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Resumo



PINTO, L. G. Papel da IL-17 na génese da hipernocicepcao inflamatdria em
modelo de artrite induzida por antigeno em camundongos. Dissertacdo de
Mestrado — Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeiréo

Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, SP.

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina importante na fisiopatologia da artrite
reumatoide (AR). No entanto, apesar de suas atividades pro-inflamatoérias terem sido
demonstradas, sua participacdo na génese da nocicepcdo durante a AR nao havia
sido investigada. Neste trabalho, avaliamos o papel da IL-17 na génese da
nocicepcao articular em um modelo de artrite induzida por antigeno (MBSA).
Observamos que o desafio com mBSA na articulacdo fémur-tibial de camundongos
imunizados induziu uma hipernocicep¢do mecéanica dose e tempo dependente. Além
disso, a concentracdo local de IL-17 estava aumentada 3 e 12hs apds o desafio
intra-articular com mBSA. Apés, verificamos que o co-tratamento dos animais
desafiados com um anticorpo contra IL-17 inibiu a hipernocicepdo e o recrutamento
de neutrofilos para a cavidade articular. Demonstramos que a injecdo intra-articular
de IL-17 foi capaz de induzir hipernocicepcédo e migracdo de neutréfilos, os quais
foram reduzidos pelo pré-tratamento com fucoidina, um inibidor da adesé&o
leucocitaria. O efeito hipernociceptivo da IL-17 foi também reduzido em
camundongos deficientes para o receptor do tipo | do TNF-a e pelo pré-tratamento
com infliximabe (anticorpo anti-TNF), por um antagonista dos receptores CXCR1/2
(DF-2156) e pelo antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). Corroborando com estes
achados, observamos que a injecao de IL-17 na articulagcdo aumentou a producao
de TNF-qa, IL-1B8 e CXCL1/KC. Além disso, o tratamento com doxiciclina (inibidor
inespecifico de metaloproteinases, MMPSs), bosentan (antagonista dos receptores de
endotelina ETA/ETg), indometacina (inibidor de COX) ou guanetidina (bloqueador

simpatico) inibiram a hipernocicepc¢éo induzida pela IL-17. A injecdo de IL-17 na



articulacdo também aumentou a producdo de PGE,, a atividade de MMP-9 e a
expressdo de RNAmM na membrana sinovial de MMP-9, COX-2 e PPET-1. Estes
resultados sugerem que a IL-17 € uma citocina pro-nociceptiva na artrite induzida
por mBSA e seu efeito € dependente da migracdo de neutréfilos e de varios
mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, IL-1B, quimiocina CXCL1/KC, MMPs,
endotelinas, prostaglandinas e aminas simpéticas. Deste modo, podemos propor a

IL-17 como um alvo terapéutico para o controle dos sintomas da AR.

Palavras-chave: IL-17, hipernocicep¢do, artrite, dor inflamatéria, citocinas,
quimiocinas, endotelina, MMPs, migracdo de neutrofilos.



Abstract



PINTO, L. G. Role of IL-17 in the genesis of inflammatory hypernociception in
model of antigen-induced arthritis in mice. Thesis (Master) — Department of
Pharmacology of the School of Medicine of Ribeirao Preto — University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, SP.

IL-17 is an important cytokine in the physiopathology of rheumatoid arthritis (RA),
produced mainly by a novel subset of Th cells, named Thl7. Although the pro-
inflammatory action of IL-17 has been showed, its participation in the genesis of
nociception during RA was not elucidated. In this study, we evaluated the role of IL-
17 in the genesis of articular nociception in a model of antigen (mMBSA)-induced
arthritis. We found that mBSA challenge in the femur-tibial joint of immunized mice
induced a dose- and time-dependent mechanical hypernociception. The local IL-17
concentration within the mBSA-injected joints increased significantly 3 and 12 h after
challenge. Moreover, co-treatment of mBSA challenged mice with an antibody
against IL-17 inhibited hypernociception and neutrophil recruitment. In agreement,
intraarticular injection of IL-17 induced hypernociception and neutrophil migration,
which were reduced by the pre-treatment with fucoidin, a leukocyte adhesion
inhibitor. The hypernociceptive effect and the neutrophil recruitment of IL-17 were
also reduced in TNFR1” mice and by pre-treatment with infliximab (anti-TNF
antibody), a CXCR1/2 antagonist or by an IL-1 receptor antagonist (IL-1ra).
Consistent with these findings, we found that IL-17 injection into joints increased the
production of TNF-a, IL-18 and CXCL1/KC. Treatment with doxycycline (nonspecific
MMPs inhibitor), bosentan (ETA/ETg antagonist), indomethacin (COX inhibitor) or
guanethidine (sympathetic blocker) inhibited IL-17-induced hypernociception. IL-17
injection also increased PGE; production, MMP-9 activity and COX-2, MMP-9 and
PPET-1 mRNA expression in synovial membrane. These results suggest that IL-17 is

a novel pro-nociceptive cytokine in mBSA-induced arthritis, whose effect depends on



both neutrophil migration and various pro-inflammatory mediators, as TNF-a, IL-1,
CXCR1/2 chemokines ligands, MMPs, endothelins, prostaglandins and sympathetic
amines. Therefore, it is reasonable to propose IL-17 targeting therapies to control this
important RA symptom.

Key words: IL-17, hypernociception, arthritis, inflammatory pain, cytokines,

chemokines, endothelin, MMPs, neutrophil migration.
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1.1.  Artrite reumatoide

O processo inflamatoério é gerado em decorréncia de uma injuria tecidual, do
contato do organismo com agentes infecciosos como bactérias, virus e fungos ou
ainda, de forma inapropriada através do reconhecimento de componentes do
organismo como sendo nado préprios pelo sistema imune. Neste Ultimo caso, a
inflamacédo acaba sendo prejudicial ao organismo, contribuindo para o
estabelecimento das lesdes teciduais como as que ocorrem em algumas doencas
inflamatorias, entre elas a artrite reumatéide (AR) (Weissmann & Korchak, 1984;
Weiss, 1989).

A AR é uma doenca inflamatéria crénica com patogénese auto-imune e
etiologia desconhecida que apresenta manifestacdes locais e sistémicas (Firestein,
2003). E uma enfermidade reumatica que abrange em torno de 1% da populacéo
ocidental e é associada com alta morbidade e mortalidade, justificando os esforcos
na elucidacao de sua patogénese, diagndstico e tratamento (Harris, 1990).

A AR é uma artrite poli-articular simétrica que acomete principalmente as
pequenas articulacbes das maos e dos pés, e também os joelhos. Além da
inflamac@o na membrana sinovial, ocorre a formacdo do pannus (interface entre a
cartilagem e o sitio com erosdo ativa) o qual invade e destrdi as estruturas
articulares locais. A sindvia € normalmente uma estrutura constituida por poucas
camadas de células (1-3) formando um revestimento em torno da articulacéo.
Durante a AR, fluido nos espagos peri-articulares e um grande infiltrado de
neutrofilos, células T, células B e macrofagos, além da proliferacdo de sinoviécitos
do tipo fibroblastos e do tipo macrofago na cavidade articular e sindvia tornam a

camada de revestimento hiperplasica. Além disso, comecam a ser expressas no
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local, enzimas degradativas, incluindo as metaloproteinases, serina proteases e
agrecanases, as quais digerem a matriz extracelular ocasionando erosao e
destruicdo da cartilagem e osso (Firestein, 2003; Harris et al., 1990).

Como mencionado acima, o infiltrado celular tem sido associado aos
principais danos teciduais observados durante a artrite reumatdide, os neutroéfilos
sdo as células presentes em maior quantidade, sendo cerca de 90% do infiltrado
leucocitario no fluido sinovial, na cartilagem e no pannus de pacientes com artrite
reumatoide, particularmente nos estagios iniciais e fases de recidiva da doenca
(Hollingsworth et al., 1967; Mohr, 1995). Analises morfologicas revelam gue esses
polimorfonucleares séo ativados e degranulados, provavelmente como resultado da
associacdo com imuno-complexos, fragmentos de cartilagem, citocinas proé-
inflamatorias (IL-1, IL-8, TNF-qa, IL-15, IL-17) e quimiocinas (IL-8). O acumulo de
produtos potencialmente lesivos no fluido sinovial ocorre devido aos processos de
ativacdo, fagocitose e morte celular de neutrdéfilos in situ (Mitani et al., 2001). Uma
vez recrutado para as articulagdes, os neutrofilos ficam expostos a uma grande
variedade de citocinas pré-inflamatérias as quais aumentam sua atividade na
liberacdo de mediadores citotoxicos que irdo contribuir para a destruicdo destas
articulagdes (Feldmann et al., 1990).

A dor é um dos principais sintomas da artrite reumatéide, levando o paciente
a procurar tratamento, uma vez que esta incapacita a realizacdo de atividades
diarias, comprometendo a qualidade de vida do individuo. A dor na artrite pode
ocorrer enquanto a articulacdo é mantida imovel, mas principalmente esta € induzida
ou agravada durante movimentos ou com a estimulacdo mecanica da articulagdo
afetada, como quando recebe uma sobrecarga de peso (Kellgren, 1939). Durante a

inflamacé&o articular, numerosos neurbnios aferentes primarios peri-articulares sao
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sensibilizados. Além disso, a inflamacao articular causa sensibilizacdo periférica e

central (Schaible et al., 2002).

1.2. Dor Inflamatéria

A dor foi apontada por Cornelius Celsius (30 a.C. — 38 d.C.) como sendo um
dos sinais cardinais classicos da inflamacdo aguda. O organismo possui diversos
sistemas responsaveis pelo controle da homeostasia, dentre eles a dor tem papel de
destaque, pois atua como um mecanismo de alerta do corpo, pois “informa” que algo
esta ameacando nosso bem-estar e retém nossa atencao até que a sua causa tenha
sido identificada e afastada (Wall, 1999). Neste sentido, a dor € um sintoma
clinicamente importante para a deteccéo e avaliacdo de muitas doencas.

Atualmente a dor é definida pela Associagéo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP) como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada com uma lesao tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal
lesdo”. Nosso grupo vem trabalhando com uma forma mais simplificada dessa
definicdo, considerando a dor a “percepg¢do desagradavel de uma sensagao
nociceptiva”. Este conceito também envolve dois componentes da dor, a
nocicepcao e a sua percepcao. A nocicepcao (do latim nocere, “ferir’), ou sensagao
nociceptiva, resulta da deteccédo seletiva de estimulos capazes de comprometer a
integridade fisica de um organismo. A percepc¢ao € uma funcéo integrativa modulada
por condi¢cdes emocionais, motivacionais e psicolégicas, bem como experiéncias de
vida de cada pessoa. A partir dessas consideragcbes, dor seria o termo mais

adequado quando se refere ao ser humano, engquanto nocicepcdo seria mais
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indicado para animais experimentais, uma vez que nao se entende a percep¢ao nos
mesmos (Noback et al., 1996).

Portanto, além de envolver a percepcdo dos estimulos nocivos pelo sistema
nervoso central quando receptores sensoriais especializados (nociceptores) sao
ativados, a dor apresenta um componente afetivo-motivacional, incluindo atencédo e
aprendizagem (Loeser & Melzack, 1999; Noback et al., 1996).

Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres, ramificadas e nao-
mielinizadas, de uma familia especifica de neurdnios sensoriais primarios. O termo
nociceptor também é comumente utilizado para definir o neurénio nociceptivo
primario como um todo, ndo apenas as suas terminacdes nervosas livres, sendo que
neste trabalho, quando se utilizar esse termo, estara tratando do neurbnio
nociceptivo. Os nociceptores sdo neurdnios pseudo-unipolares, possuindo um ramo
axonal distal, que se dirige a periferia, e outro ramo axonal proximal, que se dirige ao
corno dorsal da medula espinal ou ao tronco cerebral. Os estimulos nocivos (ou
nociceptivos) sejam eles fisicos (mecéanicos ou térmicos) ou quimicos (bradicinina,
capsaicina, serotonina, prétons etc.), sdo detectados por nociceptores presentes nos
diferentes tecidos. Eles inervam amplamente pele, mucosas, masculos, articulacées
e visceras. Os nociceptores que inervam a cabeca € 0 pesco¢co VAo compor 0s
nervos cranianos e possuem seus corpos celulares, principalmente, no ganglio
trigeminal. J& os corpos celulares das fibras que inervam o tronco e membros estao
nos ganglios da raiz dorsal (GRDs) dos nervos espinais (Julius & Basbaum, 2001;
Kandel et al., 2000; Millan, 1999).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacéao
nociceptiva seja conduzida atraveés das fibras aferentes primarias (neurdnios de

primeira ordem) ao SNC. Essas fibras sdo classificadas, de acordo com seu
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diametro, estrutura, velocidade de conducdo, intensidade e qualidade da dor,
essencialmente em dois tipos: 1) fibras C: finas (0,4 a 1,2 mm de diametro), ndo
mielinizadas e de conducéo lenta (0,5 a 2 m/s), sendo responsaveis pela dor de
longa duracdo e difusa, e 2) fibras Ad: médias (2 a 6 mm de diametro), pouco
mielinizadas, de conducao intermediaria (2 a 30 m/s) e responsaveis pela dor de
curta duracdo, aguda e lancinante, sentida ap6s uma estimulagdo nociva. As fibras
Ad respondem apenas a estimulos nocivos mecéanicos e térmicos, ja as fibras C
respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, sendo assim chamadas de
polimodais. Além dessas, existe outra fibra, as fibras AB, de maior didmetro e muito
mielinizadas, responsaveis pela deteccdo de estimulos in6cuos (ex. tateis), que
podem passar a responder como nociceptores durante certos processos patolégicos,
como nas neuropatias, onde ocorre uma plasticidade neuronal (Basbaum et al.,
2009).

Dentro do grupo das fibras C, existe uma populacdo de neurbnios que
apresentam alto limiar de ativacdo, os chamados nociceptores silenciosos (“silent”
ou “sleeping”), que sdao uma pequena proporcao das fibras aferentes, os quais
normalmente ndo sao responsivos a estimulos térmicos ou mecanicos. Entretanto,
durante um processo inflamatério esses neurbnios passam a ser mais facilmente
ativaveis, tornando-se responsivos a estimulos sensoriais (Schaible & Schmidt,
1988).

