYD), ou um dominio de &acido, ou um dominio inibidor de



baculovirus (BIRs), uma regidao central NOD que € critica para a ativacdo e uma

regido C-terminal rica em repeticdes de leucina (LRRs) que detecta os PAMPs.

1.2.1. Sinalizacdo via NOD1 e NOD2

Os receptores NOD1 e NOD2 foram primeiramente descobertos em
mamiferos como membros da familia de reguladores de apoptose Ced4/Apaf-1
(INOHARA et al., 1999; OGURA et al., 2001). O NOD1 e o NOD2 (cf.: figura 3) sé@o
proteinas de dominio multiplo que consistem em um ou dois dominios CARD:
respectivamente, um dominio NOD localizado centralmente, seguido de um numero
de LRRs C-terminal. O NOD1 e NOD2 sédo encontrados em vertebrados, mas nao
estdo presentes em insetos ou vermes. O NOD1 € amplamente expresso em muitos
tipos de células e 6rgdos. Porém, a expressdo do NOD2 parece ser mais restrita,
tendo sido descrita em macréfagos (OGURA et al., 2001), células dendriticas (TADA
et al., 2005), células de Paneth (OGURA et al., 2003), queratinocitos (VOSS et al.,
2006), células epiteliais do intestino (HISAMATSU et al., 2003) e pulmdo (UEHARA
et al., 2007), e cavidade oral (UEHARA et al., 2005). Ambos NOD1 e NOD2 sao
expressos no citoplasma, mas recentemente foi demonstrado que uma fracdo do
NOD1 (KUFER et al.,, 2008) e do NOD2 (BARNICH et al., 2005) pode estar
associada a membrana plasmatica.

Os receptores NOD1 e NOD2 parecem estar mantidos num estado inativado
por interagBes intramoleculares. Evidéncias experimentais que suportam esta
hipotese incluem a observacdo de que um truncamento ou uma mutacdo na regiao
LRRs C-terminal de uma variedade de NLRs tipicamente resulta numa forma

constitutivamente ativa do receptor (TANABE et al., 2004). No caso do NOD2, a
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regido C-terminal, constituida pela LRRs, pode interagir com um fragmento N-
terminal constituido de dominios CARD e NOD, e estas intera¢des sdo interrompidas
quando ocorre a presenca do ligante de NOD2 (HSU et al., 2008).

A estimulacdo do NOD1 ou NOD?2 resulta na ativacdo do NF-xB e MAPKS,
que leva a transcricdo de numerosos genes envolvidos na imunidade inata e
adaptativa (HAYDEN; GHOSH, 2004) (cf.: figura 3). Ambos NOD1 e NOD2
detectam moléculas bacterianas produzidas durante a sintese, degradacdo e
remodelagcdo do PGN, o principal componente da parede celular bacteriana
(MCDONALD; INOHARA; NUNEZ, 2005). O NOD2 detecta o muramyl dipeptideo
(MDP) que é encontrado no PGN de quase todas as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (MCDONALD; INOHARA; NUNEZ, 2005), enquanto o NOD1
reconhece o acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) contido nos fragmentos de
PGN (CHAMAILLARD et al, 2003; GIRARDIN et al., 2003a). Células ou
camundongos deficientes de NOD1 e NOD2 ndo apresentam ativagdo de NF-xB e
MAPKSs, bem como producao de citocinas e quimiocinas em resposta a estimulacao
com seus ligantes especificos (KOBAYASHI et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2005;
PARK et al., 2007a; PARK et al., 2007b; KIM et al., 2008a; KIM et al., 2008b).

Dando sequéncia a deteccdo microbiana, o NOD1 ou o NOD2 recrutam
diretamente a serina-treonina quinase RIPK2 [também conhecida como proteina 2
de interagdo com o receptor (RIP2)] através de interagbes CARD-CARD (INOHARA
et al., 1999; INOHARA et al., 2000; OGURA et al., 2001). Confirmando a importancia
da sinalizacdo do NOD1 e NOD2 via RIPK2, células provenientes de animais
deficientes para a molécula RIPK2 ndo eram capazes de ativar o NF-xB apos
estimulo com os ligantes de NOD1 ou NOD2 (KOBAYASHI et al., 2002; PARK et al.,

2007a). A RIPK2 se liga diretamente ao modulador essencial de NF-xB (NEMO)
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[também conhecido como inibidor do NF-xB quinase y (IKKy)], a subunidade
reguladora da IKK, e promove a sua ubiquination e ativagdo da subunidade catalitica
IKKa e IKKB (INOHARA et al., 2000; ABBOTT et al., 2004). Uma vez ativada, a IKK
fosforila o inibidor 1B, levando a sua degradacéo através do proteassoma, liberando
NF-kB e permitindo que ele transloque para o nucleo (HAYDEN; GHOSH, 2004).

A sinalizacdo através de NF-xB e MAPKs produz uma resposta inflamatéria
robusta. A estimulagdo de NOD1 ou NOD?2 resulta na secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas [IL-6, CXCL8/IL-8, CXCL1/KC, CXCL2/MIP-2, CCL2,
CCL5 e RANTES] (KIM; LEE; KAGNOFF, 2004; TRAVASSOS et al, 2005;
MASUMOTO et al.,, 2006; WELTER-STAHL et al.,, 2006; WERTS et al.,, 2007;
BUCHHOLZ; STEPHENS, 2008). A ativacdo de NOD1 induz o recrutamento de
neutroéfilos in vivo (MASUMOTO et al., 2006) e a sinalizacdo via NOD1 e NOD2 leva
a producao de peptideos antimicrobianos (BOUGHAN et al., 2006; VOSS et al.,

2006; UEHARA et al., 2007; ZILBAUER et al., 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica da via de sinalizagdo do membro 2 de dominio de
oligomerizacdo de nucleotide (NOD2). O receptor tipo NOD (NLR) NOD2 reconhece fragmentos de
peptidoglicano bacteriano (PGN) como o muramyl dipeptideo (MDP) e leva a ativacdo do fator
nuclear-xB (NF-kB) e de proteinas quinase ativada por mitdgeno (MAPKSs), culminando na transcri¢cao
de uma variedade de citocinas pré-inflamatérias e peptideos antimicrobianos.
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1.2.2. NOD1 e NOD2 na imunidade inata e adaptativa

O reconhecimento de bactérias induz a ativagdo de multiplos PRRs, incluindo
NLRs e TLRs. H& evidéncias de que o NOD1 e o NOD2 cooperam com os TLRs na
elaboracdo da resposta do hospedeiro a bactérias. O NOD1, o NOD2 e os TLRs
convergem para vias de sinalizagdo comuns, incluindo a ativacao de NF-xB e MAPK,
e a sinergia na ativacao desses PRRs leva a producéo de citocinas pro-inflamatorias
e moléculas antimicrobianas (CHAMAILLARD et al., 2003; FRITZ et al., 2005; TADA
et al., 2005; PARK et al., 2007Db).

Derivados de MDP (ligante NOD2) e iE-DAP (ligante NOD1) sdo conhecidos
ha mais de duas décadas como adjuvantes da producdo de IgG antigeno-
especificos (SUGAWARA et al., 1995). A analise de analogos estereoisoméricos do
MDP revelou uma boa correlacdo entre o reconhecimento e a atividade adjuvante
mediada através do NOD2 (GIRARDIN et al., 2003b; INOHARA et al., 2003). De
fato, a capacidade do MDP em induzir resposta IgG ovalbumina (OVA)-especifica é
abolida em camundongos NOD2 deficientes (KOBAYASHI et al., 2005). O
mecanismo pelo qual o MDP exerce atividade adjuvante € pouco compreendido,
porém dados da literatura sugerem que ela possa ser mediada, pelo menos em
parte, através da expressao de moléculas co-estimulatorias nos mondcitos e células
dendriticas que medeiam a diferenciagdo de células T naive em células T efetoras
(HEINZELMANN et al., 2000; TODATE et al., 2001; NAU et al., 2002). Além disso, o
MDP aumenta a diferenciacdo das células T CD4+ em células T-helper 17 (Tyl7)
(VAN BEELEN et al., 2007). Estudos recentes tém previsto uma nova visao sobre a
funcdo do NOD1 na ativacdo da imunidade adaptativa. O NOD1 contribui para a

atividade adjuvante induzida pelo adjuvante completo de Freund, um extrato bruto
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da parede celular de Mycobacterium tuberculosis (FRITZ et al., 2007). Nesse interim,
e ndo menos interessante, dados da literatura apontam que a administracdo de
agonista de NOD1 juntamente com o antigeno é suficiente para conduzir a uma
imunidade adaptativa com padrédo de resposta Ty2 antigeno-especifica (FRITZ et al.,

2007).

1.2.3. O inflamassoma

Caspases sdo uma familia de cisteinas proteases intracelulares que clivam
um numero limitado de substratos. As caspases humanas podem ser divididas em
dois grupos diferentes, com base em sua funcdo bioldgica: as caspases pro-
inflamatorias (caspase-1, -4, -5, -11 e -12), e as caspases proé-apoptoéticas (caspase-
2, -3, -7, -8, -9 e -10) (NICHOLSON, 1999). A caspase-1 foi a primeira a ser
identificada e esta presente no cytosol das células fagociticas como um zimogeno
inativo (CERRETTI et al., 1992; THORNBERRY et al.,, 1992). Ap0s a estimulacao
por uma variedade de sinais microbianos e endégenos, a molécula de pro-caspase-1
inativa é auto-ativada por clivagem proteolitica no heterodimero enzimaticamente
ativo composto de uma cadeia 10- e 20-kDa (YAMIN; AYALA; MILLER, 1996;
MARTINON; TSCHOPP, 2007). A ativacdo da caspase-1 é essencial para o
processamento de pro-IL-1p e pro-IL-18 e secrecéo de suas formas biologicamente
ativas (KUIDA et al., 1995; LI et al., 1995; GHAYUR et al., 1997). Um passo crucial
na ativacdo da caspase-1 € a montagem de um grande complexo protéico que inclui
0os NLRs, o adaptador associado a apoptose contendo um CARD C-terminal (ASC) e
a pro-caspase-1 (MARTINON et al., 2004; LAMKANFI et al., 2007). Esta plataforma

molecular foi denominada inflamassoma, como uma analogia ao apoptossomo, a
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plataforma de proteina que dirige a ativacdo da caspase-9 durante a apoptose
(INOHARA; NUNEZ, 2003; INOHARA et al., 2005).

Estudos genéticos utilizando macrofagos de camundongos deficientes em
genes NLR mostraram que NLRC4, NLRP3 e NLRP1lb sdo necessarios para a
ativagcdo da caspase-1 e secrecdo de IL-1p em resposta a estimulos microbianos.
Fagacitos, incluindo mondcitos e macrofagos, expressam pouca ou nenhuma pro-IL-
1B, e a inducao desta citocina é mediada pela ativacdo da transcricdo do gene da IL-
18 em resposta a estimulagdo microbiana através de TLRs e NOD2, porém
necessitando de mais estudos sobre a participagdo desses ultimos no inflamassoma.
Assim, a secrecdo de IL-1B requer duas etapas, a inducdo de pro-IL-1p e o
processamento de pré-IL-1B, que séo regulados de forma independente por classes

distintas de PRRs e de vias intracelulares.

1.3. Células T “helper”

Em 1986, Mosmann e Coffman introduziram o conceito da existéncia de
diferentes tipos de células T-helper baseado nos tipos de citocinas que as células T
produzem quando séo estimuladas a se diferenciar. Eles batizaram os diferentes
tipos de células T como linfocitos T-helper 1 (células Tyl) e T-helper 2 (Tw2)
(MOSMANN; COFFMAN, 1989). As células Tyl produzem grandes quantidades de
interferon-y, induzem reagfes de hipersensibilidade retardadas, ativam macréfagos,
e sdo essenciais para a defesa contra patogenos intracelulares (cf.: figura 4). As
células Ty2 produzem principalmente IL-4 e sdo importantes na inducdo da producao
de IgE, no recrutamento de eosindfilos para os locais de inflamacgéo; além disso, elas
ajudam na eliminacdo de infeccdes parasitarias (cf.: figura 4). Estas distingbes

permitiram a atribuicdo de um fendtipo funcional especifico para as células T-helper
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baseado nas citocinas efetoras que elas produzem. A producédo de citocinas efetoras

fundamenta o termo "células efetoras T-helper".

Grupo TH Produtos Celulares Células Alvo Agentes Infecciosos
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Figura 4. Subgrupos de células T helper (Ty) e funcdes efetoras. O perfil de citocinas (incluindo
0s principais receptores de citocinas como indicada por R), o tipo de células efetoras que séo
ativadas e os correspondentes tipos de infecc¢des.

1.3.1. Origens e Fungdes das Células Ty17

1.3.1.1. Subgrupos de células T-helper

Recentemente, foi demonstrado que as células T podem produzir citocinas
que néo sao classificadas de acordo com o padréo Tyl ou Ty2. A IL-17 estava entre
essas citocinas (YAO et al., 1995) e as células T, que preferencialmente produzem
IL-17, mas ndo o interferon-y ou a IL-4, foram nomeadas células Tul7

(HARRINGTON et al.,, 2005; PARK et al.,, 2005). Uma vez que estas células T
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constituem uma linhagem distinta, agora existem trés tipos de células T-helper
efetoras: Tyl, Ty2 e Tyl7 (BETTELLI; KORN; KUCHROO, 2007) (cf.: figura 4).

O mecanismo de inducao e as funcdes efetoras desta nova classe de células
T efetoras estdo apenas comecando a ser entendidos. Sua funcao na liquidacéo de
organismos infecciosos, o0 seu papel na inducdo de inflamacdo e o0s eventos
moleculares que fazem com que diferenciem sao o foco de importantes estudos em
imunologia. Como as células Tyl e Ty2, as ceélulas Tyl7 produzem um grupo de
citocinas distintas, o qual inclui a IL-17 (também chamada IL-17A), a IL-17F, a IL-22
e a IL-21, todas participando da orquestracdo de um tipo especifico de resposta

inflamatoria.

1.3.1.2. Diferenciacao de células Ty17

As primeiras descobertas envolvendo as células Tyl7 foram feitas em
camundongos. Embora existam analogias importantes para o desenvolvimento de
células Tyl7 em humanos, algumas diferencas foram observadas. Citocinas
produzidas por células do sistema imunoldgico inato governam a diferenciacdo das
células T-helper. As células do sistema imune inato sao a primeira linha de defesa
contra patdégenos — seus PRRs, gque ndo sdo especificos para um determinado
epitopo particular, permitem-lhes responder a uma grande variedade de invasores
microbianos através da producdo de citocinas que ativam as células T do sistema
imune adaptativo. O interferon-y e a IL-12 dirigem as células T naive para o padrdo
Tul, enquanto a IL-4 inicia a diferenciacdo de células T naive em células Ty2
(GLIMCHER; MURPHY, 2000) (cf.: figura 5). Em nivel molecular, a diferenciacéo de
células Tyl e T2 exige fatores de transcricdo especificos: O T-bet para as células

Thl (SZABO et al., 2000), o GATA3 e o C-Maf para as células T2 (HO et al., 1996;
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ZHENG; FLAVELL, 1997). Esses fatores ativam 0s genes das citocinas que sao a
marca das células Tyl e T2, o IFN-y e a IL-4, respectivamente (cf.: figura 5).

A IL-12 também € importante para a diferenciagdo de células Tyl por possuir
duas subunidades, a p35 e a p40. Outra proteina, a pl9, que ndo tem atividade
propria, combina-se com a subunidade p40 da IL-12 para formar uma Unica citocina
heterodimérica chamada IL-23 (OPPMANN et al., 2000). Assim, a IL-12 e a IL-23
tém em comum a subunidade p40, mas elas também tém suas subunidades Unicas,
a p35 (IL-12) e a p19 (IL-23). Em estudos com camundongos deficientes para IL-23
ou IL-12, a falta de IL-23 deixou 0s animais altamente resistentes ao
desenvolvimento de autoimunidade e inflamacéo, enquanto que a perda de IL-12
nao apresentou esse resultado (CUA et al., 2003; MURPHY et al., 2003). Dessa
forma, esses resultados sugerem que a IL-12 e as células Tyl ndo sao necessarias
para a inducdo da inflamacdo autoimune, mas sim a IL-23. Esses estudos também
sugerem que as células T, que se diferenciam sob a influéncia da IL-23, sdo pecas
fundamentais na inducdo de autoimunidade. Esse conceito € constatado por
experimentos em que a indugdo da inflamagcdo e da autoimunidade em
camundongos foi possivel gracas a injecdo de células T produtoras de IL-17 que
haviam sido induzidas a se diferenciar e proliferar in vitro apos tratamento com 1L-23
(LANGRISH et al., 2005). Assim, parece que o eixo IL-23/Ty17 € uma via essencial
para a inducédo de doengas autoimunes.

A 1L-23 pode expandir popula¢gdes de células Tyl7 in vitro, mesmo quando
essas ceélulas T sdo deficientes em fatores de transcricdo das células Tyl e T2
(YAO et al., 1995; PARK et al., 2005); essas observac¢des confirmam que as células
Twl7 sdo uma linhagem distinta daquelas células Tyl ou Ty2. A constatacédo de que

a IL-23 é uma citocina responsavel pela diferenciacéo de células Ty17 constituiu um



grave problema conceitual, pois as células T naive ndo expressam receptores para
IL-23, assim células T naive ndo podem se diferenciar em células Ty17 na presenca
de IL-23 (MANGAN et al., 2006).

O problema tomou novo rumo quando, simultaneamente, trés grupos
independentes descobriram que uma combinacdo de TGF-f e IL-6 induzia a
diferenciacéo de células T naive em células Ty17 (BETTELLI et al., 2006; MANGAN
et al., 2006; VELDHOEN et al., 2006). Esta concluséo foi surpreendente, pois o0 TGF-
B era classificada como uma citocina imunossupressora, ndo como uma indutora de
diferenciacdo das ceélulas T. Além disso, as células T naive que s&o expostas
somente ao TGF-f vem a expressar Foxp3, que é o fator de transcricdo mestre
indutor de células T-reguladoras (Teg), @s quais suprimem a inflamagéo e inibem a
autoimunidade (LI et al., 2006). Uma constatacdo relevante é que a IL-6 € um
potente inibidor da agdo do TGF-B em induzir a diferenciacdo de células Ty FOXp3*
(BETTELLI et al., 2006). A IL-6 ndo sO suprime a geracdo destas Ty, Mas, em
conjunto com o TGF-B, induz células T naive a expressar a IL-17 e tornarem-se
células Tyl7. Mais recentemente, foi demonstrado que TGF-f ndo promove a
diferenciacao de células Tyl17, mas, sim, age indiretamente ao bloquear a expressao
dos fatores de transcricdo STAT4 e GATAS3, assim prevenindo a diferenciacdo das
células T naive em células Tyl e T2, respectivamente (DAS et al., 2009).