As fibras C sao classificadas em dois grupos, de acordo com o seu contetdo
de peptideos e a localizacdo de seus terminais sinapticos no corno dorsal da medula
espinal. As fibras C peptidérgicas sintetizam e liberam peptideos como substancia P
(SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), e expressam TrkA, o

receptor tirosina quinase de alta afinidade para o fator de crescimento do nervo
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(NGF). O outro grupo de fibras C denominadas n&o-peptidérgicas expressa 0
receptor purinérgico P2X3, um subtipo especifico de canal ativado por ATP, e podem
ser marcadas com isolectina B4 (IB4) (Julius & Basbaum, 2001).

E importante ressaltar que, de maneira simplificada, um estimulo nociceptivo
na periferia € reconhecido por moléculas sinalizadoras especificas (TRPV1, etc.)
presentes nos nociceptores, convertida em impulsos elétricos e transmitida pelos
nervos espinais e cranianos aos neurdnios de segunda e terceira ordem no SNC. Os
nociceptores que transmitem a informacdo nociceptiva de estruturas cranianas
contraem sinapses diretamente com o0s neurdnios secundarios, em nucleos no
tronco cerebral. Ja os presentes nos membros e tronco conduzem a informacéo
nociceptiva para o SNC através da raiz dorsal da medula espinal, onde contraem
sinapses com neurbnios de segunda ordem. Estas sinapses ocorrem no corno
dorsal da medula espinal na substancia cinzenta, que foi dividida em 10 laminas,
sendo a lamina | a mais superficial, a partir da regido dorsal (Rexed, 1954). A
comunicacdo entre 0s neurdnios nociceptivos primarios e secundarios depende da
liberacdo de varios neurotransmissores, como o glutamato, SP entre outros (Liu et
al., 1997; Schneider & Perl, 1994).

As fibras Aé conduzem informacdes para areas nociceptivas especificas nas
laminas | e Il da superficie do corno dorsal da medula espinal e também para
neurénios na lamina V, os quais codificam tanto informacfes de estimulos in6cuos
guanto nocivos, e as fibras C contraem sinapse com neurbnios secundarios
presentes principalmente na lamina Il. Por outro lado, fibras amplamente
mielinizadas AR transmitem informac6es como toque leve ou estimulos mecéanicos
in6cuos para estruturas no corno dorsal da medula espinal nas laminas Ill, IV e V

(Cousins & Cohen, 2005).
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Apoés a informacdo nociceptiva ser propagada dos neurbnios primarios para
0s secundarios e sofrer todas as modulacdes, ela ascende através de diferentes
tratos nervosos, incluindo o trato espinotalamico e espinoreticulotalamico, os quais
transmitem a informacdo nociceptiva ao talamo, tronco cerebral (ndcleo
parabraquial) e amigdala. No talamo essa informacdo converge para o cortex
somato-sensorial, fornecendo informacfes sobre a localizacdo e a intensidade do
estimulo doloroso. As projeces do nucleo parabraquial (tronco cerebral) e amigdala
convergem para o cortex insular e cingular contribuindo com o componente afetivo
emocional da experiéncia dolorosa (percepcédo) (Basbaun et al., 2009; Noback et al.,
1996).

A sensibilizacdo dos nociceptores (diminuicdo do limiar de dor) é um dos
eventos que ocorre durante o desenvolvimento do processo inflamatério. A dor de
origem inflamatodria resulta, basicamente, da interacdo entre o tecido danificado e os
neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participacdo de
mediadores inflamatérios (Florez, 1993).

Alteracdes plasticas nos neurdbnios que transmitem a nocicepcdo Sao
responsaveis pelas modificacdes nas sensacbes dolorosas observadas durante o
processo inflamatério (Millan, 1999). A plasticidade neuronal pode ocorrer tanto em
nivel periférico quanto central. Ela é importante no aparecimento de dois fenébmenos
da dor inflamatéria: a hiperalgesia e a alodinia. Hardy et al. (1950) definiram
hiperalgesia como “um estado de intensificacdo da sensacdo dolorosa mediante
uma estimulagdo nociva’, enquanto alodinia é definida pela IASP como “a dor
decorrente de um estimulo normalmente ndo doloroso”. Enquanto o aparecimento
do fenbmeno de hiperalgesia parece estar associado, principalmente, a

sensibilizacdo dos nociceptores (sensibilizacdo periférica), o processo de alodinia
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parece também envolver uma plasticidade neuronal no sistema nervoso central, em
especial na medula espinal (Woolf & Salter, 2000; Zeilhofer & Zeilhofer, 2008).

E importante ressaltar que as definicdes de hiperalgesia e alodinia foram
elaboradas para serem usadas em humanos, pois a alodinia possui uma
caracteristica fundamental que é induzir também uma mudanca qualitativa na
percepcdo da sensacdo esperada com base nas caracteristicas do estimulo
aplicado, ou seja, ocorre uma perda da especificidade da modalidade sensorial (ex.
estimulos tateis causam dor). Assim, alodinia € uma caracteristica principalmente
das neuropatias, as quais se caracterizam por lesdes neuronais, fazendo com que
estimulos de pouca intensidade e pequena duracdo passem a causar dores
lancinantes ou sensac¢fes de queimacdo continua. Contudo, esta caracteristica de
alteracéo da percepcédo ndo pode ser avaliada nos modelos experimentais usuais de
nocicepcao animal, embora o uso improprio deste termo tenha se generalizado nas
descricbes do modo de agcédo e nas pesquisas para o desenvolvimento de novos
farmacos para tratamento de doencas como as neuropatias. Em funcdo disso, a
diminuicdo do limiar nociceptivo, que ocorre durante a inflamacdo, sera referida
neste texto como hipernocicepc¢ao inflamatéria ou, simplesmente, hipernocicepcéo,
quando houver referéncias a experimentos de nocicep¢do animal, e como
hiperalgesia, quando ocorrer no homem.

Os mediadores inflamatérios liberados durante a resposta inflamatéria, no que
se refere a dor, podem ser divididos em dois grupos: 0s mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediarios e 0S mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos finais. Os primeiros s&o liberados no inicio e
durante a inflamacéo, sendo responsaveis pela liberacdo de outros mediadores. Ja

os mediadores finais interagem diretamente com seus receptores especificos,
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presentes nos neurdnios aferentes primarios, provocando sua sensibilizacdo (Cunha
et al., 2007).

Dentre os mediadores finais podemos destacar as prostaglandinas (PGs) e as
aminas simpatomiméticas (noradrenalina e dopamina), como substancias que
sensibilizam diretamente o0s nociceptores, desencadeando a hipernocicepcao
(Ferreira et al.,, 1978; Nakamura e Ferreira, 1987). Além destes, a endotelina
também pode agir sensibilizando diretamente os nociceptores (Ferreira et al., 1989).
A liberacdo destes mediadores hipernociceptivos finais, geralmente, é precedida
pela liberacdo de mediadores hipernociceptivos intermediarios. Entre os mediadores
intermediarios destacam-se as citocinas como sendo os mediadores que possuem
papel mais bem caracterizado na dor inflamatéria (Verri et al., 2006b).

Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a demonstrar a participacdo das
citocinas durante o processo inflamatorio. Em 1988, Ferreira et al. demonstraram
que a IL-1p induz hipernocicepc¢ao via inducdo da enzima cicloxigenase (COX) e
consequentemente liberacdo de PGs, o que foi também demonstrado por outros
pesquisadores (Schweizer et al., 1988; Watkins et al., 1994). Em um segundo
trabalho, Cunha et al. (1991) demonstraram que uma outra citocina participa da
hipernocicepcdo inflamatéria, a IL-8, e que sua acéo € dependente da liberacao de
aminas simpaticas.

Alguns trabalhos da literatura demonstraram que citocinas possuem a
propriedade de estimular a liberac&o de outras citocinas como, por exemplo, o TNF-
a, que induz a producgéo de IL-1p (Dinarello et al., 1986). Sabendo disso, nosso
grupo demonstrou, de maneira pioneira, que a liberacdo dos mediadores finais da
hipernocicepcdo € precedida por uma cascata de liberacdo de citocinas, sendo o

TNF-o. uma citocina chave nesta cascata. Utilizando modelo de hipernocicepcéo
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mecanica em ratos, foi observado que o TNF-a liberado apds a administracdo de
carragenina ou LPS, ativa duas vias hipernociceptivas distintas. De um lado, o TNF
promove a liberagcdo de IL-6 e IL-1p as quais estimulam a producéo de prostandides
e, por outro lado, estimula a liberacdo de IL-8/CINC-1 que estimulam a
producao/liberacdo de aminas simpaticas (Cunha et al., 1992; Lorenzetti et al.,
2002).

Sabendo-se que existia uma hierarquia de liberacdo entre os mediadores e
a importancia das citocinas na ligacado entre o estimulo inflamatorio e a liberacéo de
mediadores finais responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores em ratos,
Cunha et al. (2005) investigaram se 0 mesmo ocorria em camundongos, e
demonstraram que existe uma cascata de citocinas, mas com uma diferenca
importante na hierarquia de liberacdo entre as citocinas. Em camundongos, a
hipernocicep¢cdo mecénica induzida pela carragenina depende n&o sO0 do TNF-q,
mas também da quimiocina KC, sendo as primeiras citocinas a serem liberadas e
apos sucedidas pela IL-1B, que estimula a producdo de PGs. Além disso, a KC
também induz a liberacdo de aminas simpatomiméticas.

Outro mediador hipernociceptivo importante sdo as endotelinas. As
endotelinas foram identificadas inicialmente como um peptideo com potente
atividade vasoconstritora (Yanagisawa et al.,, 1988). Ferreira et al. (1989)
demonstraram pela primeira vez que as endotelinas também apresentavam efeito
hipernociceptiva. Neste estudo, foi demonstrado que a ET-1 induzia hipernocicepcao
no modelo de pressdo constante na pata de ratos, que nao foi alterada pelos
tratamentos com indometacina ou guanetidina, sugerindo um efeito independente de

prostaglandinas ou aminas simpaticas. No entanto, a administracdo intraperitoneal
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de ET-1 em camundongos induziu contorcbes abdominais dependente de
prostaglandinas.

Recentemente, foi demonstrado que a IL-18, uma citocina encontrada em
altos niveis no fluido sinovial de pacientes com AR, com atividades pleiotropica na
regulacédo da resposta celular, apresenta atividade hipernociceptiva nos modelos de
pressdo constante e crescente na pata de ratos por um mecanismo que nédo envolve
a participacdo de prostaglandinas e aminas simpaticas, mas dependente de
endotelinas via receptores do subtipo ETg (Verri et al.,, 2004). Foi demonstrado,
ainda, que as endotelinas também estdo envolvidas na hipernocicepc¢éao induzida por
outras citocinas além da IL-18, como a IL-12, via receptores ETg, € a IL-15, via
receptores ETa. Além disso, a hipernocicepcéo induzida pela IL-15 depende da
liberacdo sequencial de IFN-y --> ET-1 (endotelina-1) --> PGE, (Verri et al., 2005;
2006a; 2007). Dessa forma, os efeitos hipernociceptivos induzidos pela endotelina
podem variar conforme a espécie animal e o modelo experimental, podendo ser

diretos ou indiretos.

1.3. Interdependéncia entre migragdo de neutrdfilos e hipernocicep¢do

7

A migracdo de leucdcitos para o local da injaria € uma etapa essencial da
resposta inflamatdria. Os primeiros leucdcitos a migrarem sao os neutrdéfilos
permanecendo geralmente de 12-24 horas no local da injuria, sendo eliminados
devido a apoptose, seguida de fagocitose por macréfagos. A partir da décima hora
eosindfilos, macrofagos e linfocitos comegam a aparecer, permanecendo no local
em torno de uma semana, porém se 0 agente agressor ndo for removido ocorre a

cronificacdo do processo (Mclnnes et al. 1997; Sauvill, 1997).
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O processo de migracdo de neutréfilos consiste em varias etapas iniciando
pelo rolamento sobre as células endoteliais o qual é mediado pela expressédo de
uma familia de moléculas de adesdo denominadas selectinas (L-, P- e E-selectinas)
(Watson et al., 1990). As selectinas endoteliais (P- e E-selectinas) ligam-se, atraves
de seu dominio lectina, a regido sialil-Lewis-X de certas glicoproteinas expostas na
membrana dos leucdcitos, como as moléculas PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1) e ESL-1 (E-selectin ligand-1) (Yang et al., 1999). A L-selectina, expressa
constitutivamente por todos os leucdcitos, liga-se a um grupo de oligossacarideos
sialomucina presente na superficie das células endoteliais (Jones et al., 1993;
Lawrence & Springer, 1993; Simon & Green, 2005; Smith et al., 1999). Estas
ligacdes especificas, embora fracas, resultantes da interacdo entre as selectinas e
seus ligantes, favorecem a diminuicdo da velocidade com que os neutroéfilos passam
pelos vasos sanguineos.

Apbs ocorre a ativacdo das integrinas presentes nos neutréfilos combinada
com um aumento na expressdo das moléculas da superfamilia das imunoglobulinas
no endotélio, resultando em uma interacdo e forte adeséo entre os neutrdfilos e as
células endoteliais (Hentzen et al., 2000; Hynes, 1992a; b). A transmigracdo é o
passo final do recrutamento de neutréfilos, no qual essas células ultrapassam a
parede endotelial principalmente através das juncdes intercelulares presentes entre
as células endoteliais (diapedese), degradando a membrana basal com o auxilio de
enzimas proteoliticas, ultrapassando a barreira endotelial.

O processo da migracdo de neutréfilos € intermediado por diferentes
mediadores inflamatorios e quimiotaticos, 0s quais promovem um aumento nas
interacbes entre os neutréfilos e as células endoteliais, favorecendo a migracao

destes leucocitos a favor do gradiente de concentracdo entre a area lesada e as
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vénulas poés-capilares (Huttenlocher et al., 1995). Dentre essas substancias,
destacam-se as citocinas, como a IL-1p e TNF-a, varios mediadores inflamatorios
incluindo LTB,4, PAF, histamina, Cba, e varias quimiocinas, como IL-8 induzem a
migracdo de neutréfilos por aumentar a expressdo de moléculas de adesdo nos
neutrofilos e nas células endoteliais, assim como induzir a liberagdo de outros
fatores quimioatraentes (Brinder et al., 1999; Burke-Gaffney & Hellewell, 1996;
Fricke et al., 1985; Macmillan & Foster, 1988; Mantovani & Dejana, 1998).

Os neutrdfilos, uma vez presentes no foco inflamatério, sdo capazes tanto de
fagocitar e destruir microorganismos como promover dano tecidual através de
enzimas proteoliticas e de mecanismos dependentes de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Lehrer et al,. 1988). Este fen6meno pode ocorrer em doengas
auto-imunes como a artrite reumatéide, onde o infiltrado inflamatério crénico na
membrana sinovial é considerado o principal responsavel pelas lesdes articulares
gue ocorrem nos quadros agudos da doenca (Kitsis & Weissmann, 1991).