As células Tyl7 sdo as Unicas a expressar o fator de transcricio ROR-yt
(IVANOQV et al., 2006), que induz a transcricdo do gene da IL-17 nas células naive T-
helper e é necessario para o desenvolvimento das células produtoras de IL-17 na
presenca da IL-6 (ZHOU et al.,, 2008). O ROR-yt deve agir em cooperacdo com
outros fatores de transcri¢ao, incluindo o ROR-a, o STAT3, o IRF-4, e o Runxl, para

um total comprometimento dos precursores da linhagem de células produtoras de IL-



17 (BRUSTLE et al., 2007; YANG et al., 2007; YANG, X. O. et al., 2008; ZHANG,;
MENG; STROBER, 2008). A ativagcao do ROR-yt induz a expressao do receptor de
IL-23, indicando que a IL-23 atua sobre células T que sdo Tyl7. A exposicao de
células Tyl7 a IL-23 ndo s6 aumenta a expressdo de IL-17, mas também induz a
producdo de IL-22 e suprime a IL-10 e o IFN-y, que ndo sao normalmente
associados com o fenétipo Tyl7 (MCGEACHY et al., 2007). Assim, a IL-23 &

essencial para estabilizar o fenotipo Tyl7.
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Figura 5. Diferenciacdo de células Ty de camundongos. As células T naive de camundongos
podem diferenciar-se em um dos trés tipos de células T-helper (T,) efetoras. Cada via de
diferenciagdo esta sob o controle de um conjunto diferente de citocinas. A via Tyl7 estd sob o
controle da IL-6 e IL-1pB, seguido de IL-21 e IL-23. Esta via € inibida pelo IFN-y ou IL-4. O fator de
transcricéo (T-bet, ROR-yt ou GATA3) caracteriza cada percurso. R = receptor

O IFN-y e a IL-4 séao produzidos pelas células Tyl e Ty2, respectivamente, e

amplificam a diferenciacdo dessas células autocrinamente. A IL-17, em
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contrapartida, ndo é nem fator de crescimento nem fator de diferenciacdo de células
Tyl7; assim, ela ndo pode amplificar respostas Tyl7. No entanto, um membro da
familia da IL-2, a IL-21, que é produzida em grandes quantidades por células Ty17,
pode juntamente com TGF-, ampliar a diferenciagdo de células Ty17 (KORN et al.,

2007; NURIEVA et al., 2007; ZHOU et al., 2007) (cf.: figura 5).

1.3.1.3. Células T41l7 humanas

Inicialmente, o TGF-B juntamente com a IL-6 ndo eram considerados fatores
para diferenciacdo de células Tyl7 humanas. Pelo contrario, pensava-se que a
geracdo de células Tyl7 humanas a partir de células precursoras naive era inibida
pelo TGF- e promovida pela IL-6 mais IL-1 (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007a;
WILSON et al., 2007). Os estudos que determinaram estas ideias, no entanto, nao
usaram células T naive genuinas como populacdo de partida e também nao
controlaram fontes enddégenas de TGF-B, tais como soro e plaguetas. Quando
células T naive provenientes do sangue de corddo umbilical foram cultivadas em
meio sem soro, a geragdo de células Tyl7, como resultado da interagdo entre o
TGF-B e citocinas inflamatorias, foi confirmada (MANEL; UNUTMAZ; LITTMAN,
2008; YANG, L. et al., 2008). Resultados da literatura indicam que o TGF-f3 mais IL-
21 (YANG, L. et al., 2008), além de TGF-3 em combinagdo com IL-6 e IL-23, ou IL-6
com IL-21 (MANEL; UNUTMAZ; LITTMAN, 2008) podem induzir a expressdo do

ROR-c, 0 homdélogo humano do ROR-yt murino (cf.: figura 6).
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Figura 6. Diferenciacéo de células Ty17 humanas. As citocinas essenciais para o desenvolvimento
de células T417 humanas séo o TGF-B, a IL-6, a IL-21, e as citocinas inflamatdrias IL-1pB, seguido da
IL-23. Em adi¢&o aos subgrupos classicos Tyl e Ty17, um subgrupo misto Ty1-Ty17 foi identificado, o
qual expressa tanto o T-bet quanto o ROR-c.

1.3.2. Interleucina-17 e células Ty17 na doenca

1.3.2.1. 0O eixo IL-23/T17 na inflamacgé&o crdnica e na autoimunidade

As respostas Tyl7 desreguladas ou a producédo elevada de IL-17 por células
T, e de outras fontes, estdo associadas a inflamacédo cronica e condi¢coes
imunopatologicas severas. A IL-17 foi apontada primeiramente como indutora da
producéo de IL-6 em fibroblastos (YAO et al., 1995) e em sinoviécitos cultivados de
pacientes com artrite reumatéide (CHABAUD et al., 1998) (cf.: figura 7). A maioria
das células do parénquima expressa receptores de IL-17 (KOLLS; LINDEN, 2004) e

a sinalizacéo via esses receptores induz as células-alvo a produzirem fatores pro-
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inflamato6rios como a IL-6, a IL-1B, o TNF-a, a CXCL8 (IL-8) e as metaloproteinases
(YAO et al., 1995; FOSSIEZ et al., 1996; PARK et al., 2005). Através da producéo de
proteinases da matriz, a IL-17 também pode destruir a matriz extracelular e causar
reabsorcdo 0ssea. No 0sso, a IL-17 estimula os osteoblastos a expressar o ativador
do receptor do fator nuclear-kB (RANK) ligante (RANKL) (PAGE; MIOSSEC, 2005).
Tais osteoblastos podem ativar os osteoclastos, que expressam a proteina da
membrana RANK, um receptor para o RANKL, em sua superficie. As células Ty17
também expressam RANKL, mas ndo sdo capazes de ativar os osteoclastos pela
interacdo RANKL-RANK. Pelo contrario, a secrecao de IL-17 por células Tyl7 e a
inducdo de RANKL em células como osteoblastos, que apoiam a ativacdo dos
osteoclastos, parecem ser necessarias para a perda Ossea. Através do sistema
RANKL-RANK, a IL-17 pode ter um papel importante na artrite reumatoide (SATO et
al., 2006). Assim, na artrite reumatoide, a produgcdo de TNF-a, IL-1B e IL-17 por

células sinoviais € preditivo de destruicao articular (KIRKHAM et al., 2006).
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Figura 7. Efeitos da IL-17 sobre as funcdes celulares e seu papel na fisiopatologia da AR. O
painel mostra o efeito da interleucina-17, o tipo de célula alvo envolvida, os produtos liberados pela
célula-alvo em resposta a interleucina-17, e os efeitos biol6gicos.



A IL-6 é um alvo de IL-17 e também um fator de diferenciacdo de células
Twl7. Induzindo a produgéo de IL-6 e IL-1f, a IL-17 ativa um ciclo de feedback
positivo que compromete as células T naive a linhagem Ty17. Além disso, ao induzir
a producao de quimiocinas, as células Tyl7 atraem numerosas células T efetoras
para o tecido inflamado; agindo em sinergia com TNF-a e IL-1j3, a IL-17 € um potente
indutor da quimiocina CCL20, que é fortemente quimiotatica para linfocitos, incluindo
as células Tyl7. Estas células Ty17 sdo atraidas para os sitios inflamatérios através
do CCR6, o receptor para CCL20, que é detectado em células Tyl7 (ACOSTA-
RODRIGUEZ et al., 2007b). Além disso, quimiocinas como a proteina 10 induzida
por interferon (IP-10), um membro da familia de quimiocinas CXC, atrai outras
células imunes como as células Tyl e mondcitos para os tecidos inflamados
(KHADER et al., 2007).

Ha evidéncias de que, além da artrite reumatdide (KIRKHAM et al., 2006), as
células Tyl7 estdo envolvidas na psoriase (KRUEGER et al., 2007), na esclerose
multipla (MATUSEVICIUS et al., 1999) e na doenca inflamatoéria intestinal (DUERR
et al., 2006). Elas também podem patrticipar no desenvolvimento da asma resistente
a corticosterdide (MOLET et al., 2001; BARCZYK; PIERZCHALA; SOZANSKA,

2003).

1.4. Neutrofilos

Os neutréfilos sédo os principais leucdcitos recrutados nos estagios iniciais da
maioria dos processos inflamatérios, incluindo a artrite reumatéide e, geralmente,
permanecem no local da injuria por cerca de 12-24 horas. Em seguida, os neutréfilos

iniciam um processo de morte programada denominado apoptose, que culmina,
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consequentemente, na fagocitose destes leucécitos polimorfonucleares por
macrofagos. Decorridas aproximadamente dez horas a partir do inicio do processo
inflamatorio, comegam a surgir progressivamente eosindfilos, macrofagos e linfocitos
no local da inflamacéo, permanecendo no sitio por cerca de uma semana, caso O
agente agressor seja removido. Em caso contrario, 0 processo evoluird para a
cronificacao.

O curso da migracao tem inicio com o rolamento e subsequente adeséo dos
leucdcitos ao endotélio das vénulas. Mediadores inflamatérios como a IL-13, o TNF-
a, o leucotrieno B4 (LTB4), a histamina, o C5a e as quimiocinas aumentam a
aderéncia entre os neutrofilos e as células endoteliais (FRICKE; DAMERAU; VOGT,
1985; MCINTYRE; ZIMMERMAN; PRESCOTT, 1986; MANTOVANI; DEJANA, 1987
LEHRER et al, 1988; MCMILLAN; FOSTER, 1988). Essas substancias
quimioatraentes formam um gradiente de concentracdo entre a area lesada e as
vénulas pos-capilares, contribuindo para a adesdo dos neutrofilos as células
endoteliais e, por conseguinte, iniciando o rolamento desses leucocitos sobre o
endotélio vascular. A expressao de moléculas protéicas, denominadas coletivamente
de moléculas de adesdo, na membrana dos leucdcitos e das células endoteliais,
aumenta a aderéncia entre essas células. Assim, ligacbes fracas entre essas
moléculas de adesdo, pertencentes a familia das selectinas (L-selectina nos
neutréfilos e P- e E-selectina nas células endoteliais), promoverdo reducdo na
velocidade com que esses leucdcitos transitam pelos vasos sanguineos apos sua
ativacdo e consequente rolamento. Em sequéncia, ligagcdes entre integrinas,
complementares dos neutrofilos e do endotélio, aumentardo a intensidade desta
adesdo: as [Be-integrinas se ligardo a moléculas da superfamilia das imunoglobulinas,

como a VCAM-1, a PECAM-1 e a ICAM-1, mediando uma adesdao mais firme e
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permitindo que os neutréfilos migrem para os tecidos subjacentes através de
espacos abertos entre as células endoteliais (processo conhecido como diapedese),
ou através de fissuras formadas nas proprias ceélulas endoteliais (processo
denominado migragcdo transendotelial), dirigindo-se ao foco da lesédo
(ZIMMERMANN, 1983; HUTTENLOCHER; SANDBORG; HORWITZ, 1995; RADI,
KEHRLI; ACKERMANN, 2001; LEY, 2002).

Os neutrofilos sado responsaveis pela liberacdo de elastase e proteases, que
degradam o proteoglicano presente na camada superficial de cartilagem (MOORE et
al., 1993), o que provavelmente ocorre apés chegarem ao sitio inflamatério articular.
A deplecéo de proteoglicanos possibilita que os imunocomplexos precipitem sobre a
camada superficial de colageno e ocorra exposicdo dos condrocitos (JASIN;
TAUROG, 1991). Condrécitos e fibroblastos sinoviais liberam metaloproteinases
qguando estimulados com IL-13, TNF-a ou ativados por células T CD4+. As
metaloproteinases de matriz, em particular a estromelisina e as colagenases, séo
enzimas apontadas como as principais mediadoras do dano articular na AR.

Os neutrofilos possuem ainda um sistema enzimatico oxidativo acoplado a
membrana plasmatica (NADPH oxidase), responsavel pelo aumento do metabolismo
oxidativo que transfere elétrons do NADPH intracelular para o oxigénio, reduzindo-o
a anion superoxido (SLATER, 1984; BELLAVITE, 1988; RUBANYI, 1988), o qual
pode ser convertido rapidamente em peroxido de hidrogénio e, subsequentemente,
em radicais hidroxilas, denominados genericamente de intermediarios reativos do
oxigénio (MALECH; GALLIN, 1987).

O oxido nitrico (NO) € outra substancia reativa utilizada por neutréfilos para
exercer funcdo microbicida, e foi observado que essas células utilizam o NO no

processo de digestdo de fungos e bactérias (FIERRO et al., 1996; FIERRO et al.,
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1999). Além disso, outra atividade atribuida ao NO € a capacidade de blogquear a
ligacdo do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) ao DNA celular, impedindo a
sintese da quimiocina IL-8 e inibindo, desta forma, o recrutamento de neutrofilos
(FOWLER et al.,, 1999). Dados obtidos em nosso laboratério demonstraram
recentemente que o NO também inibe a migracdo de neutrofilos por interferir no
rolamento e adesao desses ao endotélio das vénulas, levando, consequentemente,
a apoptose dos neutroéfilos emigrados (SECCO et al., 2003). Além disso, também foi
demonstrado que o NO esta implicado na destruicdo dos tecidos adjacentes ao foco

infeccioso ou inflamatério (MACHLIN; BENDICH, 1987).
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi analisar a participagdo dos receptores
NOD1 e NOD2, bem como de suas possiveis moléculas sinalizadoras, RIPK2 e
caspase-1, no desenvolvimento da artrite induzida por antigeno e na artrite
reumatoide. Além disso, procuramos focar a participacdo das células produtoras de
IL-17 e a participagédo dos receptores NOD1 e NOD2 na modulagcdo da producéo

desta citocina no processo da artrite.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo comité de ética para experimentacdo animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo e com as diretrizes para

uso de animais experimentais em estudos de dor da IASP (ZIMMERMANN, 1983).

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos C57BI/6 e deficientes para NOD1,
NOD2, RIPK2 e caspase-1, pesando entre 18 e 22 g. Os animais foram mantidos sob
condi¢cBes controladas de temperatura (22-25°C), sem restricdo hidrica ou dietética

(ad libitum) e ciclo claro/escuro controlados.

3.2. Avaliagcédo Nociceptiva

Os testes nociceptivos foram realizados entre 8:00 e 17:00 h.

3.2.1. Medida de Hipernocicepcdo Mecanica em Patas de Camundongos:

Teste de Pressao Crescente na Pata (von Frey eletronico).

A avaliagcdo da hipernocicepcdo mecanica na articulacdo fémur-tibial foi
realizada por modificacdo do método de flexdo dorsal da articulagéo tibio-tarsal de

camundongos, como descrito por Guerrero et al. (2006). Desse modo, foi possivel
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avaliar a hipernocicepcdo e migracdo de neutrofilos de forma direta (lavado da
cavidade articular) no mesmo sitio inflamatorio; ao contrario da articulagao tibio-
tarsal, na qual a migracdo de neutréfilos é avaliada indiretamente pela atividade
mieloperoxidase devido a dificuldade técnica de se realizar um lavado dessa
articulacdo. O método descrito por Guerrero et al. (2006) foi baseado no método
eletrénico de quantificacdo da intensidade da nocicepgdo inflamatéria em
camundongo descrito por Cunha et al. (2004), conforme delineado abaixo.

A avaliagdo da hipernocicepcdo mecéanica foi realizada conforme
previamente descrito (CUNHA et al., 2004). Resumidamente, este método utiliza-se
de um anestesidmetro eletrbnico (Modelo 1601C, IITC Life Science Instruments,
CA, USA, Figura 8A). Este aparelho é composto de um transdutor de presséo ligado
por um cabo a um detector digital de forca, a qual é expressa em gramas. A
captacdo da presséo é feita pelo contato da ponteira de polipropileno com area de
4,15 mm? & pata (cf.: figura 8, B - C); dessa forma, ndo h& estimulagéo do tecido
cutaneo plantar, mas, sim, flexdo da articulacdo fémur-tibial. O experimentador é
treinado a aplicar a ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do
animal, com uma pressao gradualmente crescente, até que provoque uma resposta
de flexdo caracteristica com a retirada da pata. O estimulo €, entdo, interrompido e
a forca exercida para promover a resposta caracteristica é registrada.

Foram realizadas trés medidas distintas para cada animal, antes e ap0s a
administracdo dos estimulos, sendo calculada a média aritmética das medidas. A
intensidade de hipernocicepcdo é quantificada como a variagdo na forca (A de
reacdo em (gramas) e obtida subtraindo-se o valor observado antes do
procedimento experimental (O hora), do valor de reacdo apds a administracdo dos

estimulos hipernociceptivos que variam de acordo com 0 experimento.
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Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas acrilicas
medindo 12 x 10 x 17 cm, com assoalho formado por uma rede de malhas medindo
cerca de 5 mm? constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de diametro. As
caixas foram mantidas a cerca de 25 cm da superficie de uma bancada, de modo a
permitir a estimulagdo mecéanica da pata traseira dos animais. Antes do inicio

dos experimentos 0s animais permaneceram nessas caixas por 15 min. para a

adaptacao.

Figura 8. Foto do equipamento utilizado no teste de pressao crescente na pata de
camundongos. Painel A- A foto apresenta o anestesidmetro eletrénico (Modelo 1601C, Life
Science Instruments CA, USA), as caixas de acrilico, o assoalho em rede de malhas e o espelho,
utilizados no teste de presséo crescente na pata. Painel B- A foto apresenta a ponteira de area
(4,15 mmz) em contato com a pata do animal. O experimentador aplica, por entre as malhas da rede,
uma presséao linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal
emita o comportamento nociceptivo. Painel C- Foto ilustrativa da ponteira de polipropileno.

3.3. PREPARO DE SOLUCOES, DROGAS E REAGENTES:

3.3.1. Solucéo de tampao salina-fosfato (PBS)

Cloreto de SOdio (NACI, MEICK)........uuuriiiiiiieieeee e ee e e 8,049
Cloreto de Potassio (KCI, Merck)........cccuuviriiiiiiiiieieeeieececiiiiiiieeeee e 0,29

Fosfato de Sodio dibasico (Na;HPO4, Merck).......ccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 1,159
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Fosfato de Potassio monobasico (KH2POg4, Merck).........ccovvvvvvvvvvvienennns 0,29

Y UL L1 e TR= Y« TR 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solucéo final autoclavada e

estocada em garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizada.

3.3.2. PBS/EDTA (1mM)

3.3.3. PBS heparinizado

3.3.4. Liquido de Turk

Acido acético glacial P.A. (MEICTK) .....c.ccveeeeeeeeeeeee e, 20 mL
Azul de metileno (MErCK).......cooviiiiiiii e e 0,59

AGUA Milli-Q 0.5, vttt ettt e ettt et e e e eeesee e e et e s e s eeaeas 1L
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3.3.5. Corante Pandético Rapido (LaborClin)

Panatico rapido n° 1: solugéo de triariimetano 0,1%;
Panotico rapido n° 2: solucéo de xantenos 0,1%;

Panatico rapido n° 3: solucéo de tiazinas 0,1%.

3.3.6. Solucéo de Tris (0,1 M)

THIS (SIGMA). .. ceeeeiii e e e e e e e e e e e e ee e e e e eeeenaa 6,19

F e U= Y 1 TR I e TR= ¢ TR 500 mL

3.3.7. Azul de Trypan

Trypan blue (SIgMa).........ueiiiiiii e 100 mg

Yo Uz Y 11T e TR= o TS 100 mL

3.3.8. Tampéao de Lise

Solucéao |

Cloreto de AMONIO 0,16 M......eeee e eeeeeee e ee e eee e, 8,3g.L"
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Solucéo |l

THS 0,17 Mee oottt ettt en et en e 20,6 g.L™

Misturar as duas solucdes utilizando 9 partes da solucéo | para cada parte da

solucéo Il. Filtrar em Millipore 0,22 um e armazenar a 4°C.

3.3.9. Meio de Cultura RPMI 1640 Incompleto

RPMI 1640 (SIOMA)...uutiiiiieiiiriiiie e e et e e e st e e e e e s st e e e e s e e e e e e e saaneeees 10,49
Bicarbonato de SOdIo P.A. (MEICK).........uuuuuuuumiiiiiiiie e e e e eeeeee e e 2,29
AGUA MIllI=Q 0.5ttt ettt ettt sttt et e s et e et ans 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e o produto final estocado em

garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizado.

3.3.10. Meio de Cultura RPMI 1640 Completo

RPMI 1640 (SIGMA) -+t teteeeeereeeeeeeereeeeeeeeeeeteseseeeeeeseseseseseeeseteseeeeeseeeseeeeenns 10,4 g
Bicarbonato de SOdio P.A. (MErCK).........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 2,249
HEPES (SIGMA@). ..ttt e e e e e e e e e e e s anaes 2,349
Penicilina/Gentamicina (SIgMa).......cccevuuuiiiiiiiiiiiiii e 150 Ul/mL
StreptomiCiNg (SIGIMA)......uuuuiiiiiiiiiiie et s 100 pg/mL

AGUA MillI-Q 0.5 vttt ettt ettt et et e et e e et e e e e e e e e 1L
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O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e o produto final estocado em

garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizado.

3.3.11. Meio de Cultura Iscove’s

Iscove’s (IMDM) com L-glutamina e 25 mM de HEPES (Sigma)................. 17,79
Bicarbonato de SOdio P.A. (MEICK)........uuuueuuiiiiiiiiiee e eee e 3,029
F N UL L1 @ e TR=3 TSRS 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e o produto final estocado em

garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizado.

3.3.12. Albumina Bovina Sérica Metilada (mBSA)

A mBSA (Sigma) foi diluida em PBS ou em RPMI 1640 estéril uma hora antes

de ser utilizada.

3.3.13. Adjuvante de Freund Completo (CFA — Sigma) e Incompleto (IFA
— Sigma)
3.3.14. Tampdes utilizados para o ensaio de ELISA

e Solucao de ligacéo (binding buffer) pH 9.0
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NP2 B o @ F (1 =T (o] T 0.1M

e Tampéao substrato pH 5.0

ACIAO CItHICO (METCK).....veeeeeee ettt 34.7mM
NazPOy4 (MEICK).....coeiiiiii e 66.7 mM

e Substrato

OPD (SIOMA). et i e e e e e e e e e e e eeeeeeeesaeernneenanne 0.4 mg

[ DY (1Y, ] o o TSR 0.4uL

Tampao SUDSIIAt0 0.S.P. . ccveeiiiiiii e e 1mL
3.3.15. Drogas

o FK156 (Astellas Pharma);
e MDP (Sigma);

e IL-1ra (Calbiochem).

3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1. Imunizagéo e desafio com mBSA

Camundongos C57BI/6 e deficientes para NOD1, NOD2, RIPK2 e caspase-1
foram imunizados com emulsdo contendo volumes iguais (200 pL) de PBS e

adjuvante completo de Freund (CFA), na qual foram dissolvidas 500 ug de mBSA,
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administrada por meio de injecdo subcutanea (s.c.). No 7° e no 14° dia ap0s a
primeira imunizagao, foi administrada (s.c.) emulsdo com adjuvante incompleto de
Freund (IFA), com o objetivo de reforcar a imunizacdo. Os animais falso-imunizados
receberam o mesmo tratamento aplicado aos demais, porém sem a administracao
de mBSA. No 21° dia, os animais imunizados foram desafiados com mBSA (10 ou

30 ug) administrada via intraarticular (i.a.).

3.4.2. Migracao de neutrofilos para a cavidade articular induzida por mBSA

Seis ou vinte e quatro horas apds o desafio, os camundongos foram sacrificados
para avaliacdo da migracdo de neutrdfilos. Foi realizado o lavado intraarticular com
2 X (5uL) de PBS contendo EDTA (1 mM) e, em seguida, a partir do lavado articular

(fémur-tibial), foram feitas as contagens totais e diferenciais dos leucocitos.

e Contagem total dos leucocitos - Aliguotas de 10 uL do lavado articular
foram diluidas em liquido de Turk, na propor¢cédo de 1:1, sendo a contagem
total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de
microscoépio Optico (aumento de 40x) e contador manual. O resultado foi
expresso como o nimero de células x 10%/cavidade articular.

e Contagem diferencial dos leucocitos - As laminas para contagem
diferencial foram preparadas apos citocentrifugacdo (Citospin; Shandon
Lipshaw Inc, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) de uma aliquota do lavado intra-
articular. Apos a centrifugacéo, foi feito esfregaco sobre a lamina, o qual foi
corado com corante panotico rapido (LaborClin; Produtos para Laboratorio

Ltda, Pinhais, PR, Brasil). As células foram examinadas em microscopio



64
Optico através da objetiva de imersdao em 6leo (aumento de 1000x), sendo
contadas 100 células por lamina, diferenciando-se quatro tipos celulares:
neutrdfilos, eosinofilos, mononucleares e mastocitos. A quantificacdo de cada
tipo celular presente na cavidade peritoneal foi calculada pela porcentagem
dessas ceélulas contadas nos esfregagos em relagdo a quantidade total de
células (obtida na contagem total). Os resultados foram expressos como

nimero de neutréfilos x 10*/cavidade.

3.4.2.1. Nocicepcdo e migracdo de neutréfilos para a cavidade articular
induzida por mBSA em animais imunizados e “deficientes” para

NOD1, NOD2, RIPK2 e Caspase-1

Os animais deficientes para NOD1, NOD2, RIPK2 e Caspase-1, e suas
respectivas linhagens selvagens, foram imunizados e desafiados com mMBSA,
conforme descrito anteriormente. Seis horas apos o desafio (MBSA; 30 ug/cavidade;
i.a.) os animais foram submetidos a avaliagdo da hipernocicep¢do mecéanica e, logo
apos, o lavado articular foi coletado e a migracdo dos neutréfilos determinada,
sendo também avaliada em camundongos sham-imunizados (Sl) e desafiados com
MBSA e em camundongos imunizados e desafiados com PBS (grupo-controle). O
lavado articular foi coletado também 24 h ap6s o desafio com a mBSA (10
ug/cavidade; i.p.) e, em seguida, a migracdo dos neutroéfilos foi determinada nas
amostras do lavado, sendo também avaliada em camundongos sham-imunizados
(SI) e desafiados com mBSA e em camundongos imunizados e desafiados com

PBS (grupo-controle).
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3.4.3. Efeito do tratamento com IL-1ra sobre o recrutamento de neutréfilos e

nocicepc¢ao induzido por mBSA em camundongos imunizados

Os animais imunizados foram preé-tratados com o veiculo (PBS; 0,1 mL; i.v.)
ou IL-1ra (10 mg/kg; i.v.) 30 min. antes do desafio com mBSA. Seis horas apés o
desafio (MBSA; 30 ug/cavidade; i.a.) os animais foram submetidos a avaliacdo da
hipernocicepcdo mecanica e, logo apds, o lavado articular foi coletado e a migracao
dos neutréfilos determinada, sendo também avaliada em camundongos sham-
imunizados (Sl) e desafiados com MmBSA e em camundongos imunizados e

desafiados com PBS (grupo-controle).

3.4.4. Extracdo de RNA e Real-Time RT-PCR

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando as recomendacdes do
fabricante do reagente Trizol (Gibco BRL), como descrito a seguir: células
mononucleares do sangue periférico ou células totais do liquido sinovial de
pacientes com AR ou AO (cf.: tabela 1) foram utilizadas (4 x 10° células). Para os
camundongos foram coletadas as sindvias: camundongos desafiados foram
sacrificados 3 h apos desafio com PBS (controle) ou mBSA (30 ug/cavidade). Todas
as amostras foram homogeneizadas em Trizol (1 mL) durante 10 min. a temperatura
ambiente. A seguir, 200 pL de cloroférmio (Gibco BRL) foram adicionados a
suspensao, a qual foi centrifugada a 13.000G por 15 min. a 4°C. A fase aquosa
formada foi transferida para um novo tubo. A esse tubo foi adicionado isopropanol

na proporgédo de 1:1 e, apos agitado em Vortex, incubou-se por 15 min. a -20°C,
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para precipitacdo do RNA disperso na fase aquosa. Apos incubacéo e centrifugacéo
a 13.000G durante 15 min. a 4°C, descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi
suspenso em etanol PA, agitado em Vortex e centrifugado novamente nas mesmas
condi¢coes anteriores. O sobrenadante foi, entdo, novamente descartado e o
precipitado re-suspenso em agua livre de RNAse. A concentracdo de RNA foi
determinada pela densidade 6tica no comprimento de onda de 260 nm, por meio do
aparelho GeneQuant (Amersham Biosciences Corp., Piscataway). Um micrograma
do RNA total foi transcrito por acdo da enzima transcriptase reversa Pre-Improm I
(Promega, Madison, Wisconsin, USA). A reacao do Real-Time RT-PCR quantitativo
foi feita no ABI Prism 7500 Sequence Detection System usando o sistema de
fluorescéncia SYBR-green (Applied Biosystems, Warrington, UK) para a
guantificacdo das amplificacbes. O RT-PCR foi executado com volume final da
reacdo de 20 uL e mantido sobre 95°C (10 min.), e mais 40 ciclos de 94°C (1 min),
56°C (1 min) e 72°C (2 min). A curva de fuséo foi analisada (65—95°C) para verificar
se apenas um produto foi amplificado. Amostras que tiveram mais de um pico foram
excluidas. Os resultados foram analisados através do método comparativo de “cycle
threshold” (CT). Os pares de primers utilizados estdo contidos na Tabela 2

(Anexos).

3.4.5. Ensaio de quantificacao de proteoglicano

Para o ensaio de proteoglicanas, os animais foram desafiados duas vezes
(mBSA; 30 ug/cavidade; i.a.) com intervalo de 7 dias entre cada desafio. Sete dias
apo6s o ultimo desafio a quantidade de proteoglicano foi determinada utilizando o

método descrito por Burkhardt et al. com modificacdes (BURKHARDT; HWA;
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GHOSH, 2001). Em resumo, a patella de cada animal foi coletada e fixada em
formaldeido (4%) overnight usando um agitador. Depois elas foram transferidas para
tubos, separadamente, que continham uma solu¢cdo de &cido formico (5%) e
incubadas por 4 h para o processo de descalcificagdo, com o auxilio de um agitador.
Apés essa etapa, cada patella foi colacada em um tubo que continha 100 pL do
tampdo de digestdo com papaina, que consiste numa suspensdo de papaina (5
mg/mL; Sigma P-3125) por mililitro de tampéo fosfato livre de célcio e magnésio,
contendo uma concentracdo de 5 mM de cisteina (Sigma, St Louis, MO) e 10 mM de
EDTA, pH 7.4. Entéo, os tubos foram fechados e lacrados com auxilio de parafiime
e incubados em banho maria a 60°C por 16 h. Apds os tubos alcancarem a
temperatura ambiente, eles foram centrifugados por 10 min. a 1000 g para que as
goticulas condensadas também fossem coletadas. 50 pL de cada sobrenadante e
uma série de solugbes de sulfato de condroitina (curva padrdo; 50-1000 pg/ml)
foram colocados em placa de 96 pocos. As solugbes padroes de condroitina
também foram incubadas com o tampéo de digestdo de papaina. Depois, usando
uma pipeta multi-canal, foi adicionado 300 pL de solucdo de 1,9-Dimetil-Metilene
Azul (DMMB; 50 mg/L; Sigma 341088) em cada poco e a absorbancia em 525 nm
foi medida em um leitor de placas imediatamente ap6s adicionar o DMMB. O
contetdo de GAG foi calculado a partir da curva padréo construido com o auxilio do
software do leitor de placas (Softmax®, Molecular Devices Corporation, Menlo Park,
CA, U.S.A). A solugédo de DMMB foi preparada a partir da dissolugdo de 50 mg do
DMMB em 5 mL de etanol e subsequentemente diluido para um volume de 1000 mL

com 0.2% (w/v) tampéao formato de sédio, pH 3,5.
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3.4.6. Analise histoldgica

Para a andlise histologica, os animais foram desafiados duas vezes (mBSA;
30 ug/cavidade; i.a.) com intervalo de sete dias entre cada desafio, e sete dias apos
0 ultimo desafio a articulacdo fémur-tibial foi coletada e devidamente dissecada.
Primeiramente, preparamos uma solucao 0,2M de lisina-HCL com fosfato de sédio
dibasico 0,1M e ajustamos para pH 7,4. No passo seguinte, diluimos essa solucdo
para lisina 0,1M com tampéo fosfato 0,1M e pH 7,4. Somente no momento do uso,
misturamos trés partes da solucdo de lisina com uma parte de solucdo de
paraformaldeido (8%) e, a essa Ultima solucédo, adicionamos o periodato de sédio
(concentracdes finais: paraformaldeido 2%, lisina 0,075M e periodato de sodio
0,01M). Deixamos as articulagbes imersas nesta solucéo final, apenas uma por
frasco (dmbar), e fixamos o tecido a 4°C “overnight”.

Na segunda parte do experimento, lavamos os tecidos por 12h em PBS
0,01M com glicerol em concentracdes crescentes 5%, 10% e 15%. Entdo, deixamos
o tecido descalcificando em EDTA-G (Solucdo de EDTA-G: 11,2g de EDTA, 1,25¢g
NaOH e 15mL de glycerol. Ajustar pH para 7,3 e completar volume para 100 mL) a
4°C pelo periodo de 10 a 14 dias. Apos passado o periodo de descalcificacéo,
lavamos as amostras durante 12h em passagens sucessivas de: 1) 15% sacarose +
15% glicerol; 2) 20% sacarose + 10% glicerol; 3) 20% sacarose + 5% glicerol; 4)
20% sacarose; 5) 10% sacarose, e; 6) 5% sacarose. ApOs as lavagens, deixamos
em PBS “overnight”. No dia seguinte, prosseguimos com a inclusdao e
processamento. As secc¢des do tecido (7 ym) serdo coloridas com O-Safranina para

verificacdo de perda de proteoglicanas e consequente dano da cartilagem.
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3.4.7. ELISA (‘enzime-linked immunosorbent assay’)

As concentragbes de IL-17, TNF-a, IL-13 e KC [CXCL-1], assim como a
titulacdo de IgG anti-mBSA, foram determinadas por ELISA (‘enzime-linked
immunosorbent assay’).

Os camundongos foram sacrificados 3 e 12 h ap6s o desafio para a
guantificacdo de IL-17, TNF-a, IL-13 e KC [CXCL-1]. Para tal, foi coletada a
articulacado fémur-tibial e triturada com o auxilio de polytron em 300 puL de PBS
contendo EDTA (1 mM) e centrifugado por 10 min. a 600G. O sobrenadante foi
coletado e as dosagens de IL-17, TNF-qa, IL-13 e KC [CXCL-1] foram determinadas
por meio de andlise imunoenzimatica (ELISA), descrita a seguir. placas de
microtitulacdo (96 pocos) foram preenchidas (50 pL / pog¢o) com anticorpos
especificos anti-TNF-a (2 ug/mL) ou anti-KC [CXCL-1] (1 pug/mL), os quais haviam
sido diluidos em solucdo-tampéo de ligacdo (binding buffer), pH 9.0, e incubados
pelo periodo de 18 a 24 h a 4°C. Apos esse periodo, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS/Tween-20 (0.05%; Sigma) e incubadas por 2 h, em temperatura
ambiente, com 100 uL de uma solucdo contendo 1% de albumina bovina, com o
intuito de evitar ligagbes ndo especificas. Em seguida, as amostras e a curva-
padréo (contendo TNF-a e KC [CXCL-1] em varias diluicdes) foram adicionadas as
placas (50 uL) e incubadas por 18-24 h a 4°C. Apos esse periodo, as placas foram
novamente lavadas e incubadas com 50 uL dos anticorpos policlonais biotinilados
especificos para TNF-a (0,2 ug/mL) e para KC [CXCL-1] (0,1 ug/mL) durante 1 h em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e, apés adicdo em cada poco de
conjugado avidina-HRP diluido 1:5000, incubadas por 30 min.. Uma ultima lavagem

das placas foi realizada e 50 pL do substrato dihidrocloreto de 1,2-fenilenodiamina
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(OPD, sol 0,4 mg OPD - 0,4 uL H,0, — 1mL tampé&o) foi adicionado. Apds 15 min., a
reacao foi interrompida com 50 uL de H,SO4 (1 M) e a densidade o6ptica (DO)
medida a 490 nm em espectrofotdbmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices). Os
resultados foram expressos em pg/mL de TNF-a ou KC [CXCL-1], com base na
curva padréo para cada quimiocina.

A determinacdo da presenca de anticorpos (IgG) anti-mBSA no soro de
camundongos imunizados foi obtida a partir do seguinte protocolo: placas de 96
pocos (Nunc) foram cobertas (100 pL / pogo) com uma solugdo de mBSA (30 pg /
mL) durante 12 h a 4°C. Ao fim deste periodo, as placas foram lavadas e incubadas
com as amostras de soro nas diferentes diluicdes por 24 h a 4°C. Em seguida,
adicionou-se um anticorpo policlonal anti-lgG de camundongo conjugado a uma
fosfatase alcalina (2 pg / mL) e deixou-se as amostras em descanso durante 1 h a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, foi adicionado o reagente colorimétrico
pNPP e, apdés 15 min., interrompeu-se a reacdo com 1 M de H,SO, para

determinacdo da densidade Optica (DO) a 405 nm.

3.4.8. Citometria de Fluxo para quantificacdo da ativacdo de caspase-FLICA

Células mononucleares (5 x 10°) do sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide ou de pacientes com osteoartrite foram cultivadas em placas de
24 cm e estimuladas por 12 h na presenca de RPMI, FK156 (5 pg/mL) ou MDP (100
pg/mL). ApoOs a estimulacéo, as células foram incubadas com a sonda fluorescente
FAM-YVAD Caspase-1 FLICA (Immunochemistry Technologies) em estufa 37°C a
5% CO, durante 1h. Apés a incubagéo as células foram lavadas sob centrifugacao

(5 repeticbes de 5 min. cada) em PBS 3% SBF. Finalmente, as células foram
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suspensas em 100 puL de PBS e as amostras foram adquiridas no aparelho

FACSort™ (Becton & Dickinson) e analisadas através do programa Flow Jo.

3.4.9. Ensaio de proliferacdo celular

As células provenientes dos linfonodos drenantes foram cultivadas na
presenca de [*H]timidina. Isso permitiu constatar a ocorréncia de proliferacdo celular
"in vitro", através da andlise da incorporacdo da [*H]timidina ao DNA da célula. O
experimento foi realizado em placas de 96 pocos, no interior dos quais foram
cultivadas 5 x 10* células. As células foram mantidas por trés dias em RPMI
completo na presenca de ConA, mBSA ou meio. Vinte e quatro horas antes do final
do experimento, adicionou-se 10mCi/mL de [*H]timidina ao meio de cultura. Apés
precipitagdo com acido tricloroacético, promoveu-se a leitura em liquido de

cintilac&o.