Antigamente, acreditava-se que a formacdo de edema, dor inflamatéria e o
infiltrado leucocitario constituiam processos independentes. Entretanto, a partir da
década de 80 varios estudos passaram a demonstrar uma relacdo entre
recrutamento de leucdcitos e hipernocicepcao.

Levine et al. (1984) demonstraram que a resposta hipernociceptiva induzida
pelo LTB, é abolida através da deplecéo de leucécitos. De acordo, recentemente um
trabalho do nosso grupo demonstrou no modelo de hipernocicepg¢éo articular que o
LTB4 induz uma resposta pro-nociceptiva dependente de neutréfilos e que existe
uma interdependéncia entre estes eventos, uma vez que o pico de hipernocicepcéo
corresponde ao pico de migracdo leucocitaria articular. Além disso, o tratamento

com fucoidina (um inibidor da adesdo de leucdcitos) inibiu a resposta
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hipernociceptiva produzida pelo zimosan e também a migracédo de neutréfilos para a
articulacéao (Guerrero et al., 2008).

De maneira similar, outro trabalho do nosso laboratério demonstrou que o pré-
tratamento dos camundongos com fucoidina inibe a hipernocicepcdo mecanica
plantar induzida pela carragenina, porém nao inibe a resposta pro-nociceptiva
plantar causada pela PGE, e dopamina, ja que estas ndo sdo dependentes de
neutrofilos. Além disso, no mesmo estudo foi demonstrado que a hipernocicepcgao
plantar induzida pelo TNF-qa, IL-18 e CINC-1 foi inibida pela fucoidina, o que sugere,
portanto que os neutrdfilos estdo envolvidos na producédo dos mediadores que agem
sensibilizando diretamente os nociceptores (Cunha et al., 2008c).

Em outro estudo do nosso grupo, Ting et al. (2008) demonstraram que a
resposta hipernociceptiva plantar induzida pelo C5a € depende de neutréfilos, pois a
deplecdo dos neutréfilos resultou em reducdo da resposta hipernociceptiva.
Importante salientar que a resposta hipernociceptiva provocada pelo Cha é
independente da liberag&o de citocinas. Portanto, tais evidéncias corroboram com a

hipotese da existéncia de relacéo entre nocicep¢do e migracéo de leucdcitos.

1.4. Modelos experimentais de hipernocicep¢do articular

Varios modelos experimentais tém sido utilizados para investigar os
mecanismos envolvidos na hipernocicepcao inflamatéria observada em doencas de
origem imune, como a artrite reumatoide. No entanto, muitos deles utilizam como
ferramenta respostas inflamatodrias contra estimulos inespecificos, como adjuvante
completo de Freund (CFA), zimozan, entre outros (Cook & Nickerson, 2005; Inglis et

al., 2005; Rocha et al., 2004).
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Keystone et al. (1977), demonstraram pela primeira vez que a administracédo
intra-articular de zimosan, o qual é um glicano derivado da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, na articulagao fémur-tibial de camundongos, foi capaz
de induzir artrite inflamatoria crénica, com infiltrado de células mononucleares,
hipertrofia sinovial e formacéo de pannus.

Recentemente Guerrero et al. (2006), com o intuito de suprir, ou a0 menos
diminuir, a deficiéncia existente em modelos para se avaliar dor articular em
camundongos desenvolveu um método de avaliacdo da nocicepcao articular que
consiste na flexdo da articulacéo tibio-tarsal, a qual foi previamente sensibilizada
através de injecao intra-articular de zimosan. Em um outro trabalho, a mesma autora
demonstrou que o zimosan injetado na articulacdo tibio-tarsal de camundongos
induz um processo inflamatorio caracterizado por infiltrado de neutréfilos, com
envolvimento de prostandides, LTB, e PAF (Guerrero et al., 2008 e dados nao
publicados).

O estudo com modelos de artrite induzida por antigeno (AlA) propicia a
observacdo de respostas imunes mais préximas daquelas observadas na artrite
humana, promovendo um estudo mais acurado da patogénese da dor nesta doenca.
Deste modo, nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa, inclusive o nosso, tem
utilizado o modelo de AIA para um melhor entendimento do papel de diferentes
mediadores inflamatérios nos processos de migracdo celular e hipernocicepc¢éo
presentes na artrite.

Cunha et al. (2003), utilizando um modelo de AIA, demonstraram que a
administracdo intraplantar de ovalbumina (antigeno proteico) em ratos previamente
imunizados induz hipernocicepcdo mecanica, dose e tempo dependentes. A

participacdo de citocinas como mediadores intermediarios, entre o reconhecimento
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deste estimulo e a liberacdo dos mediadores finais da hipernocicepcdo mecanica
(prostaglandinas e aminas simpaticas), também foram demonstradas.

De modo similar, trabalhos posteriores do nosso laboratorio, porém utilizando
como antigeno solavel, a proteina albumina bovina sérica metilada (MBSA)
associada ao CFA, o qual é utilizado para dirigir a resposta imune para o padrao
Thl, demonstraram que a administracdo do antigeno intraplantar e na articulacao
tibio-tarsal de camundongos previamente imunizados produz diminuicdo do limiar
nociceptivo de forma dose e tempo dependente (Cunha et al., 2008b; Verri et al.,
2008). No estudo de Cunha et al. (2008b), o efeito hipernociceptivo intraplantar do
MBSA depende da liberacdo de TNF-a, IL-1B e KC, agindo via liberacdo de
prostandides e aminas simpaticas. No entanto, a hipernocicepcdo causada pela
administracdo de mBSA na articulacao tibio-tarsal de camundongos € dependente
da cascata de sinalizacdo via liberacdo de TNF-a, IL-13, INF-y, ET-1 e PGE; (Verri
et al., 2008). Neste mesmo estudo, Verri et al. (2008) demonstraram que a IL-33,
uma citocina pré-inflamatéria da familia de citocinas da IL-1, participa da
hipernocicepc¢éo articular e cutanea induzida por antigeno antecedendo a liberagéo

dos mediadores descritos acima.

1.5. Células Th17

A mais de vinte anos atras Mosmann & Coffman relataram que existia
subtipos distintos de células T CD4", denominados células T helper (auxiliar) 1 e T
helper 2 (Thl e Th2), as quais produziam diferentes citocinas. O subtipo Thl produz
grandes quantidades de IL-2, IFN-y, induzem reagdes de hipersensibilidade tardia,
ativam macréfagos e sdo eficazes na defesa contra patdogenos intracelulares.

Enquanto o subtipo Th2 secreta IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e s&o importantes na
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inducdo da producédo de IgE, recrutamento de eosinofilos para o sitio inflamatorio e

também ajudando na eliminacao de parasitas (Mosmann & Coffman, 1989).

As citocinas produzidas por células do sistema imunoldgico inato governam a
diferenciacdo das células T-helper. IL-12 dirige as células T naive para a
diferenciacdo em um padrdo Thl, mediando a auto-imunidade. A IL-12 foi
identificada em 1989, como um fator sollvel que estimula células natural Killer (NK)

a produzir IFN-y. A IL-12 é uma citocina heterodimérica formada pelas subunidades

p40 e p35, sendo produzida por células apresentadoras de antigeno ativadas em
resposta a produtos bacterianos e sinais imunes (Chua et al., 1995; Cooper et al.,
1997). Outra proteina, a p19 combina-se com a subunidade p40 da IL-12 formando a

IL-23 (Oppmann et al., 2000).
Historicamente, células Thl, produtoras de IFN-y em resposta a IL-12, foram

apontadas como sendo essenciais para o desenvolvimento da artrite reumatoide. No
entanto, estudos com camundongos deficientes para IL-23 ou IL-12, a falta de IL-23
deixou 0s animais altamente resistentes ao desenvolvimento de auto-imunidade e
inflamacédo, enquanto que a perda de IL-12 ndo apresentou esse resultado (Cua et
al., 2003; Murphy et al, 2003). Estes dados aparentemente contraditorios
associados a descoberta da IL-23 levou a reavaliacdo da importancia da IL-12 e das
células Thl na AR. Estudos mais recentes tém demonstrado que a IL-23 possui um
importante papel na diferenciagdo e na manutencdo de uma populagéo de células T
produtoras de IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-21, TNF-a e IL-6, denominadas células Th17
(Langrish et al., 2005; Ouyang et al., 2008). No entanto, a descoberta de que a IL-23
€ uma citocina importante para a diferenciacdo das células Th17 ocasionou um

problema conceitual, uma vez que, células T naive ndo expressam receptor para a
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IL-23, assim essas células ndo podem se diferenciar em células Th1l7 na presenca
de IL-23 (Mangan et al., 2006). O problema foi esclarecido em 2006, quando trés
estudos independentes encontraram que a combinacdo da citocina
imunorregulatéria TGF-B e a citocina pro-inflamatoria IL-6 € necessaria para a
inducéo da diferenciacdo de células T naive em Th17 (Bettelli et al., Mangan et al.,
2006; Veldhoen et al.,, 2006). No entanto, deve-se mencionar que existem
demonstracdes que o TGF- B pode suprimir a inflamacéo e inibir a auto-imunidade.
Isto ocorrer porque células T naive na presenca de TGF- B expressam o fator de
transcricdo Foxp3 o qual induz células T regulatoérias (Treg) (Li & Flavell, 2008; Marie
et al., 2005). Uma descoberta importante que permitiu a elucidacdo da aparente
contradicdo foi a demonstracdo de que a IL-6 € um potente inibidor de TGF- 3,
suprindo a expressao de Foxp3 em células T naive. Por outro lado, esta citocina, em
conjunto com o TGF- B, induzem a diferenciacdo de células Thl7 (Bettelli et al.,
2006). Além disso, a IL-21 que é produzida em grandes quantidades por células
Th17 pode, em conjunto com o TGF- 3, amplificar a diferenciacdo destas células.
Assim, a IL-21 pode atuar de maneira autécrina em um ciclo de feedback positivo,

amplificando os precursores das células Thl7 (Korn et al., 2007; Nurieva et al.,

2007). Além dos fatores de diferenciacéo, os fatores de transcricdo STAT3 e ROR-yt

estdo envolvidos no desenvolvimento das células Th17. A ativagdo do ROR-yt induz

a expressao do receptor da IL-23 nas células Th1l7 (lvanov et al., 2006). Deste
modo, a IL-23 é responsavel pela expansdo e manutencdo do padrdo Th1l7, sendo
assim um fator de estabilizacdo destas células.

O papel das células Th17 no desenvolvimento da AR tem sido esclarecido por
estudos mostrando que camundongos deficientes para a IL-17, ou para a IL-6, sao

resistentes a inducdo da CIA (Nakae et al., 2003; Sasai et al., 1999). Além disso, foi
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verificado que os niveis de IL-17 e IL-6, bem como o numero de células T
expressando IL-17, estdo aumentados no fluido sinovial de pacientes com AR. Deste
modo, parece que 0 eixo IL-23/Th17 € uma via essencial para a inducdo de doencas

auto-imunes, entre elas a AR.

1.6. Interleucina 17 (IL-17)

Como descrito anteriormente, as citocinas e quimiocinas participam do
recrutamento de neutréfilos e da hipernocicepcdo em diversas condicdes
inflamatorias, incluindo a artrite reumatoéide (Harris, 1990; Koch et al., 1991; 1994).
Dessa forma, a importancia destas substancias na fisiopatologia da artrite
reumatoide tem sido demonstrada tanto em humanos quanto em modelos animais
(Feldmann et al., 1996).

A IL-17 é uma familia de citocinas com seis membros que inclui a IL-17 A
(também denominada de IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (ou IL-25) e IL-17F.
As células T CD4", conhecidas como células Th17, produzem as citocinas IL-17A e
IL-17F que também podem ser secretadas por células T CD8" de memodria ativadas,

células NKT e linfécitos yo (Korn et al., 2009; Mills, 2008; Yao et al., 1995).

Enquanto, os genes dos outros membros da familia da IL-17 sdo mapeados em
cromossomos diferentes, o gene da IL-17A e da IL-17F € localizado no cromossomo
1 em camundongos e no cromossomo 6 em humanos. A proteina IL-17A é um
homodimero, ligada por pontes dissulfeto, com peso molecular em torno de 35 kDa e
constituida por 155 aminoéacidos. Este polipeptideo contém residuos de cisteina que

formam ligacdes intermoleculares durante a dimerizagcdo (Yao et al., 1995). Os
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outros membros da familia da IL-17 (IL-17B-F) possuem de 163-202 aminoacidos
gue apresentam de 20-50% de homologia com a IL-17A (Kawaguchi et al., 2004). A
IL-17F também é um homodimero que apresenta 55% de homologia com a IL-17A e,
pode formar um heterodimero com a IL-17A (Liang et al., 2007). No entanto, apesar
de serem produzidas pelo mesmo padrdo de células e apresentarem certa
homologia, a IL-17A e a IL-17F possuem diferentes efeitos biol6gicos. Estudos
realizados em animais deficientes para IL-17A e IL-17F demonstraram que a IL-17A
tem um papel mais importante na inducao da auto-imunidade do que a IL-17F (Yang
et al., 2008).

A IL-17 (ou IL-17A) é uma citocina altamente pro-inflamatoria encontrada em
altos niveis no fluido sinovial de pacientes com AR (Chabaud et al., 1999; Kotake et
al.,, 1999) e que estimula fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais e
macrofagos a produzir quimiocinas, GM-CSF, IL-1B, IL-6, ICAM-1, PGE,, RANTES,
metaloproteinases, NOS-2, dentre outros mediadores envolvidos com a migracao
neutrofilica, erosdo 6ssea e destruicao tecidual (Witowski et al., 2004).

Ademais, a IL-17 pode agir em conjunto com outras citocinas como o TNF-a e
IL-1B, promovendo aumento na produg¢ao de quimiocinas, como a IL-8, MIP-2, KC e
LIX, e G-CSF, amplificando a migracao de neutréfilos (Albanesi et al., 1999; Fossiez
et al., 1996; Jones & Chan, 2002; Ruddy et al., 2004a; b). Neste sentido, estudos
conduzidos em modelos animais de AR demonstraram que o bloqueio de ambos, IL-
17 e TNF-q, foi mais efetivo em controlar a inflamacao sinovial e reabsorcdo 6ssea
do que o bloqueio destas citocinas separadamente (Chabaud & Miossec, 2001;
Chabaud et al., 2001).