3.4.10. Artrite induzida por colageno

Animais DBA-1/J receberam uma injecao intradérmica na base da cauda de
100 pg de colageno do tipo Il bovino emulsificados em 0,1ml de PBS/adjuvante
completo de Freund (4 mg/mL). Os camundongos controle sham-imunizados
receberam o0 mesmo tratamento, porém sem administragcdo de colageno. Os
camundongos foram monitorados diariamente no intuito de avaliarmos os sinais de
desenvolvimento da artrite experimental e os escores clinicos foram aplicados de

acordo com o que segue: normal = 0; eritema = 1; eritema + inchago = 2; perda de
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funcdo = 3; e soma dos quatro membros = escore total. O desenvolvimento da
doenca caracterizado por eritema ou inchaco das patas foi observado a partir do 11°
dia nos animais que receberam tratamento com MDP (i.p.) e a partir do 23° dia nos

animais imunizados nao-tratados.

3.5. Analise estatistica dos resultados

Nos casos de diferentes tratamentos, o teste de analise de variancia (ANOVA) foi
utilizado para comparar os resultados. Em todos os casos, comparacdes individuais
foram pos-testadas com teste t de Bonferroni (comparagbes multiplas) ou teste t de
Student (comparacao entre duas amostras) para amostras ndo-pareadas. O numero (n)
de animais por grupo experimental esta descrito nas legendas. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e as diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes para valores de P<0.05.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Expressao dos receptores NOD1 e NOD2

Para investigar a relevancia clinica do NOD1 e do NOD2 no processo da artrite
avaliamos a expressao desses receptores em células mononucleares purificadas do
sangue periférico e em células totais do liquido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide e osteoartrite (Tabela 1). Nossos resultados demonstram que células
mononucleares do sangue periférico e células totais do liquido sinovial de pacientes
com AR apresentam maior expressdo do mRNA de NOD2, porém nédo de NOD1,

quando comparados com pacientes com OA (Figura 9, A— D).

4.2. NOD2, mas ndo NOD1, esté envolvido na artrite induzida por antigeno

Para averiguar a importancia do NOD1 e do NOD2 no processo da artrite induzida
por antigeno camundongos selvagens foram imunizados e desafiados conforme
descrito anteriormente. Camundongos naive também receberam injecdo intra-
articular de mBSA. A membrana sinovial dos camundongos foi coletada 3 horas
apos o desafio para avaliacdo da expresséo dos receptores NOD1 e NOD2. Nossos
resultados mostram que apenas 0 mMRNA de NOD2 aumenta apds o desafio com

MBSA na membrana de animais imunizados (Figura 10).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes com osteoartrite
(OA) e artrite reumatoide (AR) tratados com metotrexato (MTX) ou metotrexato

mais infliximabe.

Caracteristicas clinicas Pacientes AR Pacientes
OA
MTX MTX + (n =4)
(n=4) anti-TNF
(n=9)
Idade (anos = SEM) 5146 445+49 539142
Mulheres (%) 4(100%) 7(77%)  2(50%)
Caucasianos (%) 4 (100 %) 9 (100 %) 3 (75 %)
RF-positivo (%) 3(75%) 6 (66 %) 0 (0 %)
Anti-CCP positivo (%) 2(50%) 6(66%)  0(0%)
Média duragao doencga (anos = SEM) 3514 82+£238 N/A
MTX dose (mg/week) 16.9 17.2 -
MTX (meses uso — média £ SEM) 13£19 226=+13 -
Infliximabe dose (mg/kg/dose) - 4 -
Infliximabe (meses uso—média + SEM) - 9.6 0.8 -
DAS-28 (média = SEM) 51+£03 38+0.5 -

RF = Fator Reumatoide; Anti-CCP=anticorpos anti-ciclico citrulinados; MTX =
metotrexato; DAS = Escore de Atividade da Doenca; N/A = Nao-Aplicavel.
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Figura 9. Expressdo de NOD1 e NOD2 nas células mononucleares do sangue
periférico ou leucdcitos totais do liquido sinovial de pacientes com AR ou OA.
Expressdo do mRNA de NOD1 ou NOD2 em amostras de pacientes com AR ou OA
expressa em relacdo ao gene da GAPDH (2% Y& € x 1.000). Os resultados estéo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle
(One-way ANOVA com correcao pelo pés-teste de Bonferroni).
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Figura 10. Expressdo de NOD1 e NOD2 na membrana sinovial de camundongos.
Expressao do mRNA de NOD1 ou NOD2 em amostras de membrana sinovial de
camundongos selvagens expressa em relacdo ao gene da B-actina (279" 2 ¢ x 1.000). As
membranas sinoviais foram coletadas 3 horas apdés injecéo i.a. de salina (controle) ou o
mBSA (10 pg; i.a.) em camundongos selvagens naive ou imunizados.Os resultados estdo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle

(One-way ANOVA com correcao pelo pés-teste de Bonferroni).
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4.3. Os parametros inflamatérios estdo reduzidos no NOD2"", mas ndo NOD1™"

A artrite induzida por antigeno é caracterizada por uma infiltracdo precoce macica de
neutrofilos na cavidade articular e também por uma intensa nocicep¢cdo mecanica.
Neste ponto fomos averiguar a importancia do NOD1 e do NOD2 no
desenvolvimento dos parametros inflamatorios no processo da artrite induzida por
antigeno. Camundongos selvagens e deficientes para NOD1 e NOD2 foram
imunizados e desafiados conforme descrito. Camundongos selvagens sham-
imunizados também receberam injecéo intra-articular de mBSA. Observou-se que 6
horas ap6s o desafio com mBSA na articulagdo dos camundongos NOD1” e
selvagens imunizados ocorreu uma infiltracdo proeminente de neutrdfilos (figura 11)
e hipernocicepcédo mecanica (figura 12). Ambos os eventos nao foram observados

nos camundongos NOD2"" imunizados ou sham-imunizados desafiados com mBSA.

4.4. Os camundongos deficientes para NOD2 sao protegidos contra lesao

A eroséo da cartilagem articular causada pela degradacdo da matriz extracelular é
uma caracteristica da artrite. Assim, avaliamos a erosdo da cartilagem na artrite
induzida por mBSA a partir da quantificagdo de proteoglicanas na articulagédo de
camundongos 7 dias ap6s um segundo desafio com o mBSA, conforme descrito
anteriormente. Neste conjunto de experimento observou-se que camundongos
selvagens e NOD1” tem uma perda significativa nos niveis de proteoglicanas
comparados com camundongos controle, e essa reducéo de proteoglicanas nao foi
observada em camundongos NOD2" (figura 13). Estes resultados podem ser
diretamente visualizados por analise histopatologica na coloragédo de cartilagem por

o-safranina (figura 14).
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Figura 11. Migracdo de neutréfilos. Camundongos selvagens (WT), NOD1" e
NOD2" imunizados e sham-imunizados foram desafiados com a mBSA (10 pg; i.a.), e
6 horas depois, a migracdo de neutréfilos foi calculada e comparada com a de
camundongos imunizados desafiados com salina (controle). Os resultados estéo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais
controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 12. Hipernocicepcdo mecéanica. Hipernocicep¢do mecénica induzida por
injecdo i.a. de mMBSA (30 pug; i.a.) em camundongos WT, NOD1” e NOD2™" imunizados
ou sham-imunizados, e 6 horas depois, a resposta hipernociceptiva foi determinada e
comparada com os camundongos imunizados desafiados com salina (controle). Os
resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado
aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢do pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 13. Avaliacdo de leséo articular. Estimativa da perda de proteoglicanas induzida
por injecdo i.a. de mBSA (30 ng; i.a.) em camundongos WT, NOD1” e NOD2" imunizados
ou sham-imunizados. Os camundongos imunizados desafiados com salina foram utilizados
como controle. Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando
comparado aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢do pelo pés-teste de

Bonferroni).
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Figura 14. Avaliacdo de lesdo articular. Andlise histologica da cartilagem articular em
camundongos WT, NOD1” e NOD2” imunizados. As articulagbes do joelho foram
submetidas a coloragdo com O-safranina “fast green staining”. As andlises de lesdo foram
feitas com software ImageJ com base em deteccdo de coloracdes por ROI. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais

controle (One-way ANOVA com corregéo pelo pos-teste de Bonferroni).
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4.5. Camundongos NOD2™ apresentam menores niveis de TNF-a e KC/CXCL1

Como os camundongos NOD2"" apresentaram reducdo na migracdo de neutréfilos e
hipernocicepcao, bem como menor erosdo na cartilagem, resolvemos verificar como
estavam os niveis de TNF-a e KC/CXCL1. Camundongos selvagens e deficientes
para NOD1 e NOD2 foram imunizados e desafiados conforme descrito. Trés e 12
horas ap0s o desafio com mBSA, ou salina, a articulacdo destes animais foram
coletadas e processadas para a dosagem de TNF-a e KC/CXCL1. A reducdo nos
parametros inflamatérios em camundongos NOD2™ foi associada com uma reducao

nos niveis da citocina TNF-a (figura 15) e da quimiocina KC/CXCL1 (figura 16).

4.6. A expressido de RANKL esta reduzida em camundongos NOD2™

Camundongos selvagens e deficientes para NOD1 e NOD2 foram imunizados e
desafiados conforme descrito anteriormente. Camundongos sham-imunizados
também receberam injecdo intraarticular de mBSA. A articulacdo foi coletada 12
horas apds o desafio para avaliacdo da expressdo de RANKL. Animais NOD2-/-

apresentam menor expresséo de RANKL (figura 17).

4.7. O MDP antecipa e potencializa a artrite induzida por colageno

Como o receptor NOD2 parece ser importante para o desenvolvimento da artrite
fomos averiguar se 0 agonista deste receptor poderia induzir uma artrite mais
severa. Assim, imunizamos animais DBA/1J, conforme descrito anteriormente, e no
10° dia ap6s a imunizagdo comegcamos a tratar diariamente um grupo de 6 animais
com o MDP (ligante de NOD2; i.p.). O tratamento com MDP foi suspenso no 20° dia.
Verificamos que o agonista de NOD2 acelerou e tornou mais potente o processo de

desenvolvimento da artrite (figura 18).
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Figura 15. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a producdo de TNF-a. As
concentracdes de TNF-a na cavidade articular foram determinados 3 e 12 horas apés o
desafio com o0 mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais
controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 16. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a producao de KC/CXCLL1. As
concentracdes de KC/CXCL1 na cavidade articular foram determinados 3 e 12 horas ap6s o
desafio com o0 mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais
controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 17. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a expressdao de RANKL.
MRNA do RANKL na articulacdo foi determinado 12 horas apés o desafio com o0 mBSA (10
ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados e sham-imunizados. Os resultados estdo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle

(One-way ANOVA com correcao pelo pés-teste de Bonferroni).
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Figura 18. Acdo do agonista NOD2 sobre o desenvolvimento da artrite. Camundongos
DBA/1J foram imunizados com colageno tipo Il. Um grupo de 6 animais receberam injecéo
intraperitoneal de MDP (100 ng; i.p.). O outro grupo composto por 5 animais néo foi tratado
com MDP. Os animais foram monitorados diariamente.
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4.8. Camundongos NOD2™ apresentam menores niveis de IL-17 e IL-1f

Como os camundongos NOD2"" apresentaram reducéo na migracéo de neutréfilos e
hipernocicepcdo, bem como menor erosdao na cartilagem e reducdo nos niveis de
TNF-a e KC/CXCL1, fomos verificar 0os niveis de citocinas envolvidas com o padréo
de resposta Tyl7, a IL-17 e a IL-1B. Camundongos selvagens e deficientes para
NOD1 e NOD2 foram imunizados e desafiados conforme descrito. Trés e 12 horas
apos o desafio com mBSA, ou salina, a articulagcao destes animais foram coletadas e
processadas para a dosagem de IL-17 e IL-1B. A reducdo nos parametros
inflamatérios em camundongos NOD2™ foi associada com uma reducdo nos niveis

das citocinas IL-17 (figura 19) e IL-1p (figura 20).

4.9. Citocinas que auxiliam na resposta Ty17 sdo moduladas pelo NOD2

Como os camundongos NOD2"" apresentaram reducd@o nos niveis de IL-17 e IL-1,
fomos verificar a expresséo de citocinas indicadas na literatura como envolvidas com
0 padrdo de resposta Tyl7: o TGF-B, a IL-6 e a IL-23. Camundongos selvagens e
deficientes para NOD1 e NOD2 foram imunizados e desafiados conforme descrito.
Trés horas apés o desafio com mBSA, ou salina, a membrana sinovial destes
animais foram coletadas e processadas para andlise da expressao das citocinas em
questdo por PCR quantitativo em tempo real. A reducdo nos niveis das citocinas IL-
17 e IL-1B corroboraram com uma redugéo na expresséo de IL-6 (figura 21, B) e IL-

23 (figura 22), porém néo da TGF- (figura 21, A), em camundongos NOD2™.
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Figura 19. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a producédo de IL-17. As
concentracdes de IL-17 na cavidade articular foram determinados 3 e 12 horas apos o
desafio com o0 mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais

controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 20. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a producédo de IL-1B. As
concentracdes de IL-1B na cavidade articular foram determinados 3 e 12 horas ap6s o
desafio com o0 mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais

controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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Figura 21. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a expressdo de citocinas.

MRNA da TGF-B (A) e IL-6 (B) na membrana sinovial foram determinados 3 horas apos o

desafio com o mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados e sham-

imunizados. Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando

comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcdo pelo pés-teste de

Bonferroni).
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Figura 22. Influéncia dos receptores NOD1 e NOD2 sobre a expressédo de IL-23. mRNA
da IL-23 na membrana sinovial foram determinados 3 horas ap6s o desafio com o0 mBSA (10
ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados e sham-imunizados. Os resultados estdo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle

(One-way ANOVA com correcao pelo pés-teste de Bonferroni).
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4.10. A expressao de IL-6

A IL-6 é uma citocina importantissima para o processo de diferenciacdo de células
Tul7. Portanto investigamos a relevancia clinica da IL-6 no processo da artrite a
partir da avaliacdo da expressdo dessa citocina em células mononucleares
purificadas do sangue periférico e em células totais do liquido sinovial de pacientes
com artrite reumatoide e osteoartrite (Tabela 1). Nossos resultados demonstram que
células mononucleares do sangue periférico e células totais do liquido sinovial de
pacientes com AR apresentam maior expressdo do mRNA de IL-6 em comparacao a

células de pacientes com OA (figura 23, A — D).

4.11. A expresséo de IL-23 e IL-1[3

A IL-23 e a IL-1p séo citocinas importantissimas para o processo de diferenciacéo e
manutencao de células Ty17 humanas. Portanto investigamos a relevancia clinica da
IL-23 e da IL-1P no processo da artrite a partir da avaliacdo da expressédo dessas
citocinas em ceélulas mononucleares purificadas do sangue periférico e em células
totais do liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite (Tabela
1). Nossos resultados demonstram que células mononucleares do sangue periférico
e ceélulas totais do liquido sinovial de pacientes com AR apresentam maior
expressao do mRNA de IL-23 (figura 24, A e B) e IL-1B (figura 25, A e B) em

comparacao a células de pacientes com OA.
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Figura 23. Expressdo de IL-6 nas células mononucleares do sangue periférico ou
leucdcitos totais do liquido sinovial de pacientes com AR ou OA. Expressdo do mRNA
de IL-6 em amostras de pacientes com AR ou OA expressa em relacdo ao gene da GAPDH
(279eta valor Ct % 1.000). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05
guando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao pelo pés-teste de
Bonferroni).
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Figura 24. Expressao de IL-23 nas células mononucleares do sangue periférico ou
leucdcitos totais do liquido sinovial de pacientes com AR ou OA. Expressdo do mRNA
de IL-23 em amostras de pacientes com AR ou OA expressa em relagdo ao gene da
GAPDH (2% vaer Ct » 1 000). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao pelo pos-
teste de Bonferroni).
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Figura 25. Expressao de IL-1B nas células mononucleares do sangue periférico ou
leucdcitos totais do liquido sinovial de pacientes com AR ou OA. Expressdo do mRNA
de IL-1B em amostras de pacientes com AR ou OA expressa em relagcdo ao gene da
GAPDH (2% vaor Ct » 1 .000). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao pelo pés-
teste de Bonferroni).



97

4.12. Resposta inflamatéria nos camundongos NOD2™"

Para investigar se a reducdo da resposta inflamatéria de camundongos NOD2™ foi
devido a imunizacdo, nés determinamos: 0s niveis de anticorpos contra 0 mBSA no
soro de camundongos imunizados; a proliferacdo celular das células derivadas dos
linfonodos poés-estimulo com RPMI, mBSA ou ConA; e, os niveis de IL-2 no
sobrenadante das células dos linfonodos estimulados com o mBSA. Observamos
que o total de anticorpos IgG anti-MBSA e o0s niveis de IL-2, bem como a
proliferacéo das células T, foi semelhante entre os camundongos selvagens, NOD1™"

e NOD2™" (figura 26, A - C).
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Fiyuid <£U. Avdiidydu UU piutessu ue 1imunizagdo. (A) células de linfonodos de
camundongos WT, NOD1” e NOD2" imunizados foram cultivadas com RPMI, ConA (0,5 mg
/ ml) ou mBSA (100 mg / ml), e 96 horas depois, a proliferagéo foi avaliada e comparada
com as células incubadas somente com RPMI (controle). (B) Niveis de anticorpos contra
MBSA no soro de camundongos WT, NOD1” e NOD2" imunizados ou sham-imunizados
(SI). (C) Producdo de IL-2 no sobrenadante de células derivadas do linfonodo de
camundongos WT, NOD1" e NOD2™" imunizados. As células derivadas do linfonodo (5 x
10°/well) foram estimuladas com o mBSA (100 mg / ml), e apds 72 horas os niveis de IL-2
foram determinados por ELISA. Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢éo pelo pés-

teste de Bonferroni).
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4.13. Expressao da molécula de sinalizacado RIPK2

Para investigar a relevancia clinica do RIPK2 no processo da artrite avaliamos a
expressdo dessa molécula em células mononucleares purificadas do sangue
periférico e em células totais do liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide
e osteoartrite (Tabela 1). Nossos resultados demonstram que células
mononucleares do sangue periférico e células totais do liquido sinovial de pacientes
com AR apresentam elevada expressdo do mRNA de RIPK2 quando comparados

com pacientes com OA (figura 27, A — B).

4.14. Os parametros inflamatérios estdo reduzidos no RIPK2™"

A artrite induzida por antigeno é caracterizada por uma infiltracdo precoce macica de
neutrofilos na cavidade articular e também por uma intensa nocicep¢cdo mecanica.
Neste ponto fomos averiguar a importancia do RIPK2 no desenvolvimento dos
parametros inflamatérios no processo da artrite induzida por antigeno.
Camundongos selvagens e deficientes para RIPK2 foram imunizados e desafiados
conforme descrito. Camundongos selvagens sham-imunizados também receberam
injecdo intra-articular de mBSA. Observou-se que 6 horas ap0os o desafio com mBSA
na articulacdo dos camundongos selvagens imunizados ocorreu uma infiltragao
proeminente de neutréfilos e hipernocicepcdo mecanica. Ambos o0s eventos
apresentaram-se reduzidos nos camundongos RIPK2” imunizados ou sham-

imunizados desafiados com mBSA (figuras 28 e 29).
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Figura 27. Expressdo de RIPK2 nas células mononucleares do sangue periférico ou
leucdcitos totais do liquido sinovial de pacientes com AR ou OA. Expressdo do mRNA
de RIPK2 em amostras de pacientes com AR ou OA expressa em relacdo ao gene da
GAPDH (2% vaor €t » 1 .000). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢ao pelo pés-
teste de Bonferroni).
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Figura 28. Migracdo de neutréfilos. Camundongos selvagens (WT) e RIPK2"
imunizados e sham-imunizados foram desafiados com o0 mBSA (10 ng; i.a.), e 6 horas
depois, a migracdo de neutrdfilos foi calculada e comparada com a de camundongos
imunizados desafiados com salina (controle). Os resultados estdo expressos como a
média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way
ANOVA com correcao pelo p6s-teste de Bonferroni).
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Figura 29. Hipernocicepcdo mecéanica. Hipernocicep¢do mecénica induzida por
injecéo i.a. de mBSA (30 pg; i.a.) em camundongos WT, RIPK2" imunizados ou sham-
imunizados, e 6 horas depois, a resposta hipernociceptiva foi determinada e
comparada com os camundongos imunizados desafiados com salina (controle). Os
resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado
aos animais controle (One-way ANOVA com corregéo pelo pds-teste de Bonferroni).
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4.15. Os camundongos deficientes para RIPK2 sao protegidos contra lesao

A erosado da cartilagem articular causada pela degradacdo da matriz extracelular é
uma caracteristica da artrite. Assim, avaliamos a erosdo da cartilagem na artrite
induzida por mBSA a partir da quantificacdo de proteoglicanas na articulacdo de
camundongos 7 dias ap6s um segundo desafio com o mBSA, conforme descrito
anteriormente. Neste conjunto de experimento observou-se que camundongos
selvagens tem uma perda significativa nos niveis de proteoglicanas comparados
com camundongos controle, e essa reducao de proteoglicanas foi menos acentuada

em camundongos RIPK2™ (figura 30).

4.16. Camundongos RIPK2" apresentam menores niveis de IL-17, TNF-a e KC

Como os camundongos RIPK2" apresentaram reducdo na migracao de neutrofilos e
hipernocicepcdo, bem como menor perda de proteoglicanas, fomos verificar 0s
niveis de citocinas envolvidas com o padrdo de resposta Tyl7, a IL-17 e a IL-13,
bem como os mediadores inflamatérios TNF-a e KC/CXCL1l. Camundongos
selvagens e deficientes para RIPK2 foram imunizados e desafiados conforme
descrito. Doze horas apos o desafio com mBSA, ou salina, a articulacdo destes
animais foram coletadas e processadas para a dosagem de IL-17, TNF-q,
KC/CXCL1 e IL-1B. A reducdo nos parametros inflamatorios em camundongos
RIPK2" foi associada com uma reducdo nos niveis das citocinas IL-17, TNF-a e da

quimiocina KC/CXCL1, porém nao de IL-1p (figura 31, A - D).
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Figura 30. Avaliacédo de leséo articular. A estimativa da perda de proteoglicanos induzida
por injecdo i.a. de mBSA (30 pg; i.a.) em camundongos WT e RIPK2" imunizados ou sham-
imunizados. Os camundongos imunizados desafiados com salina foram utilizados como
controle. Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando
comparado aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢do pelo pés-teste de

Bonferroni).
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Figura 31. RIPK2 modula a producéo de citocinas. As concentragdes de IL-17 (A), TNF-a
(B), KC (C) e IL-1B (D) na cavidade articular foram determinados 12 horas apés o desafio
com o mBSA (10 ng; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados estédo
expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle

(One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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4.17. Os parametros inflamatérios estdo reduzidos no caspase-1""

A artrite induzida por antigeno € caracterizada por uma infiltragéo precoce macica de
neutréfilos na cavidade articular e também por uma intensa nocicep¢ao mecanica.
Neste ponto fomos averiguar a importancia da caspase-1 no desenvolvimento dos
parametros inflamatérios no processo da artrite induzida por antigeno.
Camundongos selvagens e deficientes para caspase-1 foram imunizados e
desafiados conforme descrito. Camundongos selvagens sham-imunizados também
receberam injecéo intra-articular de mBSA. Observou-se que 6 horas apés o desafio
com mBSA na articulacdo dos camundongos selvagens imunizados ocorreu uma
infiltracdo proeminente de neutrdfilos e hipernocicepcdo mecanica. Ambos os
eventos apresentaram-se reduzidos nos camundongos caspase-1"" imunizados ou

sham-imunizados desafiados com mBSA (figura 32 e 33).
4.18. Os camundongos deficientes para caspase-1 sao protegidos contra leséo

A erosado da cartilagem articular causada pela degradacdo da matriz extracelular
uma caracteristica da artrite. Assim, avaliamos a erosdao da cartilagem na artrite
induzida por mBSA a partir da quantificacdo de proteoglicanas na articulagdo de
camundongos 7 dias ap6s um segundo desafio com o mBSA, conforme descrito
anteriormente. Neste conjunto de experimento observou-se que camundongos
selvagens tem uma perda significativa nos niveis de proteoglicanas comparados
com camundongos controle, e essa reducéo de proteoglicanas néo foi observada em
camundongos caspase-1"" (figura 34). Estes resultados podem ser diretamente
visualizados por analise histopatoldgica na coloracdo de cartilagem por o-safranina

(figura 35).
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Figura 32. Migracdo de neutréfilos. Camundongos selvagens (WT) e caspase-1"
imunizados e sham-imunizados foram desafiados com o0 mBSA (10 ng; i.a.), e 6 horas
depois, a migracdo de neutrdfilos foi calculada e comparada com a de camundongos
imunizados desafiados com salina (controle). Os resultados estdo expressos como a
média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way
ANOVA com correcao pelo p6s-teste de Bonferroni).
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Figura 33. Hipernocicepcdo mecéanica. Hipernocicep¢do mecénica induzida por
injecdo i.a. de mBSA (30 pg; i.a.) em camundongos WT, caspase-1" imunizados ou
sham-imunizados, e 6 horas depois, a resposta hipernociceptiva foi determinada e
comparada com os camundongos imunizados desafiados com salina (controle). Os
resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado
aos animais controle (One-way ANOVA com correcdo pelo pos-teste de Bonferroni).
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Figura 34. Avaliacédo de leséo articular. A estimativa da perda de proteoglicanos induzida
por injecdo i.a. de mBSA (30 pg; i.a.) em camundongos selvagens (WT) e Caspase-1"
(Casp-1") imunizados ou sham-imunizados. Os camundongos imunizados desafiados com
salina foram utilizados como controle. Os resultados estdo expressos como a média + EPM
(n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao

pelo pés-teste de Bonferroni).
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Figura 35. Avaliacdo de lesdo articular. Andlise histoldégica da cartilagem articular em
camundongos selvagens (WT) e Caspase-1"" imunizados. As articulacées do joelho foram
submetidas a coloracdo com O-safranina “fast green staining”. As analises de lesdo foram
feitas com software ImageJ com base em deteccédo de coloracdes por ROI. Os resultados
estdo expressos como a média £+ EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais

controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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4.19. Niveis de mediadores inflamatdrios em camundongos caspase-1""

Como os camundongos caspase-17 apresentaram reducdo na migracao de
neutréfilos e hipernocicepcdo, bem como menor perda de proteoglicanas, fomos
verificar os niveis de citocinas envolvidas com o padrao de resposta Tyl7, a lL-17 e
a IL-1B, bem como os mediadores inflamatorios TNF-a e KC/CXCL1. Camundongos
selvagens e deficientes para caspase-1 foram imunizados e desafiados conforme
descrito. Doze horas apos o desafio com mBSA, ou salina, a articulacdo destes
animais foram coletadas e processadas para a dosagem de IL-17, TNF-q,
KC/CXCL1 e IL-1B. A reducdo nos parametros inflamatorios em camundongos
caspase-1" foi associada com uma reducdo nos niveis das citocinas IL-17, IL-1p e

da quimiocina KC/CXCL1, porém nao de TNF-a (figura 36, A — D).
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TNF-a (B), IL-1pB (C) e KC (D) na cavidade articular foram determinados 12 horas apés o

Figuiv vus cuopuon + nvuuin w prouuguo Ge crccsiime 5o vorioeimamgoss e e ot

desafio com o0 mBSA (10 ug; i.a.) ou salina em camundongos imunizados. Os resultados
estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais

controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de Bonferroni).
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4.20. Os parametros inflamatérios sdo reduzidos em camundongos tratados

com IL-1ra

A artrite induzida por antigeno € caracterizada por uma infiltragéo precoce macica de
neutréfilos na cavidade articular e também por uma intensa nocicep¢cdo mecanica.
Neste ponto fomos confirmar a importancia da IL-lra no desenvolvimento dos
parametros inflamatérios no processo da artrite induzida por antigeno.
Camundongos selvagens foram imunizados e desafiados conforme descrito.
Camundongos selvagens sham-imunizados também receberam injecdo intra-
articular de mBSA. Observou-se que 6 horas apdés o desafio com mBSA na
articulagdo dos camundongos selvagens imunizados ocorreu uma infiltracdo
proeminente de neutrofilos e hipernocicepcdo mecanica. Ambos o0s eventos
apresentaram-se reduzidos nos camundongos imunizados que foram tratados com

IL-1ra 30 minutos antes do desafio (figura 37, A e B).

4.21. Os camundongos tratados com IL-1ra s@o protegidos contra leséo

A eroséo da cartilagem articular causada pela degradacdo da matriz extracelular é
uma caracteristica da artrite. Assim, avaliamos a erosdo da cartilagem na artrite
induzida por mBSA a partir da quantificacdo de proteoglicanas na articulagédo de
camundongos 7 dias ap6s um segundo desafio com o mBSA, conforme descrito
anteriormente. Neste conjunto de experimento observou-se que camundongos
selvagens tem uma perda significativa nos niveis de proteoglicanas comparados
com camundongos controle, e essa reduc¢éo de proteoglicanas néo foi observada em

camundongos tratados com IL-1ra durante 7 dias ap6s o desafio (figura 38).
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Figura 37. Migracdo de neutréfilos e hipernocicepcdo mecanica. (A)
Camundongos selvagens (WT) imunizados e sham-imunizados foram tratados com IL-
1ra 30 minutos antes do desafio com mBSA (10 ug; i.a.), e 6 horas depois, a migragéo
de neutréfilos foi calculada e comparada com a de camundongos imunizados
desafiados com salina (controle). (B) hipernocicepcdo mecéanica induzida por injecédo
i.,a. de mBSA (30 pg; i.a.) em camundongos WT tratados ou ndo com IL-1ra,
imunizados ou sham-imunizados, e 6 horas depois, a resposta hipernociceptiva foi
determinada e comparada com os camundongos imunizados desafiados com salina
(controle). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05
guando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com corre¢édo pelo pos-
teste de Bonferroni).
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Figura 38. Avaliacdo de leséo articular. A estimativa da perda de proteoglicanos induzida
por injecéo i.a. de mBSA (30 ng; i.a.) em camundongos selvagens (WT) e WT tratados com
IL-1ra imunizados ou sham-imunizados. Os camundongos imunizados desafiados com
salina foram utilizados como controle. Os resultados estdo expressos como a média + EPM
(n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao

pelo pés-teste de Bonferroni).
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4.22. Ativacao da caspase-1 via NOD2

Para verificar se a expressdo dos componentes da sinalizagcdo do NOD2 é funcional
na AR, estimulamos com ligante especifico de NOD2 (MDP) células mononucleares
do sangue periférico de pacientes com AR e OA. A estimulagdo do receptor NOD2
com MDP induziu um aumento da caspase-1 ativa em células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com AR, em comparacao aos pacientes AO, porém o

FK156 (agonista NOD1) néo foi capaz de ativar a caspase-1 (figura 39).

4.23. Producéo de citocinas a partir do estimulo de NOD2

Observamos que a ativagédo de NOD?2 leva ao aumento da producao de IL-13 e TNF-
o em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com AR, em
comparacao pacientes com OA. Assim, observamos nitidamente que a sinalizagao
por NOD2 esta sobre-regulada tanto nas células mononucleares sistémicas quanto

na articulagéo de pacientes com AR (figura 40, A e B).
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Figura 39. Expressdo de caspase-1 ativa em células mononucleares do sangue
periférico pacientes com AR ou OA. Células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com AR ou AO foram incubadas por 12 horas com RPMI, FK156 (10 pg/mL)
ou MDP (100 pg/mL). Os resultados estdo expressos como a média + EPM (n=5). *P<0,05
guando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com correcao pelo pds-teste de
Bonferroni).
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Figura 40. MDP induz a producéo de IL-13 e TNF-a. Células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com AR ou AO foram estimuladas por 12 horas com RPMI,
FK156 (10 pg/mL) ou MDP (100 pg/mL). Os resultados estédo expressos como a média +
EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (One-way ANOVA com
correcdo pelo pos-teste de Bonferroni).
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5. Discussao

Dentre as teorias propostas para o inicio das respostas imunes, duas tém
gerado bastante altercagdo: a teoria do reconhecimento de padrdes moleculares e a
teoria do sinal de perigo. A primeira sugere que organismos invasores induzem uma
resposta imune inata, o que por sua vez, pode levar ao desencadeamento de uma
resposta imune adaptativa (MEDZHITOV; JANEWAY, 2002). Ja a teoria do sinal de
perigo afirma que as células lesionadas liberam sinais de alarme que ativam as
células apresentadoras de antigenos (APCs). No caso dos receptores de
reconhecimento de patdgenos (PRRs), as duas proposi¢cdes sdo aplicaveis. Os
receptores PRRs podem reconhecer padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPSs) e também sinais préprios anormais ou de perigo, tais como DNA, RNA ou
acido urico, que normalmente ndo estariam presentes no exterior das células, ou em
certos locais dentro da célula (MARTINON; TSCHOPP, 2005; MARIATHASAN et al.,

2006; MARTINON et al., 2006).

Dentre os PRRs, o0s receptores do tipo NOD (dominio de oligomerizacéo
ligado a nucleotideo — NLRs) detectam agentes patogénicos, produtos de células
danificadas e metabolitos endégenos que podem estar potencialmente envolvidos na
iniciacdo, amplificacdo e progressdo da resposta inflamatéria em doencas
reumaticas (SIDIROPOULOS et al.,, 2008). A presenca dos receptores NOD1 e
NOD2 na membrana sinovial de pacientes com artrite reumatéide (AR) reforcam o
indicio de que eles podem estar intimamente ligados ao inicio do processo

inflamatorio da AR (OSPELT et al., 2009).
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Com base nessas hipoteses, decidimos investigar a participacdo dos
receptores NOD1 e NOD2 na patogénese da artrite reumatdide utilizando células
imunes derivadas de pacientes com AR, bem como em um modelo experimental
dessa doenca. Inicialmente, nds observamos que a expressdo do mRNA para NOD2
esta muito elevada nas células brancas do liquido sinovial e do sangue periférico
dos pacientes com AR quando comparada com os niveis detectados em células de
pacientes com osteoartrite (OA). O mesmo nao ocorre com o NOD1, em que a
expressdo do mRNA desse receptor ndo apresentou diferencas significativas entre

as células desses pacientes.

Dados recentes da literatura demonstram que o NOD2 € funcional na
articulagdo de camundongos, onde promove inflamacdo (ROSENZWEIG et al.,
2009). E, além disso, a administracéo sistémica ou local (intra-articular) de MDP (um
agonista NOD2), peptidoglicano ou fragmentos da parede celular de Streptococcus
pyogenes resultam em significante inflamacao articular dependente de NOD2
(JOOSTEN et al., 2008; ROSENZWEIG et al., 2009). E importante mencionar que,
nesses estudos, a inducao da artrite em camundongos foi feita pela administracao
de componentes bacterianos — 0 que principalmente desfecha mecanismos

inflamatorios relacionados a imunidade inata.

No intuito de examinarmos o envolvimento do receptor NOD2 na inflamacé&o
imune adaptativa, a qual é fundamental nos mecanismos patogénicos da AR, neste
trabalho nés utilizamos o modelo de artrite induzida por antigeno, que consiste na
administracao intraarticular de mBSA em camundongos previamente imunizados. O
modelo murino de artrite induzida por mBSA € um modelo adequado e um sistema

experimental reproduzivel, que exibe numerosas caracteristicas similares aquelas
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observadas na AR humana, tais como achados histopatoldgicos e degradacdo de
cartilagem (BRACKERTZ et al., 1977). Neste modelo, a resposta imune adaptativa é
dependente de células T CD4+ e é mediada numa menor propor¢cado por anticorpos
presentes no soro (POHLERS et al., 2004). De fato, as células T CD4+ estéao
presentes na membrana sinovial de pacientes com AR e sdo fundamentais no
desenvolvimento da patogénese da doenca, principalmente, porque sao importantes

produtoras de mediadores pro-inflamatorios.

Primeiramente, avaliamos a expressdo do mRNA do NOD1 e do NOD2 na
membrana sinovial de camundongos que foram desafiados intra-articularmente com
MBSA. Elevados niveis da expressdo de NOD1 foram observados na membrana
sinovial de camundongos selvagens imunizados em comparagdo com camundongos
naive, porém os niveis ndo alteraram significativamente apds desafio com o mBSA.
Em contraste, a expresséo do mRNA do NOD2 somente aparece elevado na
membrana sinovial apds desafio com mMBSA e em animais imunizados. A
sensibilizacdo do animal com adjuvante de Freund, o qual contém extrato bruto de
Mycobacterium tuberculosis, foi capaz de elevar a expressdo basal de NOD1 na
membrana sinovial, o que ndo ocorreu com o NOD2 apesar da imunizagdo conter
agonistas deste ultimo receptor. A expressao do NOD2 elevou-se na fase efetora da
resposta, apos desafio com o0 mBSA, que sugere a ativacdo deste receptor por
algum componente enddgeno poés-desafio com antigeno. Indubitavelmente, o
receptor NOD2 apresenta-se importante para modulacdo do processo inflamatério
da artrite, o0 que nos faz questionar como ele poderia estar participando da

patogénese da doenca.
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A artrite reumatoide € uma doenca inflamatoéria crénica caracterizada por
recrutamento de leucdcitos, dor e destruicdo progressiva das articulagoes,
resultando em incapacidade e perda na qualidade de vida (SMOLEN et al., 2007).
Resultados prévios do nosso grupo demonstraram que a artrite-induzida por
antigeno (AIA) é caracterizada por uma rapida e massiva infiltracdo de neutréfilos na
cavidade articular e também por uma diminuicdo do limiar nociceptivo mecéanico,
indicando o aparecimento de um importante sintoma na artrite, a hiperalgesia
(PINTO et al., 2009). Com base nestas informag¢0des, fomos verificar se 0 NOD1 ou o
NOD2 poderiam interferir na consolidacdo da AlA. Observamos que, 24 horas apos
o desafio com mBSA na articulacdo do joelho de camundongos imunizados
selvagens e NOD1”", havia uma proeminente infiltracdo de neutréfilos na articulacdo
e hipernocicepcdo mecanica. Ambos os eventos ndo foram observados em

camundongos imunizados NOD2™", os quais também foram desafiados com mBSA.