Além disso, camundongos deficientes para IL-17 mostraram-se resistentes a

inducao da artrite induzida por colageno tipo Il (CIA), assim como a neutralizacdo da
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IL-17 enddgena com anticorpo anti-IL-17 ap0ds o inicio da CIA diminuiu a gravidade
da doenca (Lubberts et al., 2005). Embora, estes dados mostrem o importante papel
pré-inflamatério da IL-17 na patogénese da AR, ndo existem provas de que a IL-17

contribui para a génese da hipernocicepcéo articular.
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Obyjetivo geral

Baseado nos estudos acima relatados, o presente estudo teve por objetivo
elucidar os mecanismos de participagdo da IL-17 na inducdo da hipernocicepcao
articular e da migracdo de neutréfilos em modelo de artrite induzida por antigeno em

camundongos.

Objetivos Especificos

1. Determinar a curva dose e tempo-resposta de hipernocicep¢do e a migracao
de neutréfilos na articulacdo fémur-tibial de camundongos no modelo de

artrite induzida por antigeno;

2. Avaliar o efeito do tratamento com anticorpo anti-IL-17 na hipernocicepc¢ao e
migracdo de neutrdéfilos induzidas pelo desafio com mBSA em camundongos

imunizados;

3. Determinar a possivel capacidade da IL-17 de induzir hipernocicep¢do e
migracdo de neutrdéfilos na articulacdo fémur-tibial de camundongos (dose e

tempo-resposta);

4. Determinar se a inibicdo da migracdo leucocitaria articular induzida pelo
MBSA e pela citocina IL-17 administradas intra-articularmente, inibe a

hipernocicepcéao articular;

5. Avaliar os possiveis mediadores e mecanismos que poderiam estar
envolvidos nos processos de hipernocicepcdo e migracdo de neutrofilos

induzidos pela IL-17 em modelo de artrite induzida por antigeno.
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Os experimentos foram conduzidos de acordo com o comité de ética para
animais de experimentacdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo (Processo n° 173/2008, ver anexo 1).

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos isogénicos das
linhagens C57BL/6 e Balb/c machos de 20 a 25g, provenientes do biotério central da
Universidade de Sao Paulo (USP) Campus de Ribeirdo Preto. Além destes, foram
utilizados camundongos geneticamente modificados de 20 a 25g para o receptor tipo
| do TNF-a (KO p55™) provenientes do biotério do Departamento de Imunologia da
USP Campus de Ribeirdo Preto. Foram utilizados no minimo cinco animais por
grupo experimental, os quais permaneceram cerca de dois dias no biotério de
Departamento de Farmacologia, sob condicfes de temperatura e ciclo claro/escuro
controlados, com livre acesso a agua e comida, antes de serem submetidos aos

ensaios biolégicos.

3.2. @reparo de solugées, drogas e reagentes

o Tampdo de salina-fostato (PBS)

Cloreto de S6dio P. A (NaCIl, Merck) ......cooovveeiieei 8,049
Cloreto de Potassio P. A (KCI, MErCK) .....cooveeieiieeeeeeeeeeeeeee 0,29
Fosfato de Sadio dibasico P.A (NazHPO4, MErck) ...........uevueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 1,159
Fosfato de Potassio monobasico P.A (KH2PO4, Merck) ...........euvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 0,29
e U Y 11T @ e TR o TR 1L
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O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solucdo foi armazenada a 4°C

antes de ser utilizada.

* PBS/EDTA
= 1 T 100 mL
] N (Y 1= X TP 37,2 mg

o Liquido de Turkey

Acido Acético Glacial P.A (MEICK) .........ccueiiieeieeieeee et 9 mL
Azul de Metileno (MEICK) ......ccccoiiieeee e 1mL
AGUA Milli=Q 0.5, v vttt ettt et ettt et e et e e e et e te e e et e et e st et esteareesaeareas 1L

e (orante panético rdpido (LaborClin)

Panotico rapido n° 1: solucao de triarilmetano 0,1%.
Panotico rapido n° 2: solucao de xantenos 0,1%.

Panotico rapido n° 3: solucao de tiazinas 0,1%.

o Tampées utilizados para o ensaio de ELISA

- Solugio de ligagio (6inding buffer) pH 9,0

NP2 B o L @ A (/=T o 0,1 M
- Tampdo substrato pH 5,0

ACIHO CIHCO (MEICK) ...ttt 34,7 mM
NP2 B o | o @ A (1 =T 03 P 66,7 mM
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- Substrato

OPD (SIOMA). oo 0,4 mg
o DY@ P (Y [T o TSP 0,4 uL
TamPEO SUDSIIAtO 0.S.P.ceiiiiiiiiiiiiii i 1mL

o Albumina bovina sérica metilada (mBSA)

A mBSA (Sigma) foi diluida em adjuvante de Freund completo ou salina antes de

ser utilizada.

® ®Drogas

A tabela 1, a seguir, descreve as drogas e o0s veiculos utilizados para a

realizacdo do presente trabalho.

Tabela 1 — Drogas e veiculo

DROGAS

Infliximabe (Shering-Plough)
Anticorpo anti-IL-17 (R&D systems)
DF-2156 (Dompe, ltalia)

IL-1ra (NIBSC, UK)

Fucoidina (Sigma-Aldrich)
Doxiciclina (Pfizer)

Bosentan (Actelion Pharmaceuticals)
Indometacina (Prodome)
Guanetidina (Sigma-Aldrich)
Zimosan (Sigma-Aldrich)

IL-17 (R&D systems)

ET-1 (American Peptides)
Dopamina (Sigma-Aldrich)

PGE, (Sigma-Aldrich)

VEICULO

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

H,O destilada

Goma arabica 5% em H,0 destilada
Tampéo Tris 0,1 M; pH 8,0
Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%

Salina 0,9%
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3.3. Indugdo de artrite experimental

3.3.1. Artrite induzida por antigeno (A14)

Camundongos C57BL/6 e Balb/c foram imunizados, através de injecao
subcutanea (s.c) com uma emulsao contendo 200 uL de volumes iguais de PBS e
adjuvante completo de Freund (CFA), na qual foi dissolvido 500 ung de mBSA. No
sétimo dia apdés a primeira imunizacado foi administrado s.c reforco da mesma
preparacdo (Fig. 1). Os animais falso-imunizados (FI) receberam o mesmo
tratamento aplicado aos demais, porém sem a administragdo de mBSA. No vigésimo
primeiro dia os animais imunizados foram desafiados com mBSA, IL-17, ET-1, PGE;
ou dopamina através da injecdo na articulacdo fémur-tibial direita. Apos a

administrac@o dos estimulos a hipernocicepc¢éo articular foi avaliada nos diferentes

tempos.
mBSA 4 mBSA 4
+ CFA + CFA

7° 21°d
121IM 22 1M Desafioi.a.

Figura 1 — Representagio esquemdtica do protocolo experimental de artrite
induzida por antigeno
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3.3.2. Artrite induzida por zimosan (A12)

O modelo experimental de inflamacé&o induzida por zimosan em joelhos de
camundongos foi primeiramente utilizado por Keystone et al. (1977). No presente
trabalho a artrite por zimosan foi induzida nos camundongos apos a administracao
intra-articular de 30 pg de zimosan (de Saccharomyces cerevisiae) diluido em 10 pL
de salina na articulacdo fémur-tibial direita. Nos animais controle foram injetados 10

uL de salina na articulacéo.

3.4. Avaliagdo nociceptiva articular

A avaliacdo da hipernocicepcdo mecanica na articulacdo fémur-tibial foi
realizada por modificacdo do método de flexdo dorsal da articulacao tibio-tarsal de
camundongos como descrito por Guerrero et al. (2006). Deste modo foi possivel
avaliar a hipernocicepcdo e migracdo de neutréfilos de forma direta (lavado da
cavidade articular) no mesmo sitio inflamatério. Ao contrario da articulacéo tibio-
tarsal na qual a migracdo de neutréfilos é avaliada indiretamente pela atividade
mieloperoxidase (MPO) devido a dificuldade técnica de se realizar um lavado dessa
articulacdo. O método descrito por Guerrero et al. (2006) foi baseado no método
eletrbnico de quantificacdo da intensidade da nocicepcdo inflamatéria em

camundongo descrito por Cunha et al. (2004).

Os experimentos foram realizados com anestesibmetro eletrénico (modelo
1601C, Life Science Instruments California, USA) (Fig. 2), que consiste em um
transdutor de presséo conectado a um contador digital de forca expresso em gramas

(9). A captacado da presséo é feita pelo contato do transdutor de pressdo a pata, que
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é realizado através de uma ponteira de polipropileno com area de 4,15 mm? que esta
conectada ao transdutor (Fig. 3). A avaliacdo da nocicepcéo na articulacdo fémur-
tibial consiste na aplicacdo, por entre as malhas da rede, de uma presséo
linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo, até que o animal
flexione a regido fémur-tibial, produzindo uma resposta de retirada da pata (Fig. 4). A
ponteira de 4,15 mm? permite avaliar a hipernocicepcéo articular, pois tal ponteira
ndo é per se nociceptiva (Guerrero et al., 2006). A intensidade de hipernocicepc¢éo
mecanica articular é quantificada através de valores absolutos de limiar mecanico
(em gramas).

Os testes nociceptivos foram realizados entre 08:00 e 17:00 h. Todos os
experimentos seguiram as normas e éticas estabelecidas para experimentacdo com

animais conscientes, recomendadas pela IASP (Zimmermann, 1983).

Figura 2- Foto do equipamento utilizado no modelo de nocicep¢do articular

A foto apresenta o anestesidbmetro eletrénico (Modelo 1601C, Life Science
Instruments Califérnia, EUA), as caixas de acrilico, o assoalho em rede de malhas e

o espelho, utilizados no modelo de nocicepgéo articular.
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Figura 3- Foto da ponteira utilizada no modelo de nocicepgdo articular

A foto apresenta a ponteira utilizada na avaliacdo da resposta nociceptiva articular. A
ponteira A (ponteira de area- 4,15 mm?).

Figura 4- Foto no momento do teste de nocicep¢do articular

A foto apresenta a ponteira em contato com a pata do animal. O experimentador
aplica, por entre as malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro
da planta da pata do camundongo até que o animal produza flexdo dorsal da
articulacao fémur-tibial.
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3.5. Determinagdo farmacoldgica dos mediadores inflamatorios envolvidos na

hipernocicep¢do e migragdo de neutrdfilos para a articulacdo em modelo de AIA

Para determinar os mediadores envolvidos no processo de migracdo e de
hipernocicepcao, foram utilizados animais deficientes para o receptor do tipo | do
TNF-a e/ou drogas como: infliximabe (anticorpo anti-TNF- a), indometacina (inibidor
das cicloxigenases), guanetidina (bloqueador da liberacdo de aminas simpaticas da
terminacdo nervosa), bosentan (antagonista dos receptores ETA/ETg), DF-2156
(antagonista CXCR1/ CXCR2), doxiciclina (inibidor n&o-especifico das
metaloproteinasess), fucoidina (inibidor da migracdo de leucécitos), IL-1ra
(antagonista do receptor da IL-1), anticorpo contra IL-17 e anticorpo isotipo controle
(IgG de rato normal). Na tabela abaixo sdo descritos os protocolos farmacolégicos
de pré-tratamentos, segundo as drogas, 0s tempos, as doses e as vias de
administracdo (Tabela 2). A figura 5, a seguir, descreve esquematicamente 0s

protocolos farmacologicos de pré-tratamentos.

Tabela 2 — Pré-tratamentos: Sequndo as drogas, o tempo, a dosagem e a via

DROGAS TEMPO DOSE/VIA REFERENCIA
Anticorpo anti-IL-17  Co-tratamento 2,25 pug; i.a. Lemos et al., 2009
Anticorpo controle Co-tratamento 2,25 pug; i.a. Lemos et al., 2009
DF-2156 20 min antes 30 mg/kg; i.v. Cunha et al., 2008a
IL-1ra 30 min antes e 3,5 hs ap6s 50 mg/kg; i.v. Verri et al., 2008
Fucoidina 15 min antes e 3,5 hs apés 20 mg/kg; i.v. Verri et al., 2009
Doxiciclina 30 min antes 3, 10 e 30 mg/kg; v.0. Gutierrez et al., 2008
Infliximabe 48 hs e 60 min antes 10 mg/kg; i.p. Thwin et al., 2009
Bosentan 60 min antes 100 mg/kg; v.o. Verri et al., 2007
Indometacina 30 min antes 5 mg/kg; i.p. Cunha et al., 2005
Guanetidina 60 min antes 30 mg/kg; s.c. Cunha et al., 2005
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No 21°%dia:

Pre-tratamentos Estimuloi.a. 72h

Hipernocicepgdo e migracao

Figura 5 — Representagdo esquemdtica dos protocolos farmacoldgicos.

3.6. Quantificagdo da migragdo leucocitdria ao tecido articular

Para avaliacdo da migracdo de neutréfilos, os camundongos foram
sacrificados apos o desafio com mBSA, IL-17 ou zimosan e foi realizado o lavado
intra-articular (2x) com 5 pl de PBS contendo EDTA (1 mM). Este lavado foi diluido
em 90 ul de PBS/EDTA e a partir deste, foram realizadas a contagem total e

diferencial de leucdcitos.

3.7. Contagem total dos leucdcitos

Aliquotas de 10 pl do lavado articular foram diluidas em liquido de Turk, na
proporcao de 1:1, sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em camara de
Neubauer, com auxilio de microscopio Optico (aumento de 100x) e contador manual

e expressa como nimero de células x 10%/ cavidade articular.
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3.8. Contagem diferencial dos leucécitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacao
de uma aliquota do lavado intra-articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh,
Pennsylvania, USA) e coradas pelo corante pandético rapido (LaborClin; Produtos
para Laboratério Ltda, Pinhais, PR, Brasil). As células foram examinadas em
microscopio Optico através da objetiva de imersdo em 0Oleo (aumento de 1000 x).
Foram entdo contadas 100 células por lamina, diferenciando-se quatro tipos
celulares: neutrofilos, eosindfilos, mononucleares e mastécitos. O numero de
neutrofilos presentes na cavidade articular foi obtido através da percentagem de
neutréfilos (dada pela contagem diferencial) e da quantidade de células total
presentes na cavidade articular. Os resultados foram expressos como numero de

neutréfilos x 10% cavidade articular.