Em adi¢cdo ao recrutamento de neutrdfilos e a dor, a eroséo da cartilagem
articular causada pela quebra da matriz extracelular € também uma marca da artrite
(HUBER et al., 2006). O processo da erosao comeca a acontecer quando a sinovite
desobedece as fronteiras e abanca infiltrando no osso e na cartilagem articular, o
que denominamos “pannus”. A formacdo do pannus facilita a ativacdo de
osteoclastos e condroécitos, 0s quais sao responsaveis pelos danos causados no
0sso e cartilagem. Na tentativa de avaliar a eroséo da cartilagem na artrite induzida
por mBSA, nos quantificamos o0s niveis de proteoglicanas na articulagdo de
camundongos desafiados com o antigeno. Neste conjunto de experimentos, nos
observamos que o0s camundongos selvagens e NOD1™" apresentaram
significantemente baixos niveis de proteoglicanas em comparacdo aos

camundongos controle, enquanto esta reducdo nas proteoglicanas nao era
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observada nos camundongos NOD2”". Para uma visualizacdo direta e confirmac&o
do dano na camada superficial de cartilagem, fizemos uma andlise histopatologica
de cortes da articulagdo corados com o-safranina, 0 que nos mostrou uma maior
resisténcia do camundongo NOD2" em sofrer lesdo cartilaginosa na AIA. A
diminuicdo nos parametros inflamatérios articular nos camundongos NOD2”" esta
associada com a reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias o que inclui o
TNF-a e a quimiocina KC/CXCL1, ao contrario dos animais selvagens ou NOD1” em
que estes mediadores apresentam-se elevados na cavidade articular. O TNF-a e a
KC/CXCL1 participam da orquestragcdo do processo inflamatério ao auxiliar no
recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatorio, células estas que podem ajudar
a promover a lesdo da cartilagem e também a erosdo 6ssea conforme discutido a

sequir.

As duas ultimas décadas testemunharam a descoberta de varios importantes
fatores sollveis e moléculas da superficie celular que estdo envolvidas na mediacao
da diferenciagdo dos osteoclastos e reabsorcdo 0ssea. Dentre as descobertas de
maior importancia estao o ligante ativador do receptor do fator nuclear-kB (RANKL) e
seu receptor RANK. E interessante notar que as interagdes RANKL/RANK foram
descritas primeiramente em relacdo as atividades de apresentacdo de antigenos
(WONG et al.,, 1997) e pesquisas subsequentes, no intuito de esclarecer se os
neutréfilos poderiam agir como células apresentadoras de antigenos, revelaram a
presenca de RANKL na membrana destes polimorfonucleares (POUBELLE et al.,

2007).

Poubelle e colaboradores verificaram que o influxo de neutréfilos associados

com AR ativa nao foi visto no tecido sinovial de pacientes, mas esteve presente no
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liquido sinovial (POUBELLE et al., 2007). De forma ndo menos importante, a
expressdo de RANKL na membrana dos neutrofilos ativados, ou liberada por eles, é
suscetivel em provocar a erosdo 0ssea atraves da ativagdo dos osteoclastos, como
ocorre na artrite experimental induzida por componentes bacterianos (SAKURAI et
al., 2003). Quando ocorrem surtos inflamatorios nos pacientes com AR, um grande
namero de neutrofilos ativados séo rapidamente recrutados para a articulacdo e
agregam-se no liquido sinovial. A rapida liberacdo de fatores que regulam o
metabolismo 6sseo, como RANKL, por estas células, pode proporcionar um grande,
e transitorio, aumento nos niveis de RANKL na articulagéo, suplementando os niveis
fornecidos pelas células inflamatdrias cronicas presentes no tecido sinovial. Isso
pode resultar em estimulacéo rapida da degradacéo da cartilagem e erosdo 0ssea
durante as crises da doenca na AR ativa. Neste interim, observamos que
camundongos NOD2" possuiam menor expressdo de mMRNA para RANKL na

articulagdo em comparagao aos camundongos selvagens ou NOD1™,

Outro achado intrigante foi o fato de que as células do linfonodo dos
camundongos deficientes para o receptor NOD2 exibiram uma producdo de IL-2
normal, bem como proliferacdo normal em resposta aos estimulos com mBSA ou
estimulo inespecifico (ConA). Somando-se a estes dados, a producdo de IgG
especifico contra o0 mBSA apresentou-se normal. Logo, sob estas condi¢bes
experimentais, a resposta inflamatoria reduzida no camundongo deficiente para
NOD2 néo esta relacionada ao processo de imunizagcdo e constituintes do CFA
(adjuvante) nédo ativam o NOD2. Estes resultados sugerem que a funcdo do NOD2
na artrite deve envolver eventos disparados localmente na articulacdo apos o

desafio com 0 mBSA.
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Portanto, uma questdo inevitavel que surgiu destes achados foi: como o
receptor NOD2 poderia estar modulando a resposta inflamatéria articular? Os
eventos inflamatérios na AR sdo primordialmente mediados por citocinas e
quimiocinas. Dentre as vertentes hoje levantadas, a hipdtese atual, e a mais
abordada, € a de que a citocina IL-17 derivada de células Tyl7 tem funcao
fundamental na patofisiologia da AR (CHABAUD et al., 1999). Esta proposi¢cédo tem
sido suportada por estudos que mostram que a inibicdo genética ou farmacologica
da atividade ou producédo da IL-17 diminui os eventos da artrite experimental, tais
como migracdo de leucdcitos, ativacdo de osteoclastos e erosdo de cartilagem e
osso (LUBBERTS et al., 2004). Entdo, analisando a cavidade articular de
camundongos selvagens e NOD1”, observamos niveis elevados de IL-17 nestes
animais artriticos, porém o0s niveis desta citocina estavam consideravelmente
reduzidos na articulacdo de camundongos NOD2". Estes resultados apontam para o

envolvimento do NOD2 na modulagéo da resposta tipo Ty17.

Embora dados da literatura sugiram que a diferenciacdo de células Tyl7 €
iniciada em linfonodos drenantes e que estas células séo recrutadas para o sitio da
inflamacéo, evidéncias recentes sugerem que as ceélulas produtoras de IL-17 podem
ser geradas localmente na sinOvia em resposta a citocinas locais produzidas por
macrofagos inflamatérios (EGAN et al., 2008). Corroborando com estes achados,
dados da literatura indicam a presenca de linfocitos produtores de IL-17 na
membrana sinovial de pacientes com AR (MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009). Em
concordancia com estas proposicées e com nossa hipotese de que o NOD2 pode
exercer funcdo importante na génese local na resposta imune induzida pela IL-17,
nés observamos niveis da expressédo de mRNA de citocinas cruciais que instruem e

direcionam células para o padrdo Tyl7, tais como a IL-6 e a IL-23, e também os
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niveis de IL-1B estdo bastante reduzidos na membrana sinovial de camundongos
deficientes para NOD2 em comparagdo com os camundongos selvagens ou NOD1™.
Entédo, a ativacdo de NOD2 nas células apresentadoras de antigeno da articulacdo
pode disparar a producao destas citocinas favorecendo uma resposta Tyl7. Esta
hipotese é também suportada por dados recentes que mostram que a ativacdo de
NOD2 nas células dendriticas humanas leva ao aumento da producao de IL-17 pelas
células T de memoria de maneira dependente da IL-23 e IL-13 (VAN BEELEN et al.,
2007). Em amostras clinicas, nés observamos que nas amostras de células
mononucleares do sangue e do liquido sinovial de pacientes com AR, que
apresentaram aumento na expressao de NOD2, a expressao do mRNA da IL-6, IL-
23 e IL-1p também estava elevada em comparacdo as mesmas amostras de
pacientes com OA. De fato, tal resultado reforca a ligacdo do receptor NOD2 com a
producdo de mediadores inflamatérios que ajudam na diferenciacdo e manutencéo

das células produtoras de IL-17.

Outro fato importante que observamos foi 0 mRNA elevado de TGF-B na
membrana sinovial dos animais naive, NOD1” e NOD2" pés-desafio com mBSA.
Dados recentes da literatura demonstram que o TGF-B tem um papel indireto na
diferenciacéo de células Tyl7 (DAS et al., 2009). Na auséncia de células Tyl e Ty2,
a IL-6 sozinha € suficiente para induzir a diferenciacdo de células Ty17. A IL-6 € uma
citocina pleiotropica que tem sido implicada em muitas doengas inflamatoérias e
autoimunes (SCHETT, 2008; SCHETT; DAVID, 2008). Em concordancia com relatos
anteriores, nossos resultados sugerem um papel fundamental da IL-6 no
desenvolvimento do padréo de resposta IL-17. Em adicéo, a neutralizagéo da IL-6,
ou o bloqueio de seu receptor por anticorpos, melhorou a inflamacdo em vérias

doencas autoimunes (POLLARD; HULTMAN; KONO, 2003). Modalidades de
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tratamento baseadas na IL-6 estdo atualmente em uso na clinica médica (SEBBA,
2008). Em contraste, o TGF-f € muito conhecido pelas suas funcgles
imunossupressoras (WAHL; CHEN, 2003). O TGF-f inibe tanto respostas imunes
inatas quanto adaptativas, incluindo a diferenciacdo de células Tyl e Ty2. A
deficiéncia em TGF-$ ou a diminuigdo na sinalizacao via TGF-§ leva a diferenciacao
espontanea de células Tyl e T2 (GORELIK; FLAVELL, 2000). Por consequéncia,
animais deficientes em TGF-f ou TGF-BRIIDN desenvolvem autoimunidade em
multiplos 6érgdos (KULKARNI; KARLSSON, 1997; GORELIK; FLAVELL, 2000).
Somado a estes relatos, dados da literatura indicam que o TGF- é incapaz de inibir
a diferenciacdo de células Tyl7. Logo, os resultados aqui apresentados sao
consistentes com o estabelecimento das fungdes do TGF-B, o qual pode estar
inibindo as respostas imunes tipo Tyl e Ty2, consequentemente favorecendo a
resposta Tyl7. Como o TGF-B ndo € essencial para a inducdo da Tyl7, nossos
resultados estdo de acordo com os dados da literatura uma vez que nédo observamos

reducado nos niveis de TGF- nos camundongos NOD deficientes.

Posteriormente, fomos pesquisar quais vias de sinalizacdo intracelulares
poderiam estar envolvidas pés ativacdo do receptor NOD2. Dados da literatura
sugerem que o receptor NOD1 e o NOD2 apés ativacdo sinalizam via RIPK2, que é
uma serina treonina quinase expressa ubiquitinamente e estd associada com a
inducdo de apoptose (INOHARA et al., 1998; MCCARTHY; NI; DIXIT, 1998).
Interessantemente, publicacbes recentes demonstraram que o RIPK2 realmente é
uma molécula efetora “downstream” de NOD1 e NOD2, mas ndo dos receptores tipo
Toll. Realmente, a sinalizacdo via NOD é prejudicada em macrofagos provenientes

de camundongos deficientes para RIPK2 quando estimulados com agonistas NOD1
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ou NOD2 (PARK et al., 2007). Logo, no designio de analisar a participacao de
RIPK2 no processo inflamatério da artrite, avaliamos sua expressédo, por PCR
guantitativo em tempo real, nas células mononucleares sistémicas e do liquido
sinovial de pacientes com AR ou OA. Elevados niveis de expressdo do mRNA do
RIPK2 foram observados nas células procedentes de pacientes com AR em
comparacao com os controles OA. Entdo, nés fomos analisar se 0 RIPK2 estaria
participando da artrite induzida por mBSA. A injecao intra-articular de mBSA induziu
elevada migracdo de neutrofilos e hipernocicep¢cdo mecanica nos camundongos
selvagens, porém estes parametros inflamatérios estavam reduzidos nos
camundongos imunizados RIPK2”. Além disso, o desafio com o mBSA ndo
promoveu eroséo da cartilagem nos camundongos RIPK2” da forma elevada como
foram observadas nos camundongos selvagens nas mesmas condicdes

experimentais.

Como o NOD2, o RIPK2 também parece estar envolvido no processo de
colocar em funcionamento a resposta imune IL-17. Os niveis de IL-17 pareceram
reduzidos em camundongos RIPK2” imunizados e desafiados com mBSA. No
entanto, os mecanismos moleculares pelos quais a ativacdo da sinalizacdo que o
RIPK2 estimula a resposta imune IL-17 ainda n&o foram determinados. Existem
evidéncias indicando que o RIPK2 é uma molécula critica entre 0 NOD2 e a ativagao
do NF-kB, que pode induzir as citocinas que estdo envolvidas na promocgao das
células produtoras de IL-17, tais como a IL-6 e a IL-23 (BROWN; CLAUDIO;

SIEBENLIST, 2008).

A diminuicdo nos parametros inflamatérios na articulagdo dos camundongos

RIPK2” também foi associada a uma reducdo nos niveis das citocinas pro-
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inflamatorias como a TNF-a e a quimiocina KC/CXCL1, mas nédo a IL-1B. Estes
resultados merecem notavel atencdo, uma vez que dados recentes demonstraram
que a IL-17 é critica na estimulacdo da liberacdo de TNF-a e quimiocinas por

estruturas e células residentes da articulagéo durante a artrite (LEMOS et al., 2009).

As observacdes de diminuicdo nos parametros inflamatérios, tais como a
migracdo de neutrdfilos, foram menos pronunciadas nos camundongos deficientes
para RIPK2 quando comparadas aquelas observadas nos camundongos NOD2"" e,
além disso, a producdo de IL-1p n&o foi reduzida nos animais RIPK2", sugerindo
que outra via de sinalizacédo pode estar atuando “downstream” do NOD2. Sabemos
qgue os NLRs sdo PRRs que identificam PAMPs e estédo envolvidos na regulacéo da
resposta imune inata, promovendo a ativacdo de caspases inflamatérias dentro de
complexos protéicos, chamado inflamassoma. O inflamassoma tipico consiste em
um sensor, uma proteina NLR, uma proteina adaptadora e uma proteina efetora,
gue é uma caspase, a qual ativa citocinas pré-inflamatérias como a IL-1p. Portanto,
a ativacdo de caspase-1 é uma possivel candidata “dowstream” do NOD2 (MAEDA
et al., 2005). Somado a isso, tem sido demonstrado que a ativagéo na sinalizagéo de
NOD2 contribui diretamente, ou indiretamente, para a formacdo do inflamassoma e
ativacdo da caspase-1 (STETSON; MEDZHITOV, 2007). Entédo, fomos investigar a
funcdo da caspase-1 na patogénese da AlA. A massiva infiltragdo de neutrdfilos e a
intensa hipernocicep¢do observadas ap0s o desafio intraarticular com mBSA em
camundongos selvagens imunizados ndo eram notadas nos camundongos
imunizados deficientes em caspase-1. Além disso, os camundongos caspase-1"
mostraram menor perda de proteoglicanas na articulacdo pos desafio com mBSA, o
que foi confirmado por analise histologica da cartilagem com o-safranina. A caspase-

1 parece ter uma fungéo crucial na resposta inflamatéria ao converter pro-IL-1p e
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pro-IL-18 nas formas ativas destas citocinas (MARTINON; BURNS; TSCHOPP,
2002). Com relacdo a esta proposicdao, dados recentes mostraram que
camundongos deficientes para a IL-18 ndo estdo protegidos contra o
desenvolvimento da artrite induzida por mBSA (SANTOS et al., 2006), sugerindo que
a IL-1p deva ser o mecanismo “downstream” da caspase-1. Afirmando a importancia
da IL-1B, modelos animais de artrite que desenvolveram uma superproducéo de IL-
18 apresentaram alteracdes histopatolégicas articulares e na cartilagem
semelhantes aquelas observadas em pacientes com AR (ABRAMSON; AMIN, 2002).
Pelos varios indicativos colhidos e, para obtermos mais esclarecimento sobre os
mecanismos pelos quais a via NOD2/caspase-1 participa da artrite induzida por
mBSA, nds fomos avaliar como estava a producdo de IL-1B na articulacdo dos
camundongos deficientes para a caspase-1 que foram submetidos a artrite
experimental e observamos, de forma semelhante ao NOD2", que os niveis de IL-1f
estavam reduzidos na cavidade articular. Partimos, entdo, para o tratamento com a
IL-1ra no intuito de confirmarmos que o bloqueio da IL-1B era suficiente para
melhorar o quadro da artrite experimental nos camundongos. Verificamos que o0
tratamento com IL-1ra melhorou consideravelmente os parametros inflamatérios da
artrite  experimental com consequentes reducdes na migracdo de neutrofilos,
hipernocicepcao e eroséo da cartilagem. Corroborando com nossos achados, dados
da literatura apontam para o fato de que o bloqueio da IL-1f foi associado com a
prevencdo da destruicdo do osso e da cartlagem em modelo murino de artrite
induzida por colageno e, além disso, outros efeitos inflamatérios da IL-13 foram
bloqueados pela IL-1ra (DINARELLO, 2000). A destruicdo Ossea e a lesdo da
cartilagem associadas a altos niveis de IL-1p séo pertinentes porque esta citocina

tem a capacidade de estimular a diferenciacdo de precursores de osteoclastos e
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aumentar a atividade dos osteoclastos, indicando um papel importante da IL-1p na
osteopenia e na destruicao articular vista na AR (GOLDRING; GRAVALLESE, 2002).
Nas articulacOes artriticas, a secrecdo de IL-1p dependente de NOD2/caspase-1
pode mediar varios eventos pro-inflamatorios, mas esta via pode estar amplificando
a resposta imune inflamatéria a partir do favorecimento da inducdo de IL-17,
conforme discutido anteriormente. Neste contexto, os niveis de IL-17 apresentaram-
se reduzidos em camundongos caspase-1 comparados com camundongos

selvagens apds desafio com mBSA.

O suposto mecanismo de sinalizagdo NOD2/caspase-1 observado na artrite
experimental também foi testado em células provenientes de pacientes com AR.
Além da observacdo de que componentes da via de sinalizagdo do NOD2 tém os
seus niveis de expressdo aumentados no tecido articular e nas células de pacientes
com AR, a atividade de NOD2 também esta aumentada. MDP, um ligante seletivo de
NOD2, induziu a ativacdo de caspase-l1 e liberacdo de IL-13 em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com AR, mas ndo em pacientes
com OA. Estes resultados conjuntamente indicam uma forte relagdo entre o NOD2 e

a caspase-1 e corrobora com a importancia da IL-1 na artrite reumatoide.

Uma questao importante que surge a partir de nossos resultados € como a via
de sinalizacdo do NOD2 é ativada no contexto das articulagbes artriticas em
humanos. Embora estudos futuros sejam necessarios para responder esta questao,
recentemente foram encontradas altas concentracdes do ligante de NOD2
(fragmentos de MDP) existentes na membrana sinovial de pacientes com AR
(JOOSTEN et al., 2008). Esta hipétese esta em concordancia com o pressuposto de

s

que infeccbes estdo implicadas no agravamento da AR. No entanto, é importante
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apontar que o NOD2 poderia também estar reconhecendo produtos provenientes de
células danificadas e metabdlitos endégenos, conforme observado em outros NLRs
(SIDIROPOQULOS et al., 2008). A concepcao de que a producdo de citocinas
inflamatdrias em doencas inflamatdrias reumaticas pode ser induzida por sinais
enddgenos ndo-infecciosos € um incentivo as pesquisas e ao estudo dos
mecanismos da imunidade inata e de sua contribuicdo para a patogénese das
doencas relacionadas ao sistema imune adaptativo. Investigacdes posteriores e
manipulacbes da via de sinalizacdo do NOD2 podem melhorar as opcoes

terapéuticas para pacientes com AR.
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6. Conclusdes

As principais conclusdes deste trabalho salientam a importancia da
sinalizacao dos receptores NOD na patogénese da artrite. O NOD2 parece ter pelo
menos duas funcgdes principais no desencadeamento da cascata de eventos na
artrite inflamatéria: (1) sua sinalizacdo é atravées do RIPK2 que, por sua vez,
coordena o desenvolvimento de artrite, e (2) o NOD2 também pode desempenhar
um papel na ativacdo da caspase-1. Estes caminhos contribuem para que o NOD2
possa desencadear uma resposta imune IL-17-dependente pelo controle na
producdo local de IL-6, IL-23 e IL-1B. Juntos, esses eventos cooperam para
promover a inflamacdo articular. Nossos resultados sugerem que a sinalizagao
através do NOD2 constitui um alvo real de pesquisa para o desenvolvimento de

novas terapias para o controle da inflamacéo imune na artrite.
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Tabela 2. Primers usados para o Real-Time RT-PCR
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Humano

GENE FOWARD (5" - 3) REVERSE (5" - 3)
GAPDH ATC ACC ATC TTC CAG GAG ATG GAC TGT GGT CAT GAG
NOD1 CAG CACTTT CCCATG TATTGAT TCA AAT CCC ACACTG CACA
NOD2 GGT TGATGC CTG TGA ACT GAA AAA TGA AAT GGAACTGCCTCTT
RIPK2 ACA TGC CAA ATG GAT CAT TAA CAA TGG CCA AGC AAC ATC
IL-6 GCCTTCGGTCCAGTTGCCTT GCAGAATGAGATGAGTTIGTC
IL-23p19 CTG ATA GCC CTG TGG GCC AG GCT GCCTTT AGG GAC TCA GG
IL-1B GCA ATG AGG ATGACTTGT TCT TTG CAG AGG TCC AGG TCC TGG AA

Murino
GENE FOWARD (5’ -3 REVERSE (5’ - 3")
[B-actin AGC TGCGTTTTACACCCTTT AAG CCATGC CAATGT TGTCT
NOD1 GGA CAACTT GCT GGA GAAT CTG CAG CAC GTA GAG GAA
NOD2 CTT CAT TTG GCT CAT CCG TAG CTG GAG ATGTTG CAG TAC AAAG
IL-6 AAC GAT GAT GCA CTT GCA GA GAG CAT TGG AAATTG GGG TA
IL-23p19  AAC AGATGC CCA GCCTGACTT CTA AGG CCAACCGCT CGAGACTTTATT
RANKL CCA AGA TCT CTAACA TGA CG CAC CAT CAG CTG AAG ATAGT
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ABSTRACT

Intracellular pattern recognition receptors such as the NLRs family members are key
for innate immune recognition of microbial infection and may play important roles in
the development of inflammatory diseases, including rheumatic diseases. Here, we
show that expression and activity of NOD2, but not NOD1, are augmented in
SPBMCs from RA compared with OA patients. NOD2 overexpression and increased
activation were also observed in synovia tissues recovered from mice that developed
an adaptive immune experimental arthritis. NOD2™~, but not NOD1™7~ mice are
protected from antigen-induced arthritis, which is characterized by a reduction in
inflammatory events including neutrophil recruitment, nociception and cartilage
degradation. NOD2 signaling triggers Tyl7 immune response into the joint by
managing the production of IL-6, IL-23, IL-1p and IL-17. These NOD2-dependent
mechanisms appear to be dependent on the activation of RIPK2 and caspase-1.
Together, these findings point to a pivotal role of the NOD2 in the onset of RA.
Therefore, NOD2 signaling is a clinical target for the development of new therapies

for the control of rheumatoid arthritis.

Abbreviations: NLRs, NOD-like receptors; NOD1 and 2, nucleotide binding oligomerization domain 1
and 2; RIPK, RIP-like interacting caspase-like apoptosis regulatory protein kinase; RA, rheumatoid
arthritis; OA, osteoarthritis; SPBMCs, synovial and peripheral blood mononuclear cells; AIA, antigen-
induced arthritis; mBSA, methylated bovine serum albumin.



INTRODUCTION

Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRS) are
a family of intracellular microbial sensors that are proposed to survey the cytoplasm
for the presence of microbial invaders and endogenous danger signals. It is currently
widely accepted that NLR proteins are critical for the regulation of the innate immune
response and therefore play a critical role in host defense against intracellular
pathogens (Inohara, et al., 2001, Ogura, et a., 2001).

NOD1 and NOD2 were the first members of the family to be described and are
the most well-studied (Inohara, et al., 2001, Ogura, et a., 2001). While NOD1 is
ubiquitously expressed, NOD2 expression is restricted to monocytes, macrophages,
dendritic cells, and intestinal Paneth cells (Inohara, et a., 2005). Initial biochemical
characterization of NOD1 and NOD?2 revealed that both induce NF-kB activation in a
Toll-like receptor-independent fashion (Inohara, et a., 2001). Subsequent anaysis
demonstrated that NOD1 and NOD2 recognize different structural core motifs derived
from bacterial peptidoglycan (PGN). NOD1 activity is triggered by meso-DAP, which
IS unique to PGN structures from all Gram-negative bacteria and certain Gram-
positive bacteria, including Listeria and Bacillus (Girardin, et a., 2003a). In contrast,
NOD?2 is activated by muramyl dipeptide (MDP), a peptidoglycan motif present in al
Gram-positive and Gram-negative bacteria (Girardin, et a., 2003b). Upon ligand
recognition, NOD1 and NOD2 undergo conformational changes and self-
oligomerization. This is followed by the recruitment and activation of the
serine/threonine kinase RIPK2 (RICK/RIP2), which is essential for the activation of
NF-kB and MAPKSs (Inohara, et al., 2000, Park, et al., 2007).

In addition to activating NF-kB and MAPK, NLRs are also involved in the

formation of the so-called ‘inflammasome’. The inflammasome is a molecular



platform composed of caspase-1 and at least one NLR protein. Although the roles of
NLRP3 and NLRC4 in the inflammasome are well described, the role of NOD1 and
NOD?2 in the inflammasome is not yet clear. Additionally, the influence of NOD in
the activation of caspase-1, which is required for the processing and maturation of the
proinflammatory cytokines such as IL-13 and IL-18 (Martinon, et a., 2002) is not
currently known.

Despite their undisputed importance in host defense, definitive biological roles
for most NLRs are as yet unknown. A recent study showed that NOD1 and NOD2 are
expressed in the synovium of rheumatoid arthritis (RA) patients, and activation of
these receptors leads to the production of proinflammatory mediators by synovia cells
(Joosten, et a., 2008, Ospelt, et a., 2009). This evidence suggests that the activation
of NLRs expressed in joint tissue might contribute to the initiation, amplification and
even to the progression of the inflammatory response in RA by sensing products of
pathogens or damaged cells or endogenous substances found in arthritic joints. In this
context, it was recently demonstrated that joint inflammation induced by bacterial
products is reduced in genetically deficient NOD2 mice (Joosten, et a., 2008). In the
present study, we investigated the involvement and the role of NLR (NOD1 and
NOD2) in the genesis of RA using both an experimental model of this disease
(antigen-induced arthritisin mice; AIA) and cells from RA patients. Our results show
that NOD2, but not NOD1, regulates the induction of arthritis in mice and is
upregulated in cells derived from RA patients in comparison to control cells.
Moreover, NOD2 signaling triggers Tyl7 immune response into the joint by a

mechanism dependent on the activation of RIPK2 and caspase-1.



RESULTSAND DISCUSSION

NOD2, but not NOD1, isinvolved in the pathogenesis of arthritis

The NLRs play key roles in the initiation of innate immune response to pathogens-
derived molecules or endogenous metabolites of damaged cells (Sidiropoulos, et a.,
2008). The presence of NOD1 and NOD2 in the synovia membrane of RA patients
suggests that they could potentially be involved in the initiation, amplification and
progression of the inflammatory response in rheumatic diseases (Ospelt, et al., 2009).
In the present study, this hypothesis was investigated both in RA-derived immune
cells and also in a surrogate model of this disease. Initialy, we observed that mRNA
expression of NOD2 is upregulated in the synovia liquid and circulating white cells
of RA patients compared with cells from osteoarthritis (OA) (Fig. 1 A). NOD1
MRNA expression was not significantly different between these patients (Fig. 1 B).

Recent data has demonstrated that NOD2 is functional within the mouse joints
(Rosenzweig, et a., 2009). For instance, systemic or loca (intraarticular)
administration of MDP, a NOD2 agonist, peptidoglycan (PGN) or Streptococcus
pyogenes cell wall fragments results in significant NOD2-dependent joint
inflammation (Joosten, et a., 2008, Rosenzweig, et al., 2009). It is important to
mention that these arthritic models are generated by administration of bacterial
components and are triggered mainly by mechanisms related to innate immunity. In
order to examine the involvement of NOD2 in adaptive immune inflammation, we
used a modedl of arthritis induced by methylated bovine serum albumin (mBSA) as an
antigen in previously immunized mice. The mBSA-induced arthritis mouse model is a

suitable and reproducible experimental system that exhibits several features with



histopathological findings similar to those observed in human RA, including cartilage
degradation (Brackertz, et d., 1977). In this model, the adaptive immune response is
dependent on CD4+ T cells and to a lesser extent is mediated by serum antibody
(Pohlers, et a., 2004). Therefore, we used this model to explore the role of NOD1 and
NOD?2 in the pathogenesis of arthritis. We first evaluated the expression of mRNA of
NOD1 and NOD2 in the synovia membrane after mBSA joint challenge. High levels
of NOD1 expression were observed in synovia membranes of WT immunized mice
in comparison to naive mice (Fig. 2 A); however, levels were not significantly
changed after the mBSA challenge. In contrast, the expression of mRNA for NOD2
only appears elevated after the mBSA-challenge in immunized mice (Fig. 2 A).

Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disorder characterized by leukocyte
recruitment, pain and progressive destruction of joints, resulting in disability (Smolen,
et a., 2007). A previous report from our laboratory demonstrated that AIA is
characterized by an early massive infiltration of neutrophils in the joint cavity and
also by an intense mechanical nociception, measured by a decrease in the mechanical
nociceptive threshold (Pinto, et a., 2009). Here, it was observed that 24 h after mBSA
challenge in the knee joints of WT and NOD1” immunized mice there was a
prominent joint neutrophil infiltration and mechanical hypernociception. Both events
were not observed in NOD2” immunized mice (Fig. 2 B and C). In addition to
leukocyte recruitment and pain, the erosion of articular cartilage caused by
extracellular matrix breakdown is also a hallmark of arthritis (Huber, et al., 2006). In
an attempt to evaluate the cartilage erosion in mBSA-induced arthritis, we quantified
the levels of proteoglycan in the joints of mice seven days after a second challenge
with mBSA. In this set of experiments, we observed that WT and NOD1” mice

exhibited significantly lower proteoglycan levels compared with control mice,



whereas this proteoglycan reduction was not observed in NOD2” mice (Fig. 2 D).
These results can be directly visualized by histopathological analysis in safranin-
stained cartilage slices (Fig. 2 E). The decrease in the joint inflammatory parameters
in NOD2" mice was associated with a reduction in the levels of pro-inflammatory
cytokines, including TNF-a, and the KC/CXCL1 chemokine (Fig. 2 F and G). On the
other hand, the production of these cytokines in NOD1"" mice was not different from
WT mice (Fig. 2 F and G).

One intriguing finding is the fact that NOD2 deficient mouse-derived lymph node
cells exhibit normal production of IL-2 and a normal proliferation response when
stimulated by the specific antigen (MBSA) or by a non-specific stimulus (ConA); the
production of specific 1gG against antigen (MBSA) was aso norma (Supplemental
data 1 A - C). Therefore, under these experimental conditions, the reduced
inflammatory response in NOD2 deficient mice is not related to the immunization
process and constituents of CFA (adjuvant) do not activate NOD2. These results
suggest that the role of NOD2 in arthritis might involve events triggered locally in the

joints after mBSA challenge.

Cytokines that promote Ty17-differentiation are coordinated by NOD2

The inevitable question that emerges from these findings is: how does the NOD2
receptor modulate the joint inflammatory response? The inflammatory events of RA
are primarily mediated by cytokines and chemokines. The current hypothesis is that
the Ty17-derived cytokine IL-17 plays a pivotal role in the pathophysiology of RA
(Chabaud, et a., 1999). This hypothesis is supported by studies that have shown that

pharmacological or genetic inhibition of IL-17 production or activity attenuates the



events of experimental RA, such as leukocyte migration, osteoclast activation, and
cartilage and bone erosion (Lubberts, et al., 2004). We detected high levels of IL-17
in the joint cavities of WT and NOD1" arthritic mice, and levels were remarkably
reduced in NOD2" mice (Fig. 3 A). These data point to the involvement of NOD2 in
the modulation of the Ty17 type response.

Although data from the literature suggests that Ty17 cell differentiation is initiated in
draining lymph nodes and these cells are recruited to the inflamed focus, recent
evidence suggests that IL-17-producing cells may be locally generated in the
synovium in response to local cytokines produced by inflammatory macrophages
(Egan, et al., 2008). In agreement with this hypothesis and with our suggestion that
NOD2 might play a role in the local genesis of the IL-17 immune response, we
observed that mMRNA expression levels of crucia cytokines that instruct and drive
Ty17 cell fate, such as IL-6 and IL-23, and aso the levels of IL-1p (Fig. 3B - D) are
strongly reduced in the synovium of NOD2 null mice compared with wild type or
NOD1" mice. Therefore, joint activation of NOD2 in Ag-presenting cells may trigger
the production of these cytokines, favoring the Ty17 response. This hypothesisis aso
supported by recent data showing that the activation of NOD2 in human dendritic
cells leads to an enhancement of IL-17 production by memory T cellsin an IL-23 and
IL-1B dependent manner (van Beelen, et al., 2007). In clinical samples, we observed
that in the same samples from synovial-and blood-mononuclear cells of RA patients
that present increased expression of NOD2, the mRNA expression of IL-6, IL-23 and

IL-1p was also elevated in comparison with OA (Fig. 3 E — G).



The NOD2 effector RIPK2 participatesin arthritis

RIPK2 is a ubiquitously expressed serine/threonine kinase originally associated with
induction of apoptosis (Inohara, et al., 1998, McCarthy, et a., 1998). Interestingly,
recent data demonstrated that RIPK2 is a key effector molecule downstream of NOD1
and NOD2, but not downstream of TLRs. Indeed, NOD signaling is impaired in
macrophages from RIPK2-deficient mice (Park, et al., 2007). To address the
participation of RIPK2 in the inflammatory process of arthritis, its expression levels
were analyzed by real-time RT-PCR in synovia and systemic mononuclear cells from
RA and OA patients. As shown in Figure 4A, high levels of RIPK2 mRNA were
observed in cells from RA patients in comparison with control OA. Therefore, we
analyzed whether RIPK 2 participates in mBSA-induced arthritis. The i.a. injection of
mBSA in WT immunized mice induced neutrophil migration and mechanical
hypernociception that was reduced in RIPK2” immunized mice (Fig. 4 B and C).
Furthermore, the mBSA challenge did not promote cartilage erosion in RIPK2"™ mice
that was observed in WT mice (Fig. 3D).

As with NOD2, RIPK2 aso seems to be involved in triggering the IL-17 immune
response. The level of IL-17 was reduced in RIPK2” mice induced by mBSA in
immunized mice (Fig. 4 E). Although the molecular mechanism by which activation
of RIPK2 signaling stimulates the IL-17 immune response was not determined, there
is evidence indicating that RIPK2 is the critica step between NOD2 and NF-kB
activation, which may induce IL-17 promoting cytokines such as IL-23 and IL-6
(Brown, et al., 2008).

The decrease in the joint inflanmatory parameters in RIPK2” mice was also

associated with a reduction in the levels of pro-inflammatory cytokines including



TNF-a and KC/CXCL1 chemokine, but not IL-10 (Fig. 3 F — H). It is noteworthy that
these last findings are also in line with the data showing that I1L-17 is critical in
stimulating the release TNF-a. and chemokines by joint structural and resident cells

during arthritis (Lemos, et a., 2009).

NOD2/caspase-1 signaling modulates joint inflammation in RA

The observations that the decreased inflammatory parameters such as neutrophil
migration in RIPK2 null mice was less pronounced when compared with NOD2
deficient mice and that IL-1f production was not reduced in these null mice suggests
that other signaling pathways might be acting downstream of NOD2. Caspase-1
activation downstream of NOD2 isalikely candidate pathway (Maeda, et al., 2005). It
has been shown that activation of NOD2 signaling may directly or indirectly
contribute to inflammasome assembly and caspase-1 activation (Stetson and
Medzhitov, 2007). Therefore, we investigated the role of caspase-l in the
pathogenesis of AIA. The massive neutrophil infiltration and intense
hypernociception observed 24 h after mBSA challenge in the knee joints of WT
immunized mice were not observed in immunized caspase-1-deficient mice (Fig. 5 A
and B). Furthermore, caspase-17" mice also show reduced loss of proteoglycan in the
joints after mBSA challenge (Fig. 5 C), which was confirmed by histopathological
analysisin safranin-stained cartilage (Fig. 5 D). Caspase-1 seems to play a crucial role
in the inflammatory response by processing pro-I1L-1f and pro-IL-18 to active forms
of these cytokines (Martinon, et a., 2002). Recent data showed that 1L-18 null mice
are not protected from mBSA-induced arthritis (Santos, et a., 2006), suggesting that

IL-1[ might be the caspase-1 downstream mechanism. To further gain insight into the



mechanisms by which the NOD2/caspase-1 pathway participates in AlA, here we
observed that, as in NOD2, the local production of IL-1f is reduced in caspase-1"
mice with experimental arthritis (Fig. 5 E). Furthermore, we found that the treatment
of mice with IL-1ra ameliorates AIA as shown by the reduction in neutrophil
migration, hypernociception, and cartilage erosion (Supplemental data 2 A — C). In
arthritic joints, NOD2/caspase-1-dependent secretion of IL-1 may mediate several
pro-inflammatory events, but it might aso amplify the immune inflammatory
response through favoring the IL-17-driven response as discussed above. In this
context, the level of 1L-17 was reduced in caspase-1"" mice compared with WT
immunized mice after mBSA challenge (Fig. 5 F).

The putative NOD2/caspase-1 signaling mechanism observed in experimental arthritis
was aso tested in cells from RA patients. Besides the observation that components of
the NOD2 signaling pathway have increased expression levelsin joint tissue and cells
from RA, NOD2 activity is aso increased. MDP, a selective NOD2 ligand, induced
caspase-1 activation (Fig. 6 A) and the release of IL-1p (Fig. 6 B) in PBMCs from RA
patients, but not from OA patients. Taken together, these results further strengthen the
connection between NOD2 and caspase-1 and corroborate with the importance of IL-
1p in rheumatoid arthritis. It is important to mention that, contrary to our findings, it
was recently demonstrated that mBSA injected in the joints of caspase-1’" mice
induces similar edema and leukocyte infiltration that was observed in wild type mice
(Kolly, et d., 2009). Although the explanation for the discrepancy between these
results and ours is not immediately apparent, one possible explanation is that they
used a supramaximal dose of antigen (10-fold higher than that used in the present

study), which could be difficult to modul ate.