3.9. Dosagem de Citocinas

Ap6s a injecdo i.a. do estimulo inflamatério, as amostras da regido da
articulagcdo fémur-tibial foram coletadas nos tempos indicados e trituradas com
auxilio de polytron em solugdo Tampéo Fosfato Salina (PBS) contendo: 0,4 M de
NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA), 0,1 mM de
fluoreto de fenil-metil-sulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzeténio, 10 mM de EDTA e
0,001% aprotinina. Apés a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
3000g durante 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis de
IL-17, TNF-qa, IL-1B e KC/CXCL1 por ELISA seguindo o seguinte procedimento:

Placas de 96 pocos foram incubadas por toda a noite a 4 °C com anticorpos

contra IL-17, TNF-a, IL-1B e KC/CXCL1 murinas que foram dosadas (na
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concentracdo referente a citocina a ser dosada). No dia seguinte, as placas foram
lavadas e incubadas por 2 horas com uma solucdo a 1% de albumina bovina no
intuito de evitar ligacfes inespecificas. Apos esse bloqueio e lavagem das placas, as
curvas-padrdo em varias diluicbes ou as amostras (em triplicata) foram adicionadas
e incubadas a 4 °C por 24 h. As placas foram lavadas trés vezes com tampao e 0s
anticorpos policlonais biotinilados contra IL-17, TNF-a, IL-18 e KC/CXCL1 murinas,
diluidos na propor¢cdo que se enquadre melhor a cada citocina e quimiocina, foram
adicionados (100 ul/poco). Apés uma incubacdo em temperatura ambiente por 1
hora, as placas foram lavadas e 50 ul de avidina-HRP diluida 1:5000 foi adicionada.
Em seguida (trinta minutos apés), 50 ul do reagente colorido (o-fenilenodiamina-
2HCI; OPD, Sigma USA) foi adicionado e as placas foram mantidas no escuro, em
temperatura ambiente, por 15-20 min. A reacdo enzimatica foi interrompida com
H,SO, 1M e as absorbéncias foram determinadas a 490 nM. Os resultados foram
obtidos comparando a densidade Optica com as densidades das curvas padrdes.
Além disso, os resultados foram expressos em picogramas da respectiva citocina por
articulacdo. Como controle foram utilizados os niveis das citocinas que foram

determinadas em camundongos normais injetados com salina.

3.10. Avaliagdo da expressdo de genes

A expressdao de RNAm para COX-2, MMP-2, MMP-9 e prepro-endotelina
(PPET-1) foi avaliada por RT-PCR em tempo real como descrito previamente (Verri
et al., 2008). Os animais foram sacrificados nos tempos indicados ap0s as inje¢des
de IL-17 ou mBSA (i.a.) e as membranas sinoviais foram coletadas. O RNA celular

total da membrana sinovial foi extraido usando o reagente de Trizol (Invitrogen Life
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Technologies Corporation, Carlsbad, CA). A seguir, 200 pyL de cloroféormio (Gibco
BRL) foram adicionados a suspensdo, a qual foi centrifugada a 13000 g por 15
minutos a 4 °C. A fase aquosa formada foi transferida para um novo tubo. A este
tubo foi adicionado isopropanol na proporcédo de 1:1 e, apds agitado em Vortex, e
incubou-se por 15 minutos a -20 °C, para precipitacdo do RNA disperso na fase
aguosa. Apos incubacdo e centrifugacdo a 13000g durante 15 minutos a 4 °C,
descartou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi suspenso em etanol PA, agitado em
Vortex e centrifugado novamente nas mesmas condicdes anteriores. O
sobrenadante foi entdo novamente descartado e, o precipitado, re-suspenso em
agua livre de RNAse. A concentracao de RNA foi determinada pela densidade otica
no comprimento de onda de 260 nm, por meio do aparelho GeneQuant (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway). Um micrograma do RNA total foi transcrito para
cDNA por acédo da enzima transcriptase reversa Pre-Improm Il (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). A reacédo quantitativa do RT-PCR em tempo real foi feita no ABI
Prism 7500 Sequence Detection System usando o sistema de fluorescéncia SYBR-
green (Applied Biosystems, Warrington, UK) para a quantificacdo das amplificacdes.
O RT-PCR foi executado com volume final da reacdo de 13 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 fusdo 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 para camundongos utilizados estado contidos na Tabela 3.
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Tabela 3- Sequéncia dos pares de “primers” utilizados

Primers sense anti-sense
B-actina 5-AGC TGC GTT TTA CAC CCT TT- 3’ 5’- AAG CCA TGC CAA TGT TGT CT- 3’
COX-2 5’- GTG GAA AAA CCT CGT CCA GA-3’ 5’- GCT CGG CTT CCA GTATTG AG- 3

MMP-2 5’- GGC TCT GTC CTC CTC TGT AGT TAACC- 3 5- GCA ACA GTT AAG GTG GTG CAG GTA- 3’
MMP-9 5’- TCC CCA AAG ACCTGAAAACCTC-3 5-GCC CCACTAGAGTTT AACTGT TCACT-3

PPET-1 5-TGT GTC TAC TTC TGC CAC CT- 3’ 5- CAC CAG CTG CTG ATA GAT AC- 3’

3.11. Gel de zimografia

A atividade gelatinolitica das MMPs foi analisada pela zimografia de gelatina
conforme descrito (Gutierrez et al., 2008). As membranas sinoviais foram coletadas
7 h ap6s o desafio com IL-17 ou salina e homogeneizadas em tampéao Tris-CaCl,
contendo inibidores de protease. A fim de confirmar que a atividade gelatinolitica
quantificada foi especifica para MMPs, o-fenantrolina (1 mM) foi adicionada ao
tampdo de incubacédo, abolindo todas atividades gelatinoliticas. A concentracdo de
proteinas da amostra foi determinada pelo método colorimétrico Coomassie
(Bradford) Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA). As amostras do
homogenato foram desnaturadas a 40 °C durante 10 min. Em seguida, as amostras
foram aplicadas (10 pg de proteina por grupo) em gel de policrilamida a 10%
copolimerizado com gelatina (40 mg/ml, tipo A de pele porcina, Sigma) e separadas
por eletroforese, conforme a técnica SDS-PAGE. Apds o tempo de eletroforese, os
géis foram lavados duas vezes com Triton X-100 a 2% para remover o SDS, e

colocados durante 18 h a 37 °C em tampéao de ativagcédo Tris-CaCl, (50 mmol/L de
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Tris-HCI, 150 mmol/L de cloreto de sédio, 10 mmol/L de cloreto de célcio, e 0,05%
de azida de sdédio). Apés incubacédo, os géis foram fixados e corados com azul
brilhante de Coomassie (G-250, Sigma). Para a visualizacdo das bandas referentes
as MMPs os géis foram descorados com metanol a 30% e acido acético a 10%.
Observa-se a formacdo de bandas claras contra o fundo azul do Coommassie
(devido a degradacéo da gelatina incorporada ao gel pelas MMPs). Os zimogramas
foram digitalmente escaneados, e a intensidade das bandas foi quantificada usando

0 programa ImageJ.

3.12. Determinagdo da produgdo de prostaglandina

As amostras da articulagdo fémur-tibial foram coletadas duas e seis horas
apos a injecdo de IL-17 em uma mistura de 0,5 mL de tampdo PBS contendo
indometacina (20 pg/ml) e 1 mL de solvente de extracdo (isopropanol/ acetato de
etila/ 0,1 N HCI, 3:3:1). Apés homogeneizar as amostras com auxilio de um polytron,
estas foram centrifugadas por 10 min a 2000 g a 4 °C. A fase organica foi coletada e
evaporada em rota-evaporador. O pellet foi reconstituido em 500 pl de tampéao
fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,8% de azida de sodio e 0,1% de gelatina. As
concentragbes de PGE, foram determinadas por radio imuno-ensaio (RIA). Os

resultados foram expressos como pg de PGE; por articulagéo (Verri et al., 2007).

3.13. Andlise Estatistica

Os resultados sao representados como a média + E.P.M. por grupo de cinco

animais e estes sdo representativos de dois experimentos independentes. Conforme
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indicado, a andlise dos resultados foi feita pelo teste de andlise de variancia de dois
fatores (tratamento e tempo) ou de um fator (tratamento). As comparagdes post-hoc

foram realizadas com o teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas

significativas para valores de P <0,05 (do teste te Bonferroni).
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4.1. mBSA induz hipernocicepgdo articular em camundongos

Primeiramente avaliamos o efeito da administracdo de um antigeno especifico
na nocicepcao articular em um modelo de AlA. Para tanto, os camundongos foram
imunizados previamente com mBSA (antigeno) e no 21° dia apdés a primeira
imunizacdo os animais foram desafiados com uma injecdo intra-articular (i.a.) de
MBSA na articulagdo fémur-tibial direita. Observamos que o desafio i.a. com mBSA
causou uma significante reducao do limiar nociceptivo de modo dose dependente
(10-90 ug/ articulagdo) quando comparado ao grupo imunizado desafiado com salina
ou com o grupo falso-imunizado desafiado com mBSA (Fig. 6). A resposta
hipernociceptiva comecou 3 h apés a injecdo do estimulo, alcancando um platd entre
a sétima e a vigésima quarta horas e retornou aos niveis do controle 72 e 96 hs
apos o desafio (Fig. 6). Para os experimentos seguintes foi escolhida a dose de 30

pg/ articulacdo de mBSA e o tempo de 7 hs apds a administracao do estimulo.
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Figura 6- Hipernocicepgdo mecdnica articular induzida por mBSA em camundongos
previamente imunizados. Curvas dose e tempo resposta hipernociceptiva em

camundongos balb/c imunizados com mBSA e desafiados i.a. com mBSA (10, 30, 90
pg) ou 10 pl de salina. Os animais falso imunizados foram desafiados i.a. com 90 pg de
mMBSA. A hipernocicepcao articular foi avaliada 1-96 h apds a injecdo do estimulo. Os
resultados sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois
experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante

guando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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4.2. A IL-17 participa da hipernocicep¢do articular induzida por antigeno

Apé6s determinar a dose de mMBSA necessaria para induzir resposta
hipernociceptiva articular em camundongos, foram realizados experimentos para
testar o papel da IL-17 neste modelo de artrite induzida por antigeno. O tratamento
dos camundongos com um anticorpo anti-IL-17 (2,25 pg) inibiu o efeito
hipernociceptivo 5 e 7 hs apds a injecdo de mBSA (30 pg) quando comparado ao
grupo tratado com um anticorpo isotipo controle (IgG de rato normal) (Fig. 7A). O
efeito antinociceptivo do anticorpo anti-IL-17 terminou 24 hs ap0s sua administracao.
Neste momento, os camundongos foram tratados novamente com a mesma dose de
anticorpo e a resposta nociceptiva foi avaliada 3 hs apés. Foi observado, um
significante efeito antinociceptivo ap6s a segunda administracdo do anticorpo (Fig.
7A). Com o intuito de confirmar o envolvimento da IL-17 na AIA, foi administrado
mBSA 30 ug na articulacéo fémur-tibial direita de camundongos balb/c e apés 3 e 12
hs do desafio a producdo de IL-17 na articulacdo foi avaliada. Observamos que a
injecdo de mBSA induziu um aumento significativo nos niveis de IL-17 quando
comparados ao grupo salina 3 e 12 hs apds o desafio com o estimulo (Fig. 7B).

Uma vez que determinamos que a IL-17 participa do modelo, fomos verfificar
se a citocina era capaz de induzir uma resposta pro-nociceptiva. Os camundongos
imunizados previamente com mBSA foram desafiados i.a. com IL-17 (3-30 ng/
articulacdo) e a hipernocicepcdo mecanica articular foi avaliada durante um periodo
de 7 hs ap0s a injecdo do estimulo. A administracdo de IL-17 na articulagdo fémur-
tibial dos animais induziu hipernocicepcdo de maneira dose e tempo dependentes
(Fig. 8). A diminuicéo do limiar nociceptivo foi observada 1 h apds o desafio de IL-17

nas doses de 10 e 30 ng/ articulagdo, a qual aumentou progressivamente 7 h apos o
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desafio. A dose de 30ng de IL-17 por articulacéo foi escolhida para os experimentos
seguintes.

Avaliamos também a participacdo da IL-17 na génese da hipernocicepcao
articular em outro modelo de artrite, 0 modelo de artrite induzida por zimosan (AlZ).
O tratamento dos camundongos com anticorpo anti-IL-17 (a-IL-17, 2,25 pg/
articulacéo) nao inibiu a hipernocicepcéao articular induzida pela administracéo i.a. de
zimosan (30 ug/ articulacdo) quando comparados com o grupo tratado com anticorpo
isotipo controle (a-CTL) avaliada em um periodo de 1-7 hs apés a administracao do

zimosan (Fig. 9).
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Figura 7- Papel da 1L-17 na hipernocicepgdo mecdnica articular induzida pelo desafio
com mBSA em animais previamente imunizados. Painel A: A hipernocicepcao articular

foi avaliada 1-24 h apos a inje¢éo i.a. de mBSA (30 pg) ou salina em camundongos
balb/c previamente imunizados com mBSA tratados com uma co-injecdo de anticorpos
IgG controle (a-CTL) ou a-1L-17 (2,25 pg/cavidade). Na 242 h os camundongos foram

tratados novamente com uma segunda dose dos anticorpos. Painel B: Camundongos

balb/c imunizados com mBSA foram desafiados i.a. com mBSA (30 ug) ou salina e a
concentracdo de IL-17 foi determinada 3 e 12 h apds o desafio. Os resultados s&o
expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo que recebeu mBSA
+ a- CTL.
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Figura 8- IL-17 induz hipernocicep¢do mecdnica articular em camundongos
previamente tmunizados. Curvas dose e tempo resposta de hipernocicepcéo articular

induzida pelo desafio i.a. de IL-17 (3, 10, 30 ng) ou salina em camundongos balb/c
imunizados com mBSA. Os efeitos hipernociceptivos foram avaliados durante um
periodo de 7 h. Os resultados sdo expressos pela média = E.P.M. de 5 animais por
grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente do grupo

gue recebeu salina.
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Figura 9- Tratamento com anticorpo anti-IL-17 ndo inibe a fipernocicep¢do mecinica

articular induzida pelo zimosan. Curva tempo resposta de hipernocicepgéo articular

induzida em camundongos balb/c pelo desafio i.a. de salina ou zimosan (30 pg) tratados
com uma co-injecdo de anticorpos IgG controle (a-CTL) ou a-IL-17 (2,25 ug/cavidade).
Os efeitos hipernociceptivos foram avaliados durante um periodo de 7 h. Os resultados
sd0 expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois
experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante

guando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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4.3. Envolvimento das citocinas e quimiocinas no efeito hipernociceptivo da IL-
17

Uma vez que determinamos que a IL-17 participa da génese da
hipernocicepc¢éo articular em um modelo de AlA, a proxima etapa foi investigar quais
os mediadores inflamatorios estariam envolvidos neste efeito. Em um primeiro
momento avaliamos a participacdo das citocinas e quimiocinas, que Sao
considerados mediadores intermediarios da hipernocicepc¢do, no efeito pro-
nociceptivo da IL-17. O efeito hipernociceptivo articular da IL-17 foi inibido
parcialmente em camundongos deficientes para o receptor tipo | do TNF-a quando
comparados aos camundongos selvagens C57BL/6 previamente imunizados com
mBSA (Fig. 10A). Além disso, o tratamento dos camundongos balb/c imunizados
com infliximabe (anticorpo anti-TNF) reduziu a hipernocicepc¢éo induzida pela IL-17
(Fig. 10B). Com o intuito de confirmar o envolvimento do TNF- a na hipernocicep¢ao
articular induzida pela IL-17, o nivel de TNF- a foi determinado na articulacdo dos
animais 0,5, 1, 2 e 4 hs apdés a injecao i.a. de IL-17 (30 ng/ cavidade). De fato, a IL-
17 induziu um aumento na producéo de TNF- a 1, 2 e 4 hs apds o desafio (Fig. 11).

Outra citocina importante na génese da hipernocicepcéo é a IL-1B (Ferreira et
al., 1988; Cunha et al., 2005). Assim fomos avaliar o envolvimento desta citocina no
efeito hipernociceptivo articular induzido pela IL-17. O tratamento dos animais
previamente imunizados com antagonista do receptor da IL-1, IL-1ra, foi capaz de
reduzir parcialmente a hipernocicep¢ao induzida pela IL-17 (Fig. 12). Aléem disso, a
administragéo de IL-17 na cavidade articular dos camundongos induziu um aumento

na producédo de IL-18 1, 2 e 4 hs apds o estimulo (Fig. 13).
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As quimiocinas também sao consideradas mediadores intermediarios da
hipernocicepcdo (Cunha et al., 2005). Neste sentido, fomos avaliar o efeito de um
antagonista dos receptores de quimiocina do tipo CXCR1/CXCR2 na
hipernocicepcdo causada pela IL-17. O tratamento de animais previamente
imunizados com DF-2156 (antagonista CXCR1/2) reduziu significativamente o efeito
pré-nociceptivo da IL-17 (Fig. 14). Confirmando a participacdo das quimiocinas na
hipernocicepcdo articular induzida pela IL-17, foi realizada a quantificacdo de
KC/CXCLL1 na articulacdo dos animais. De fato, a injecdo i.a. de IL-17 aumentou 0s
niveis da quimiocina KC/CXCL1 na cavidade articular dos camundongos 1, 2 e 4hs

apo6s a administragdo do estimulo (Fig. 15).
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Figura 10- Efeito do tratamento com infliximabe e animais deficientes para o receptor
P35 da citocina TNF-x sobre o efeito hipernociceptivo articular da IL-17. Painel A:

Camundongos selvagens (WT) ou TNFR1” imunizados previamente com mBSA foram

desafiados i.a. com IL-17 (30 ng) ou salina e a hipernocicepc¢ao articular foi avaliada 7 h
apds a injecdo do estimulo. Painel B: A IL-17 (30 ng por articulacdo) foi injetada na

articulagdo fémur-tibial de camundongos balb/c imunizados com mBSA os quais foram
pré-tratados com infliximabe (10 mg/kg, i.p. 48 h e 60 min antes da injecdo do estimulo).
A hipernocicepcao articular foi avaliada 7 h apos o desafio. Os resultados sdo expressos
pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com O grupo animais

selvagens (WT) ou grupo tratado com IL-17.

Dissertacdo de mestrado Larissa Garcia Pinto



Resultados 78

=) .
qv]
& 80
D] * *
0
£ 60-
(@))
£ 40
3
LL i
L 20
I_
Salo.5 1 2 4h

IL-17 30 ng

Figura 11- Efeito da administragdo i.a. de IL-17 sobre a producdo de TNF-o na
articulagdo de camundongos imunizados com mBSA. A concentragéo da citocina TNF-

a na articulacdo fémur-tibial dos camundongos balb/c imunizados com mBSA apés a
administracdo i.a. de IL-17 (30 ng) ou salina foi determinada 0,5, 1, 2 e 4 hs ap0s o
desafio. Os camundongos foram sacrificados e amostras das articulagdes foram
retiradas para determinar o nivel da citocina por ELISA. Os resultados sdo expressos
pela média + E.P.M. de 4 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.

Dissertacdo de mestrado Larissa Garcia Pinto



Resultados 79

N

@ -
g o [JL-A7
b i
&)
leb) i
2 6
— *
©
£ 3
—
0 = ®
p) —
_

Figura 12- Efeito antinociceptivo do tratamento com IL-1ra sobre a hipernocicepgio
articular da IL-17. A IL-17 (30 ng por articulacéo) foi injetada na articulacdo fémur-tibial

de camundongos balb/c imunizados com mBSA os quais foram pré-tratados com IL-1ra
(50 mg/kg, i.v. 30 min antes e 3,5 h depois da injecdo do estimulo). A hipernocicepgéo
articular foi avaliada 7 h apd6s o desafio. Os resultados sdo expressos pela média +
E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05
indica diferenca estatisticamente significante quando comparado com o valor
correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca

estatisticamente significante quando comparado com o grupo tratado com IL-17.
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Figura 13- Efeito da administracdo i.a. de IL-17 sobre a producdo de IL-1B na
articulagdo de camundongos imunizados com mBSA. A concentragéo da citocina IL-1B

na articulacdo fémur-tibial dos camundongos balb/c imunizados com mBSA apds a
administracdo i.a. de IL-17 (30 ng) ou salina foi determinada 0,5, 1, 2 e 4 hs ap6s o
desafio. Os camundongos foram sacrificados e amostras das articulagbes foram
retiradas para determinar o nivel da citocina por ELISA. Os resultados sdo expressos
pela média + E.P.M. de 4 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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Figura 14- Efeito do DF-2156 sobre a hipernocicepgdo articular da IL-17. A 1L-17 (30

ng por articulagdo) foi injetada na articulagdo fémur-tibial de camundongos balb/c
imunizados com mBSA os quais foram pré-tratados com DF-2156 (30 mg/kg, i.v. 20 min
antes da injecdo do estimulo). A hipernocicepcdo articular foi avaliada 7 h apos o
desafio. Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e
representa dois experimentos independentes. *P <0,05 indica diferenga estatisticamente
significante quando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu
salina e, # P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando comparado

com o grupo tratado com IL-17.
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Figura 15- Efeito da administracio i.a. de IL-17 sobre a producio de KC na
articulagdo de camundongos imunizados com mBSA. A concentragdo da citocina KC

na articulacdo fémur-tibial dos camundongos balb/c imunizados com mBSA apds a
administracdo i.a. de IL-17 (30 ng) ou salina foi determinada 0,5, 1, 2 e 4 hs ap0s o
desafio. Os camundongos foram sacrificados e amostras das articulagbes foram
retiradas para determinar o nivel da citocina por ELISA. Os resultados sdo expressos
pela média + E.P.M. de 4 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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4.4. Relagdo entre a hipernocicepgio mecdnica articular induzida pela IL-17 e a

migragdo de neutrdfilos para a cavidade articular

A préxima etapa foi investigar a participacdo dos neutréfilos no efeito pro-
nociceptivo da IL-17 no modelo de AIA. Primeiramente, foi observado que a
administracdo de mBSA (10-90 pg) na cavidade articular de camundongos
previamente imunizados induziu um aumento no recrutamento de neutréfilos para a
articulacdo de modo dose dependente 7 hs apds o desafio, os quais retornaram aos
niveis normais 96 hs apos a injecao do estimulo (Fig. 16).

Posteriormente, fomos investigar se o tratamento dos animais imunizados
com anticorpo anti-IL-17 inibia a migracdo de neutrdfilos induzida pelo desafio com
mBSA. De fato, a co-injecao de mBSA (30 pg) mais a-IL-17 (2,25 pg) inibiu o
recrutamento de neutrofilos para a cavidade articular 7 hs ap6s a injecdo do estimulo
em relacédo ao grupo tratado com anticorpo a-CTL (Fig 17A). Ainda, a administracéo
de uma segunda dose do anticorpo anti-IL-17 (0 e 24 hs ap0s a injecdo i.a. de
mBSA) também reduziu a migracdo de neutréfilos para a articulacdo 27 hs apos o
desafio (Fig. 17B).

Uma vez que o tratamento com anti-IL-17 inibiu o recrutamento de neutréfilos
no modelo de artrite induzida por antigeno, fomos verificar qual seria o papel da IL-
17 na migracdo de neutréfilos em outro modelo de artrite, na artrite induzida por
zimosan. Ao contrario do que foi observado na AIA, a migracdo de neutrdéfilos
induzida pela injecdo i.a. de zimosan (30 pg) ap6s 7 hs ndo foi inibida pelo
tratamento com anticorpo anti-IL-17 (neutréfilos x10*/ cavidade articular: salina- 0,04

+ 0,02; zimosan + anticorpo controle- 4,56 + 0,94"; zimosan + anticorpo anti-IL-17-
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5,22 = 0,95. Os resultados sdo expressos pela média £+ E.P.M de 5 animais por
grupo experimental, * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina. ANOVA de
uma via seguida do teste de Bonferroni).

Verificamos ainda que a administracdo i.a. de IL-17 em camundongos balb/c
imunizados induziu migracdo de neutréfilos para a cavidade articular de maneira
dose dependente 7 hs apos o desafio (Fig. 18). Nos proximos experimentos a dose
de 30 ng de IL-17 foi utilizada para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos no
recrutamento de neutrofilos.

O proximo passo foi determinar a interdependéncia entre a resposta pro-
nociceptiva e a migracado de neutrdéfilos. Para tanto, camundongos imunizados com
mBSA foram tratados com fucoidina, um inibidor da adesédo leucocitaria, e o
recrutamento de neutréfilos e a resposta hipernociceptiva foram avaliadas 7 hs apo6s
a injecdo dos estimulos. O tratamento com fucoidina inibiu a hipernocicepgéo
articular induzida pela IL-17 e pelo mBSA (Fig. 19A), que foi acompanhada pela
concomitante reducdo da migracdo de neutrofilos para a cavidade articular (Fig.
19B).

Com o intuito de reforcar a relacao entre hipernocicepcao e migragao celular
fomos avaliar o efeito dos tratamentos com inibidores de citocinas e quimiocinas na
migracdo de neutrofilos induzida pela IL-17. De fato, o recrutamento de neutrofilos
para a cavidade articular foi reduzido em camundongos deficientes para o receptor
do tipo | do TNF-a em relacdo aos animais WT desafiados com IL-17 (Fig. 20A).
Além disso, o tratamento com infliximabe, IL-1ra e DF-2156 inibiram a migracéo de

neutroéfilos induzida pela IL-17 7hs ap6s o desafio (Fig. 20B).
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Figura 16- mBSA induz migracio de neutrdfilos para a cavidade articular de
camundongos previamente imunizados. O recrutamento de neutréfilos para a cavidade

articular foi determinado 7 e 96 hs ap6és a injecédo i.a. de mBSA (10, 30, 90 pug) ou 10 pl
de salina em camundongos balb/c imunizados com mBSA ou falso imunizados. Os
resultados séo expressos pela média £ E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois
experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante

guando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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Figura 17- Efeito do tratamento com anticorpo anti-IL-17 sobre a migragdo de
neutrdfilos para a cavidade articular induzida pelo desafio com mBSA em

camundongos previamente imunizados. Painéis A e B: Camundongos balb/c

previamente imunizados com mBSA foram desafiados i.a. com mBSA (30 pg) ou salina
e tratados com uma co-injecdo de anticorpos IgG controle (a-CTL) ou anti-IL-17 (2,25

ng/cavidade). Painel A: A migracdo de neutréfilos para a cavidade articular foi avaliada

7 h ap6s o desafio. Painel B: Os camundongos balb/c foram tratados uma segunda vez

com os anticorpos (24 h apos a primeira administragcdo) e o recrutamento de neutréfilos
foi avaliado 3 h apds o tratamento com o anticorpo (27 h). Os resultados sdo expressos
pela média £+ E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo que recebeu mBSA
+ a- CTL.
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Figura 18- Migracdo de neutrdfilos para a cavidade articular de camundongos

previamente imunizados induzida pela IL-17. O recrutamento de neutréfilos para a

cavidade articular foi determinado 7 h apés a injecao i.a. de IL-17 (3, 10, 30 ng) ou 10 pl
de salina em camundongos balb/c previamente imunizados com mBSA. Os resultados
sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois
experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante

guando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina.
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Figura 19- Efeito do tratamento com fucoidina sobre a migracdo de neutrdfilos e a
hipernocicepgdo articular induzidas pelo mBSA e pela IL-17. A hipernocicepgéo
articular (®Painel A) e a migragéo de neutréfilos (Patnel B) em camundongos balb/c

desafiados com IL-17 (30 ng por articulacdo) ou mBSA (30 pg por articulacdo) e pré-
tratados com fucoidina (20 mg/kg, i.v. 15 min antes e 3,5 h ap0s a inje¢do do estimulo)
foram avaliadas 7 h depois do desafio. Os resultados sdo expressos pela média *
E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05
indica diferenca estatisticamente significante quando comparado com o valor
correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente do grupo

gue recebeu mBSA ou IL-17.
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Figura 20- Papel das citocinas e quimiocinas na migracdo de neutrdfilos induzidas
pela IL-17. ®ainel A: Camundongos selvagens (WT) ou TNFR1” imunizados

previamente com mBSA foram desafiados i.a. com IL-17 (30 ng) ou salina e o

recrutamento de neutrdfilos foi avaliado 7 h apés a injecdo do estimulo. Painel B: A IL-

17 (30 ng por articulagéo) foi injetada na articulagcdo fémur-tibial de camundongos balb/c
imunizados com mBSA os quais foram pré-tratados com infliximabe (10 mg/kg, i.p. 48h e
60 min antes da injecdo do estimulo), IL-1ra (50 mg/kg, i.v. 30 min antes e 3,5 h depois
da injecédo do estimulo) ou DF-2156 (30 mg/kg, i.v. 20 min antes da inje¢c&o do estimulo).
A migracao de neutrofilos foi avaliada 7 h apds o desafio. Os resultados sdo expressos
pela média £+ E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com 0 grupo animais

selvagens (WT) ou com o grupo tratado com IL-17.