An important question that arose from our datais how isthe NOD2 signaling pathway
activated in the context of human arthritic joints? Although future studies are
necessary to answer this question, it was recently found that a high concentration of
NOD2 ligand (MDP fragments) exists in the synovial tissue of RA patients (Joosten,
et a., 2008). This hypothesis is in agreement with the idea that infections are
implicated in the aggravation of RA. However, it is important to note that NOD2
would also recognize products from damaged cells and endogenous metabolites as
observed with others NLR (Sidiropoulos, et a., 2008). Further investigations and

manipulations of NOD2 signaling may improve therapeutic options for RA patients.

CONCLUDING REMARKS

The major findings of this work underline the importance of NOD signaling in the
pathogenesis of arthritis. NOD2 appears to have at least two main functions in
triggering the cascade of events in the inflammatory arthritis: (1) its signaling via
RIPK2 that in turn mediates the development of arthritis, and (2) NOD2 may also play
arole in caspase-1 activation. These pathways contribute to NOD?2 triggering the IL-
17 immune response by managing the local production of IL-6, IL-23 and IL-1[.
Together, these events cooperate to promote joint inflammation. Our results suggest
that NOD2 signaling constitutes a real research target for development of new

therapeutics for the control of arthritis immune inflammation.



MATERIALSAND METHODS

Animals

Wild-type (WT) C57BL/6, NOD1"", NOD2", caspase-1" and RIPK2" (Chin, et al.,
2002, Kobayashi, et a., 2002, Kobayashi, et a., 2005, Kuida, et al., 1995, Li, et dl.,
1995) mice were used in this study. All knockout mice were generous gifts from Dr.
Richard A. Flavell (Yale University School of Medicine) and were maintained in the
Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto (University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil).
All experiments were conducted according to the guidelines of the Ethics Committee
of the School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of S& Paulo, S&o Paulo,

Brazil.

Patients and cell separation

Synovia fluid and periphera blood samples from patients with RA and OA were
collected during joint treatment. Patients provided written consent before the
procedure. All RA patients fulfilled the American College of Rheumatology (formerly
the American Rheumatism Association) criteriafor the classification of RA (Arnett, et
a., 1988). Four patients were under treatment with methotrexate (MTX) aone, and
nine patients were under treatment with MTX plus anti-TNF (infliximab) (clinical
information is shown in Supplemental Table I). According to the disease activity
score 28 (DAS28, Prevoo et al, 1995), patients treated with MTX plus anti-TNF
exhibited lower levels of DAS28 (mean = 3.8) compared to those treated with MTX
aone (DAS28: mean = 5.1). RA patients that received anti-TNF therapy presented a
reduction of at least 1.3 in the DAS28 score indicating the beneficial effect of anti-
TNF therapy. OA was diagnosed according to clinical findings. For cell culture and

RNA extraction, the peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were separated on



a Ficoll-Pague plus density gradient (GE Healthcare Lifesciences). Tota cells from

joint synovia fluid were used as described below for RNA extraction and real-time

PCR assays.

Induction of experimental arthritis and neutrophil migration evaluation

C57BL/6 and knockout mice were sensitized as previously described (Vieira, et al.,
2009). Arthritis was induced in the immunized animals 21 days after the initia
injection by intraarticular injection of MBSA dissolved in 10 pL phosphate buffered
saline (PBS). Sham-immunized and immunized mice were challenged with mBSA or
with PBS. Mice were killed 24 h after intraarticular injections, and neutrophil
migration was determined as previoudy described (Pinto, et al., 2009) for total and
differential cell counts. Results were expressed as the number of neutrophils per

cavity.

Mechanical hypernociceptive test

The term hypernociception rather than hyperalgesia or allodynia is used to define the
decrease of the nociceptive withdrawa threshold in anima models. Mechanical
articular hypernociception was evaluated as previously described by Pinto et al.

(2009).

Proteoglycan gquantification assay

Proteoglycan contents were determined using the method described by Burkhardt et.
al. with modifications (Burkhardt, et a., 2001). Briefly, patella were carefully
collected from each animal and fixed with formaldehyde (4%) overnight using a

shaker. They were then transferred into a solution of formic acid (5%) and incubated



for 4 h using a shaker for decalcification. Each patella was then placed into 100 pL
papain digestion buffer consisting of a papain suspension (5 mg/mL) in calcium and
magnesium free phosphate buffered saline with 5 mM cysteine and 10 mM EDTA,
pH 7.4. The samples were sealed and incubated in a humidified container in a 60°C
oven for 16 h. After reaching room temperature the samples were centrifuged for 10
min at 1000 x g to collect the condensation droplets. Next, 50 pL of the supernatants
and of serial chondroitin sulfate solutions (STD curve; 50-1000 pg/ml) were placed
into 96-well microtiter plates. The chondroitin sulfate STD solutions were also
incubated with papain digestion buffer. Then, 300 uL of a 1,9-dimethylmethylene
blue (DMMB; 50 mg/L) solution was added to each well and the absorbance at 525
nm was measured immediately in a plate reader. The GAG content was calculated
from the standard curve. The DMMB solution was prepared by dissolving 50 mg
DMMB in 5 ml ethanol and diluting to a volume of 1000 mL with 0.2% (w/v) sodium

formate buffer, pH 3.5. All reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

Histological Analysis

Whole knee joints were removed and fixed in 4% formaldehyde for five days before
decalcification in 5% formic acid and processing for paraffin embedding. Tissue
sections (7 um) were stained either with Safranin-O (cartilage PG loss). PG depletion
was scored in the Safranin O-stained slides on a scale from 0 to 100, ranging from
stained cartilage to fully destained cartilage. All reagents were purchased from Sigma-

Aldrich.

Real-time PCR quantitative



For mice: Three hours after mBSA injection, mice were terminally anesthetized and
the synovial membrane was collected. For patients: PBMCs and total cells from
synovial fluid were used as described above. All the samples were collected and total
RNA, reverse transcription and quantitative real-time RT-PCR was performed as
previously described (Vieira, et al., 2009). Data were analyzed with the comparative
cycle threshold (CT) method. Primer pairs for mouse B-actin, NOD1, NOD2, IL-6,
IL-23 and human GAPDH, NOD1, NOD2, RIPK2, IL-6, IL-23 and IL-13 were as

shown in Supplemental Tablell.

Enzyme-linked immunosor bent assay (ELISA)

Levels of IL-2, IL-17, TNF-a, IL-1p and KC at 3 and 12 h after injection of mBSA
were quantified in the joint tissues of immunized or non-immunized mice and PBS-
injected immunized mice by ELISA. Briefly, joints were dissected out, frozen with
liquid nitrogen, crushed in a mortar and pestle, then solubilized in PBS and measured
using ELISA (Taktak and Lee, 1991), with the results expressed as picograms per
milliliter. Patient PBMCs (1 x 10° cells) were cultured with RPMI, FK 156 (10 pg/mL;
Astellas Pharma Inc.) or MDP (100 pg/mL; Sigma-Aldrich) for 24 h, then centrifuged
and the supernatants collected for ELISA detection of IL-13 with the results expressed

as picograms per milliliter.

Caspase-1 activation assay

Caspase-1 activation assay was performed as previoudly described (Zamboni, et a.,
2006). PBMCs (1 x 10° cells) from OA or AR patients were seeded in 24-well plates
and stimulated with RPMI, FK156 (10 pg/mL) or MDP (100 pg/mL) for 24 h. After

stimulation, cells were incubated with a Flica Probe (FAM-YVAD-FMK Caspase-1



FLICA™ Immunochemistry Technologies, LLc) for 1 h at 37°C with 5% CO, washed

5 times with PBS-1% FBS and analyzed by flow cytometry (BD FACSCanto™).

Proliferation and 1gG assay
The proliferation and 1gG assays were performed as previously described (Cunha, et
al., 2008, Kally, et a., 2009). Lymph node cells from WT or knockout mice were

cultured at 5 x 10° cells/well.

Satistical analysis

The data are reported as means + SEM and are representative of two or three
independent experiments. The means from different treatments were compared by
analysis of variance (ANOVA). When statistical significances were identified,
individual comparisons were subsequently tested with Bonferroni’s t test for unpaired

values. Statistical significance was set at P < 0.05.
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LEGENDS

Figure 1. mRNA expression of NOD2 and NODL1 in blood or synovial cells from
RA and OA patients. mRNA expression of NOD1 (A) or NOD2 (B) in OA and RA
mononuclear cells from peripheral blood or total cells from synovia fluid samples
were calculated relative to the housekeeping gene GAPDH (279 ©t vate » 1 000).
Three independent experiments were performed and results are expressed as means +

SEM of 4 OA patients or 13 RA patients. * P< 0.05 compared with OA samples.

Figure 2. NOD2, but not NOD1J, is involved in antigen-induced arthritis (A)
Synovial tissues were collected 3 h after i.a. injection of saline (control) or mBSA (10
Mg; i.a) in naive or immunized mice. MRNA expression of NOD1 or NOD2 in
synovia tissue samples were evaluated by rea-time RT-PCR relative to the
housekeeping gene B-actin (2792t va e x 1 000) expression. (B) WT, NOD1~ and
NOD2™"~ immunized and sham-immunized mice were challenged with mBSA (10 pg;
i.a) or saline, and 24 h later neutrophil migration was determined in synovia fluid.
(C) The nociceptive threshold was evaluated 7 h after i.a. injection of mBSA (30 ug;
i.a) or sdine in WT, NOD1™~ and NOD2™"~ immunized or sham-immunized mice.
(D) Evaluation of proteoglycan lossinduced by i.a. injection of mBSA (30 ug; i.a.) or
saline in WT, NOD1™~ and NOD2™~ immunized or sham-immunized mice. Saline-
challenged immunized mice were used as a control. (E) Histological analysis of
articular cartilage in WT, NOD1™~ and NOD2™~ immunized mice after mBSA (30
Mg; i.a) challenge. Knee joints were stained with Safranin O-fast green. The
concentrations of TNF-a (F) and KC (G) in the articular cavity were determined 3 and
12 h after challenge with mBSA (10 pg; i.a) or saline in immunized mice or sham-

immunized mice. Three independent experiments were performed and results are



expressed as means = SEM of 5 mice. * P < 0.05 versus sham-immunized mice # P <

0.05 versus WT mice after mBSA challenge.

Figure 3. Therole of NODZ2 in triggering the local IL-17 immune response. The
concentrations of 1L-17 (A) and IL-1p (D) into the articular cavity of WT, NOD1" or
NOD2"~ mice were determined 3 and 12 h after chalenge with mBSA (10 ug; i.a.) or
saline in immunized mice or sham-immunized mice. MRNA expression of IL-6 (B)
and 1L-23 (C) in WT, NOD1™"~ or NOD2™~ synovial tissue samples was determined
by real-time RT-PCR relative to B-actin (279 ' @' x 1 000) expression. Synovial
tissues were collected 3 h after i.a. injection of saline (control) or mBSA (10 ug; i.a)
in WT, NOD17~ or NOD2™ immunized or sham-immunized mice. mRNA
expression of IL-6 (E), IL-23 (F) or IL-1B (G) in OA and RA mononuclear cells from
peripheral blood or total cells from synovial compartment samples were determined
by real-time RT-PCR relative to GAPDH (27%' € vate » 1 000) expression. Three
independent experiments were performed and results are expressed as means + SEM
of 5 mice per group, 4 OA patients or 13 RA patients. *P < 0.05 versus control mice
or OA sample célls. #P < 0.05 compared with WT immunized mice after mBSA

challenge.

Figure 4. RIPK2 is upregulated in rheumatoid arthritis and participates in
antigen-induced arthritis. (A) mMRNA expression of RIPK2 in OA and RA
mononuclear cells from peripheral blood or total cells from the synovial compartment
was determined by real-time RT-PCR relative to GAPDH (279 Ct vave x 1 000)
expression. (B) WT and RI PK2™"~ immunized mice were challenged with mBSA (10

Mg; i.a) or saline, and 24 h later neutrophil migration was determined in synovia



fluid. (C) The nociceptive threshold was evaluated 7 h after i.a. injection of mBSA
(30 pg; i.a) or saine in WT or RIPK2™~ immunized mice. (D) Evaluation of
proteoglycan loss induced by i.a. injection of mBSA (30 pg; i.a.) in WT and RIPK2™~
immunized mice. Saline-challenged immunized mice were used as a control. The
concentrations of IL-17 (E), TNF-a (F), KC (G), and IL-1p (H) in the articular cavity
were determined 12 h after challenge with mBSA or saline in immunized mice. Three
independent experiments were performed and results are expressed as means + SEM
of 5 mice per group, 4 OA patients or 13 RA patients. *P < 0.05 versus control mice
or OA samples cells #P < 0.05 compared with WT immunized mice after mBSA

challenge.

Figure 5. Caspase-1 modulates the inflammatory response in joint inflammation.
(A) WT or Caspase-1"~ (Casp-1"") immunized mice were challenged with mBSA
(10 pg; i.a) or saine, and 24 h later neutrophil migration was determined in synovial
fluid. (B) The nociceptive threshold was evaluated 7 h after i.a. injection of mMBSA
(30 pg; i.a) or sdine in WT or Casp-1"~ immunized mice (C) Evaluation of
proteoglycan loss induced by i.a. injection of mBSA (30 ug; i.a) in WT and Casp-
17"~ immunized mice. Saline-challenged immunized mice were used as a control. (D)
Histological analysis of articular cartilage contents in WT and Casp-1""~ immunized
mice after mBSA (30 pg; i.a) challenge. Knee joints were stained with Safranin O-
fast green. The concentrations of I1L-17 (E), and IL-1p (F) into the articular cavity
were determined 12 h after challenge with mBSA (10 pg; i.a) or saline in immunized
mice. Three independent experiments were performed and results are expressed as
means £ SEM of 5 mice per group. *P < 0.05 versus saline chalenged mice. # P <

0.05 compared with WT immunized mice after mBSA challenge.



Figure 6. NOD2/caspase-1 signaling is enhanced in RA patient-derived immune
cells. (A) Caspase-1 activation was determined in peripheral blood mononuclear cells
from OA or RA patients after incubation with RPMI (control), NOD1 (FK156, 10
pg/mL) and NOD2 (MDP, 100 pg/mL) agonists. (Al-2) Representative FACS
histograms of caspase-1 activation after FK156 or MDP incubation (B) Levels of IL-
1B in the supernatant of peripheral blood mononuclear cells from OA or AR patients
challenged with RPMI (control), FK156 (10 ug/mL) or MDP (100 pg/mL). Three
independent experiments were performed and results are expressed as mean = SEM of

mononuclear blood cells from 5 patients.

LEGENDS - Supplemental Data

Figure S1. Immunization state of WT, NOD1™" and NOD2™" mice. (A) Lymph
node-derived cells (5 x 10%well) from WT, NOD1™”~ and NOD2™"~ immunized mice
were cultured in RPMI in the presence of ConA (0.5 pg/mL) or mBSA (100 pg/mL),
and 96 h later, proliferation response was evauated. (B) Levels of antibody against
mBSA in the serum of WT, NOD1™~ and NOD2™~ immunized and sham-immunized
mice. (C) Lymph node-derived cells (5 x 10°/well) from WT, NOD1™"~ and NOD2™/~
immunized mice were cultured and stimulated with RPMI or mBSA (100 pg/ml), and
72 h later the levels of IL-2 in the supernatant were determined by ELISA. Two
independent experiments were performed and results are expressed as means + SEM
of 5 mice or cultured cells from 5 animals. *P < 0.05 compared with medium

stimulated cells or sham-immunized mice.



Figure S2. IL-1ra treatment ameliorates antigen-induced arthritis. (A) WT
immunized mice were pretreated with vehicle or IL-1ra (10 mg/Kg, iv. 1 h before
challenge) followed the i.a. injection of mMBSA (10 ug; i.a) or sdine. 24 h later,
neutrophil migration was determined. (B) The nociceptive threshold was evaluated 7
h after i.a. injection of mMBSA (30 pg; i.a) or saline in WT mice treated with IL-1ra
(10 mg/Kg) or vehicle. (C) Evaluation of proteoglycan loss induced by i.a. injection
of mBSA (30 pg; i.a) in WT immunized mice pretreated with vehicle or IL-1ra (10
mg/Kg). Saline-challenged immunized mice were used as a control. Two independent
experiments were performed and results are expressed as means + SEM of 5 mice per
group. * P < 0.05 compared with saline challenged mice; # P < 0.05 compared with

vehicle treated mice.
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Figure 1 — Supplemental data
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Figure 2 — Supplemental data
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Supplemental Tablel

Table 1. Clinical and demographic features of osteoarthritis (OA) and rheumatoid
arthritis (RA) patients treated with methotrexate alone or with methotrexate

(MTX) plus infliximab.
Clinical features RA patients OA
patients
MTX only MTX+ (n=4)
(n=4) anti-TNF
(n=9)
Mean age (years = SEM) 51£4.6 445+49 539+42
Women (%) 4(100 %)  7(77%)  2(50 %)
Caucasian (%) 4 (100 %) 9(100%) 3 (75 %)
RF-positive (%) 3(75%) 6 (66 %) 0 (0 %)
Anti-CCP positive (%) 2(50%) 6 (66 %) 0 (0 %)
Mean disease duration (years = SEM) 3514 82+£238 N/A
MTX dose (mg/week) 16.9 17.2 None
MTX (months use — mean = SEM) 13£19 226+1.3 None
Infliximab dose (mg/kg/dose) None 4 None
Infliximab (months of use—mean + SEM) None 9.6 0.8 None
DAS-28 (mean + SEM) 51+03 3.8+05 None

RF = Rheumatoid Factor; Anti-CCP=anti-cyclic citrullinated peptide antibodies;
MTX = methotrexate; DAS = Disease Activity Score; N/A = Non-Applicable.



Supplemental Tablell

Table II. Primers used for Real-Time RT-PCR

Human
GENE FOWARD (5’ —-3’) REVERSE (5’ - 3’)
GAPDH ATC ACCATC TTC CAG GAG ATG GAC TGT GGT CAT GAG
NOD1 CAG CACTTTCCCATGTATTGAT TCA AAT CCCACACTG CACA
NOD2 GGT TGA TGC CTG TGA ACT GAA AAA TGA AAT GGAACTGCCTCTT
RIPK2 ACA TGC CAA ATG GAT CAT TAA CAA TGG CCA AGC AAC ATC
IL-6 GCCTTCGGT CCAGTT GCCTT GCA GAA TGA GAT GAG TTG TC
IL-23 p19 CTG ATA GCC CTG TGG GCC AG GCT GCCTTT AGG GAC TCA GG
IL-1B GCA ATG AGG ATG ACTTGT TCT TTG CAG AGG TCC AGG TCCTGG AA
Mouse
GENE FOWARD (5’ -3’) REVERSE (5’ - 3’)
B-actin AGC TGC GTTTTACACCCTTT AAG CCATGC CAATGT TGT CT
NOD1 GGA CAA CTT GCT GGA GAAT CTG CAG CAC GTA GAG GAA
NOD2 CTT CAT TTG GCT CAT CCG TAG CTG GAG ATG TTG CAG TAC AAA G
IL-6 AAC GAT GAT GCA CTT GCA GA GAG CAT TGG AAATTG GGG TA

IL-23 p19 AAC AGA TGC CCA GCCTGA CTT CTA AGG CCA ACC GCT CGAGACTTT ATT




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