Dissertacdo de mestrado Larissa Garcia Pinto



Resultados 90

4.5. Papel das MMPs no efeito hipernociceptivo causado pela IL-17

Nossa proxima etapa foi avaliar o efeito do tratamento dos animais
previamente imunizados com doxiciclina, um inibidor inespecifico de
metaloproteinases. Primeiramente, realizamos uma curva dose resposta para a
doxiciclina (3-30 mg/kg) em camundongos imunizados e desafiados com mBSA (30
pug). O pré-tratamento com doxiciclina inibiu de modo dose dependente a
hipernocicepcao articular induzida pelo desafio com mBSA (Fig. 21 A). Apos,
verificamos que o pré-tratamento com doxiciclina na dose de 30 mg/kg inibiu o efeito
pro-nociceptivo da IL-17 (Fig. 21B).

Consistentemente, o tratamento com doxiciclina reduziu de maneira dose
dependente a migragdo de neutrofilos induzida pela injecdo i.a. de mBSA (Fig. 22A).
Além disso, o aumento no recrutamento de neutréfilos para a cavidade articular
induzido pela IL-17 foi inibido pelo pré-tratamento com doxiciclina (Fig. 22B).

Uma vez que determinamos que as metaloproteinases medeiam o efeito pro-
nociceptivo da IL-17, nosso proximo passo foi avaliar quais eram as
metaloproteinases envolvidas neste efeito. Nesse sentido, utilizamos as técnicas de
RT-PCR em tempo real e zimografia. A injecao i.a. de IL-17 (30 ng/ cavidade)
induziu um significante aumento na expressao de RNAm para MMP-9 (gelatinase B)
na membrana sinovial 1,5 hs apdés o desafio. No entanto, a expressdo de RNAmM
para MMP-2 (gelatinase A) néo foi alterada em relacdo ao grupo controle (Fig. 23A).
Corroborando com estes resultados a atividade enzimatica da MMP-9, mas ndo da

MMP-2, estava aumentada no tecido sinovial 7hs apos o desafio (Fig. 23B).
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Figura 21- Efeito do tratamento com doxiciclina na hipernocicepcdo articular
induzida pelo mBSA e pela IL-17. Painel A: A hipernocicepcdo articular em

camundongos balb/c desafiados com mBSA (30 pg por articulagédo) e pré-tratados com

doxiciclina (3, 10 ou 30 mg/kg, v.0. 30 min antes da injecdo do estimulo) foi avaliada 7 h

ap6s o desafio. Painel B: Camundongos balb/c imunizados com mBSA foram pré-

tratados com doxiciclina (30 mg/kg, v.o. 30 min antes da injecdo do estimulo) e
desafiados i.a. com IL-17 (30 ng por articulacdo). A hipernocicepc¢éao articular foi avaliada
7 h depois do desafio. Os resultados sao expressos pela média + E.P.M. de 5 animais
por grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente do grupo
que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu mBSA ou IL-17.
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Figura 22- Efeito do tratamento com doxiciclina na migragdo de neutrdfilos para a
cavidade articular induzida pelo mBSA e pela IL-17. Painel A: O recrutamento de

neutrdéfilos para a cavidade articular em camundongos balb/c desafiados com mBSA (30
pg por articulagédo) e pré-tratados com doxiciclina (3, 10 ou 30 mg/kg, v.o. 30 min antes

da injecdo do estimulo) foi avaliada 7 h ap6s o desafio. Painel B: Camundongos balb/c

imunizados com mBSA foram pré-tratados com doxiciclina (30 mg/kg, v.o. 30 min antes
da injecdo do estimulo) e desafiados i.a. com IL-17 (30 ng por articulagdo). A migracao
de neutrofilos para a articulacdo foi avaliada 7 h depois do desafio. Os resultados séo
expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e representa dois experimentos
independentes. * P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente

do grupo que recebeu mBSA ou IL-17.
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Figura 23- Efeito da administragio i.a. de IL-17 sobre a expressio de RNAm e a

atividade das MMPs. Painel A: Camundongos balb/c imunizados com mBSA foram
desafiados i.a. com salina ou IL-17 (30 ng). Apdés 1.5 e 5 h, as membranas sinoviais
foram coletadas e a expressdo de RNAm para MMP-2 e MMP-9 foram analisadas por

PCR. A expressdo do gene foi normalizada em relacéo & expressado de B-actina. Painel

@B: Imagem representativa de um zimograma de gelatina SDS-PAGE das membranas

sinoviais. Os pesos moleculares das bandas de MMP-2 e MMP-9 foram identificados
apos eletroforese em SDS-PAGE 10%. Std, standard (padrao, 2 pl de soro fetal bovino).
Na parte superior, a intensidade das bandas especificas de MMP. Os valores de 72 kDa
para MMP-2 e 92 kDa para MMP-9. Os resultados sdo expressos pela média = E.P.M.
de 5 animais por grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente

do grupo que recebeu salina.
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4.6. Endotelina medeia a hipernocicepgdo articular induzida pela 1£-17

As endotelinas sédo importantes mediadores da hipernocicepcédo podendo agir
na sensibilizacdo dos nociceptores direta ou indiretamente (Ferreira et al., 1989;
Verri et al., 2004; 2006; 2007). Neste sentido, fomo avaliar o efeito do pré-tratamento
com bosentan, um antagonista dos receptores de endotelina ETA/ETg na
hipernocicepcao induzida pela IL-17. O efeito pro-nociceptivo da IL-17 foi reduzido
significativamente pelo pré-tratamento dos camundongos balb/c com bosentan 7 hs
apos o desafio i.a. com IL-17 (Fig. 24A). Corroborando com esse resultado, a injecao
l.a. de IL-17 aumentou a expressao de RNAm para PPET-1 no tecido sinovial 1,5 hs
apos o desafio (Fig. 24B). Além disso, a administracdo na articulacdo fémur-tibial de
ET-1 em camundongos previamente imunizados induziu uma resposta

hipernociceptiva dose e tempo dependente (Fig. 24C).
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Figura 24- Papel da ET-1 no efeito pré-nociceptivo produzido pela administragio i.a.
da IL-17. Painel A: A hipernocicepcéo articular em camundongos balb/c desafiados

com IL-17 (30 ng por articulacéo) e pré-tratados com bosentan (100 mg/kg, v.0. 60 min

antes da injecéo do estimulo) foi avaliada 7 h ap6s o desafio. Painel B: As membranas

sinoviais de camundongos balb/c previamente imunizados com mBSA foram coletadas
1,5 h ap6s a injecao i.a. de IL-17 ou salina e analisadas para expressao de RNAm para

PPET-1 por PCR. A expresséo do gene foi normalizada em relagédo a expressao de B-

actina. Painel C: Curvas dose e tempo resposta da hipernocicepcéo articular induzida

pela injecédo i.a. de ET-1 (30-300 pmol/ cavidade) em camundongos balb/c imunizados
com mBSA. As respostas hipernociceptivas foram avaliadas 1, 3, 5 e 7 h ap0s a injecéao
do estimulo. Os resultados sao expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo e
representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente do grupo
que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu IL-17.
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4.7. O efeito hipernociceptivo da 1L-17 ¢ dependente de prostandides e aminas
simpdticas

A proxima etapa foi determinar a participacdo dos mediadores inflamatérios
que sensibilizam diretamente os nociceptores, as prostaglandinas e as aminas
simpéticas na hipernocicepcao induzida pela IL-17. Neste sentido, os camundongos
previamente imunizados foram tratados com indometacina, guanetidina ou pela
associacao das duas drogas. Observamos que a hipernocicepcéo articular causada
pela IL-17 foi reduzida pelo pré-tratamento com guanetidina e indometacina (Fig.
25A). Além disso, a associacdo de indometacina e guanetidina aboliu o efeito
hipernociceptivo da IL-17 (Fig. 25A). O desafio i.a. de PGE, e dopamina em
camundongos balb/c imunizados induziu uma diminuicdo do limiar nociceptivo de
modo dose e tempo dependente (Fig, 25 B e C). De acordo com estes resultados, o0
tratamento com anticorpo anti-IL-17 diminuiu a expressdo de RNAm para COX-2
induzida pela injecdo de mBSA em camundongos imunizados, enquanto que o
desafio i.a. com IL-17 promoveu um aumento na expressdo de RNAm para COX-2
na membrana sinovial 1,5 h apdés a administracdo do estimulo (Fig. 26A). Além
disso, a administracdo de IL-17 na cavidade articular aumentou os niveis de PGE;

na articulagdo fémur-tibial 2 e 6 hs apos o desafio (Fig. 26B).
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Figura 25- Papel dos prostandides e das aminas simpatomiméticas na hipernocicep¢io
articular induzida pela 1L-17. Painel A: A hipernocicepgéo articular em camundongos

balb/c desafiados com IL-17 (30 ng por articulacao) e pré-tratados com guanetidina (30
mg/kg, s.c. 60 min antes da injecdo do estimulo), indometacina (5 mg/kg, i.p. 30 min
antes da injecdo do estimulo) ou pela associacdo indometacina + guanetidina foi

avaliada 7 h apés o desafio. ®Painéis B e C: Curvas dose e tempo resposta da
hipernocicepcédo articular induzida pelas inje¢bes i.a. de PGE, (30-300 ng/ cavidade)
(Painel B) e dopamina (10-100 ug/ cavidade) Painel C) em camundongos balb/c

imunizados com mBSA. As respostas hipernociceptivas foram avaliadas 0,5, 1, 3,5e 7
h apds a injecao do estimulo. Os resultados sao expressos pela média + E.P.M. de 5
animais por grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica
diferenca estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente
do grupo que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante

guando comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu IL-17.
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Figura 26- Efeito do desafio i.a. com IL-17 sobre a expressdo de RNAm para COX-2 e

a produgdo de PGE, na sinévia. Painel A: Camundongos balb/c imunizados com

mBSA foram desafiados i.a. com salina, IL-17 (30 ng) ou mBSA (30 ug) e tratados com
uma co-inje¢do de anticorpos IgG controle (a-CTL) ou anti-IL-17 (2,25 pg/cavidade).
Apés 1,5 h, as membranas sinoviais foram coletadas e a expressdo de RNAmM para
COX-2 foi analisada por PCR. A expressao do gene foi normalizada em relacdo a

expressdo de B-actina. ®Painel B: As articulagdes de camundongos balb/c imunizados

com mBSA foram coletadas 2 e 6 h apds o desafio i.a. com IL-17 e os niveis de PGE;
foram determinados. Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por
grupo e representa dois experimentos independentes. * P <0,05 indica diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o valor correspondente do grupo
que recebeu salina e, # P <0,05 indica diferenca estatisticamente significante quando

comparado com o valor correspondente do grupo que recebeu mBSA.
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A IL-17 é uma familia de citocinas constituida por seis membros, sendo a IL-
17A o membro protoétipo dessa familia. A IL-17A foi descrita pela primeira vez em
1995 como uma citocina proé-inflamatéria produzida por células T (Yao et al., 1995).
Desde sua descoberta varios estudos tém demonstrado diferentes papéis para esta
citocina, tanto na protecao contra infecgdes por diferentes microorganismos como na
inducéo e manutencdo de doencgas inflamatdrias crénicas. Em doencas auto-imunes,
incluindo a AR, a IL-17A parece ter um papel mais importante no desenvolvimento e
na progressdo da auto-imunidade do que os outros constituintes desta familia de
citocinas (Gaffen, 2009). De fato, diversos trabalhos tém demonstrado a participacéo
da IL-17 nos multiplos eventos inflamatoérios durante a AR, como na liberacdo de
varios mediadores inflamatérios, os quais estdo envolvidos com a migracdo
neutrofilica, erosao 6ssea e destruicéo tecidual (Witowski et al. 2004). No entanto, o
papel da IL-17 na génese da dor que é um dos sintomas mais importantes da AR
uma vez que provoca prejuizos para a vida do paciente (McDougall, 2006), ainda
nao havia sido elucidado. Neste estudo, demonstramos pela primeira vez o papel
pro-nociceptivo da IL-17 em um modelo de AIA em camundongos. Os resultados
obtidos sugerem que a IL-17 pode ser um potencial alvo terapéutico para o controle
da dor inflamatéria durante a AR.

Com o intuito de estudar os mecanismos desencadeantes da dor na AR, a
escolha de um modelo experimental que se aproxima dos eventos fisiopatolégicos
da AR é importante. O modelo de artrite induzida por mBSA, um antigeno proteico,
em camundongos, € um modelo experimental adequado e reproduzivel que
apresenta varias caracteristicas semelhantes as observadas na AR humana,

incluindo no que se refere a dor (Brackertz et al., 1977). Trabalhos prévios do nosso
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laboratorio demonstraram que a administracdo de mMBSA intraplantar e na
articulacéao tibio-tarsal de camundongos imunizados produz diminuicdo do limiar
nociceptivo mecanico de forma dose e tempo dependente (Cunha et al., 2008b; Verri
et al., 2008). No presente estudo, observamos que a administracdo de mBSA na
articulacao fémur-tibial também produziu um efeito hipernociceptivo com um perfil
semelhante ao observado apds o desafio na pata ou na articulacdo tibio-tarsal, com
a vantagem que na articulacdo fémur-tibial pode ser realizada uma quantificacao
direta do influxo de células para a articulacédo, ao contrario dos outros tecidos onde a
migracdo de neutréfilos € avaliada indiretamente pela atividade mieloperoxidase
devido a dificuldade técnica de se realizar um lavado da articulagéo tibio-tarsal.

Primeiramente, avaliamos o0 envolvimento da IL-17 na hipernocicepc¢ao
articular no modelo de AIA. Nossos dados demonstraram que a IL-17 participa da
cascata de eventos envolvidos na génese da hipernocicepcdo observada durante a
artrite induzida por antigeno em camundongos. De fato, o uso de um anticorpo
neutralizante especifico para IL-17 reduziu a hipernocicepcao induzida pelo mBSA.
Corroborando com este dado, foi encontrado um aumento dos niveis de IL-17 no
exsudato articular apos a inje¢cdo de mBSA, e além disso a administracéo direta de
IL-17 recombinante diminuiu o limiar nociceptivo dos camundongos.

De acordo com nossos dados, um recente estudo demonstrou que existe uma
relacdo entre a IL-17 e o estabelecimento da dor. Kleinschnitz et al. (2006)
demonstraram que apOs a injaria por constricdo cronica do nervo ciatico em
camundongos (o qual € um modelo de dor neuropatica), as células Th17 infiltram o
local da lesdo e ocorre a liberacao de IL-17. Assim, drogas que tenham como alvo a

IL-17 poderiam ser uma estratégia eficaz no tratamento da dor neuropatica.
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No entanto, no modelo de artrite induzida por zimosan, um modelo de
inflamacéo inata, a IL-17 ndo participa da hipernocicepcéo observada. O zimosan é
um polissacarideo da parede celular de Saccharomyces cerevisiae que se liga ao
receptor tipo Toll 2 induzindo uma hipernocicepcédo persistente, mediada pelo
infiltrado de neutréfilos, com participacdo de prostaglandinas, citocinas e LTB4
(Frasnelli et al., 2005; Guerrero et al., 2008). Embora a AlZ seja caracterizada como
um modelo de inflamacao inata, existem evidéncias que em uma fase mais tardia
esteja associada com o desenvolvimento de respostas imune especificas para o
zimosan, havendo participacdo de componente humoral e celular. Deste modo, é
provavel que durante a fase crénica, onde observa-se a presenca de linfécitos T no
tecido inflamado, a participacdo da IL-17 na hipernocicepc¢éao articular induzida pelo
zimosan seja observada.

O papel da IL-17 na inflamacé&o e destruicdo articular ja foi demonstrado em
diferentes modelos experimentais de artrite. A neutralizagdo da IL-17 durante a
artrite induzida por colageno (CIA) demonstrou que a IL-17 possui um importante
papel nos estagios iniciais e finais da CIA (Lubberts et al., 2004). Além disso, a
participacéo da IL-17 na artrite foi demonstrada em outro modelo de artrite, na artrite
induzida por parede celular de Streptococcus (SCW- streptococcal cell wall). Neste
modelo experimental de artrite, a sinalizacdo via IL-17R n&o possui um papel
significativo na inflamacéo articular aguda induzida por uma Unica injecdo de
fragmentos de SCW na articulagdo. No entanto, repetidas administracdes de
fragmentos de SCW na articulacdo de camundongos IL-17R" resultaram em menor
infiltrado celular na articulagdo fémur-tibial comparado aos animais controle
(Koenders et al., 2005). Embora os autores ndo tenham investigado uma possivel

participacdo da IL-17 na génese da hipernocicepcao articular neste modelo, com
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base nos dados relatados acima, poderiamos supor um possivel papel pro-
nociceptivo da IL-17 durante a fase mais cronica da doenca, quando células Th17
possivelmente estdo envolvidas.

Uma vez determinado que a IL-17 participa da génese da hipernocicepcao
articular em um modelo de artrite induzida por antigeno, fomos avaliar 0s
mecanismos pelos quais a IL-17 produz esse efeito. Estudos prévios tém
demonstrado que o papel da IL-17 na patogénese da AR é secundario a inducéo de
varios mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-13 e ligantes dos receptores de
quimiocinas CXCR1/2 (Arend et al., 1995; Lemos et al., 2009; Ruddy et al., 2004a).
Por exemplo, a IL-17 estimula a expressdo de RNAm e a sintese de citocinas proé-
inflamatérias como TNF-a e IL-1p em varios tipos de células (Jovanovic et al., 1998).
Além disso, a IL-17 pode agir com estas citocinas promovendo um efeito sinérgico.
Isto tem sido demonstrado em estudos realizados em modelos animais de AR, uma
vez que o blogueio de IL-17, TNF-a e IL-1B foram mais efetivos no controle da
inflamacé@o sinovial e na reabsorcdo é6ssea do que o bloqueio destas citocinas
individualmente (Chabaud & Miossec, 2001). Em relacdo as quimiocinas, diversos
trabalhos realizados em modelos experimentais de artrite tém evidenciado a
importancia das quimiocinas CXC nesta patologia. De fato, Grespan et al. (2008) e
Cunha et al., (2008a) demonstraram que o recrutamento de neutrofilos para a
cavidade articular, a hipernocicepcdo e a lesdo tissular nos modelos de artrite
induzida por mBSA e CIA sdo mediados pelas quimiocinas KC/CXCL1 e LIX/CXCLS5,
as quais sao ligantes dos receptores CXCR1/2. Deste modo, uma vez que as
citocinas e as quimiocinas possuem um importante papel na génese da resposta
hipernociceptiva a qual é desencadeada por uma resposta inflamatéria inata ou

adaptativa, nés testamos a hip6tese de que estas citocinas e quimiocinas também
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estariam mediando a hipernocicepc¢éo articular induzida pela IL-17. Confirmando
nossa hipoétese, foi observado que tanto a inibicdo farmacoldgica quanto genética do
TNF-a, IL-1B e dos ligantes CXCR1/2 preveniram o efeito hipernociceptivo causado
pela IL-17.

Em um recente estudo, n6s demonstramos que a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida pelo desafio com mBSA em camundongos imunizados foi dependente da
liberacdo inicial de TNF-a, a qual induziu a liberagdo subsequente de IL-13 e
KC/CXCL1 (Cunha et al., 2008b). Portanto, nesta cascata de eventos hierarquicos
da hipernocicepcdo durante a artrite induzida por antigeno, a IL-17 pode ter um
papel fundamental antecedendo a liberacdo dos mediadores mencionados acima.
Outra citocina que esta envolvida no efeito hipernociceptivo na artrite induzida por
antigeno é a IL-33 (Verri et al., 2008). A acdo hipernociceptiva da IL-33 depende da
liberacao inicial de TNF-a e IL-1B . Assim, € possivel que a IL-33 possa desencadear
a hipernocicepc¢do induzida pela IL-17. Esta hipdtese é consistente com dados
recentes que mostram que o bloqueio da sinalizagdo IL-33/ST2 inibiu o eixo IL-17 na
artrite experimental (Palmer et al., 2009; Xu et al., 2008).

Os neutrdfilos desempenham um papel importante nos disturbios
inflamatoérios, como na AR, contribuindo para o dano tecidual associado a estas
doencas (Kitsis et al., 1991). De fato, Hollingsworth et al. (1967) relataram que em
torno de 90% das células encontradas no fluido sinovial de pacientes com AR sdo
neutrofilos. No presente estudo, observou-se que a diminui¢cdo do limiar nociceptivo
produzido pelo mBSA na artrite induzida por antigeno ocorre concomitantemente
com um aumento no numero de neutrofilos que infiltraram a articulacdo, sugerindo
uma associacao entre esses dois eventos. Realmente, foi detectado que o

tratamento dos camundongos com fucoidina, a qual diminuiu o acumulo de
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neutrofilos nas articulagcdes por inibir as selectinas (Ley et al.,, 1993), reduziu a
hipernocicepcao induzida pelo mBSA. Estes resultados séo coerentes com trabalhos
anteriores do nosso grupo, que mostraram que a inibicdo do acumulo de neutrdfilos
inibiu a resposta hipernociceptiva induzida por inflamacéo imune inata ou adquirida
(Cunha et al., 2008 a; b; Guerrero et al., 2008; Ting et al., 2008; Verri et al., 2009). A
participacdo dos neutrofilos na génese da hipernocicepcéo durante a artrite induzida
por MBSA parece ser desencadeada pela IL-17. Esta associacdo é suportada pela
constatacdo de que a hipernocicepcao articular induzida pela IL-17 foi acompanhada
pelo acumulo de neutrofilos nas articulacdes, sendo reduzida pela inibicdo do
recrutamento de neutrofilos pelo tratamento com fucoidina.

E importante salientar que os mecanismos pelos quais a IL-17 medeia a
migracdo de neutrofilos podem ser secundarios a sua capacidade de produzir
mediadores quimiotaticos classicos, como o TNF-a e os ligantes CXCR1/2, que
também medeiam a hipernocicep¢ao induzida pela IL-17 (Albanesi et al., 1999;
Lemos et al., 2009). Neste contexto, com o objetivo de esclarecer a relagdo entre
hipernocicepcdo e migracdo celular, avaliamos a interferéncia dos tratamentos que
inibiram a hipernocicepcao induzida pela IL-17 sobre o recrutamento de neutrdfilos.
Realmente, a inibicdo genética ou farmacolégica do TNF-a, IL-18 e dos ligantes
CXCR1/2, diminuiram a migracdo de leucécitos para a articulacdo, demonstrando
uma interdependéncia entre estes dois processos. Embora o papel dos neutrdéfilos
na hipernocicepcao induzida pela IL-17 seja totalmente compreendido, pode resultar
de varios mecanismos: a) os neutréfilos sdo fonte de citocinas pré-nociceptivas e
guimiocinas (Cunha et al., 2008c); b) os neutréfilos desempenham um papel na
génese da hipernocicepcédo inflamatodria, desencadeando a producédo de PGE; e

LTB4 (Guerrero et al., 2008); c) os neutréfilos podem também ser uma fonte de
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radicais livres (superoxido, peroxinitrito) e MMPs, que contribuem para a génese da
hipernocicepcao (Bezerra et al., 2007).

As metaloproteinases da matriz extracelular sdo uma familia de enzimas
proteoliticas zinco-dependentes as quais possuem um importante papel na
degeneracéo da cartilagem articular. Chabaud et al. (2000) demonstraram que a IL-
17 induz MMPs as quais estdo envolvidas no dano tecidual na AR. Neste sentido,
estudo realizado com animais nocaute para o receptor da IL-17 demonstrou uma
reducdo da expressao sinovial de MMPs 3, 9 e 13 levando a um menor dano na
cartilagem e erosdo Ossea (Koenders et al., 2005). No presente estudo, nos
demonstramos que a MMP-9, mas ndo a MMP-2, parece participar do efeito
hipernociceptivo da IL-17. A MMP-2 e a MMP-9 (gelatinases A e B, respectivamente)
sdo produzidas em grandes quantidades no fluido sinovial reumatéide (Tchetverikov
et al., 2004; Yoshihara et al., 2000). Recentemente, foi demonstrado que a MMP-2 e
a MMP-9 esté@o envolvidas no desenvolvimento da dor neuropatica (Kawasaki et al.,
2008). Neste trabalho, os autores relataram que existe uma regulacdo temporal e
localizagéo celular diferentes da MMP-2 e da MMP-9 durante o desenvolvimento da
dor neuropatica. Na fase inicial, ocorre um aumento da expressao e da liberacédo de
MMP-9 nos neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG) apos a lesdo do nervo. Essa
MMP atua como um dos fatores desencadeantes da ativacdo da micréglia espinhal e
no desenvolvimento da dor neuropética através da inducdo da clivagem da IL-1B e
ativacdo de p38 microglial. Enquanto, em uma fase mais tardia, a MMP-2 esta
envolvida na manutencdo da dor neuropatica através da clivagem da IL-1B8 e
ativacao de astrocitos. Além disso, a inibi¢cdo local da MMP-9 e da MMP-2 suprimiu a
fase inicial e tardia da dor neuropatica, respectivamente (Kawasaki et al., 2008).

Assim, nossos resultados corroboram com esses achados, uma vez que
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observamos que a IL-17 induz um aumento da expressdo de MMP-9, mas nao de
MMP-2 na sinOvia durante um estagio inicial da artrite. No entanto, é provavel que
durante uma fase crénica um aumento na expressao de MMP-2 seja observado. Ao
contrario da MMP-2, que é constitutivamente expressa em diversos tipos de células,
a expressao de MMP-9 é principalmente induzida nos leucocitos durante o processo
inflamatorio (Parks et al., 1998). Além disso, a IL-17 induz a producdo de MMP-9
pelos leucdcitos humanos (Jovanovic et al., 2000). Assim, € razoavel sugerir que
durante a artrite induzida por mBSA, a IL-17 é capaz de induzir a liberacdo de MMP-
9 pelos neutréfilos que migram para o foco inflamatdrio, contribuindo assim para a
resposta hipernociceptiva. Embora os mecanismos pelos quais a MMP-9 patrticipa da
hipernocicepcédo induzida pela IL-17 ndo tenham sido esclarecidos neste estudo,
existem evidencias de que as MMPs podem agir como uma enzima nho
processamento de diferentes precursores de mediadores inflamatoérios incluindo a
Pro-IL-1 e a Big ET-1 (Fernandez-Patron et al., 1999; 2001; Schonbeck et al., 1998).
De fato, foi demonstrado por Fernandez-Patron et al. (2001), que MMP-9 é capaz de
converter Big ET-1 em ET-1 nos neutrofilos.

A endotelina-1 € um potente peptideo vasoconstritor que atua através da
ativacdo de dois tipos de receptores de endotelina, ETA e ETg (Sokolovsky et al.,
1995, Yanagisawa et al.,, 1988). A ET-1 est4d envolvida em diversos eventos
inflamatérios, incluindo a dor (Ferreira et al. 1989). Assim, baseado nestas
evidéncias e estudos que mostraram que as endotelinas induzem hipernocicepcéo e
medeiam a hipernocicepc¢ao induzida por antigeno e por varias citocinas, como IL-
15, IL-18 e IL-33 em camundongos imunizados (Verri et al., 2006; 2007; 2008;
2009), a participacédo das endotelinas foi também avaliada no efeito hipernociceptivo

da IL-17. De fato, n6s demonstramos que o efeito hipernociceptivo da IL-17 também
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€ dependente de endotelinas, uma vez que o tratamento com bosentan (antagonista
nao-seletivo dos receptores ETa e ETg) inibiu esse efeito. O efeito hipernociceptivo
da endotelina na sensibilizacdo dos nociceptores pode ser direto ou indireto. Em
1989, Ferreira et al. demonstraram que a administracdo de ET-1 i.p. induz
contor¢cdes abdominais em camundongos que é dependente de prostandides. No
entanto, no modelo de pressdo constante na pata de ratos a hipernocicepcao
mecanica induzida pela injecdo de ET-1 independe de prostandides e aminas
simpaticas (Ferreira et al., 1989). Outros trabalhos do nosso grupo demonstraram
gue a hipernocicepcdo mecanica induzida pela administracdo das citocinas IL-18 e
IL-12 na pata de ratos é independente de prostaglandinas e aminas simpaticas, e
sim via acdo da endotelina nos receptores ETg (Verri et al., 2004; 2005). Como
relatado anteriormente, a endotelina participa do efeito pro-nociceptivo articular
induzido pela IL-15, IL-18 e IL-33 em modelo de AIA. A IL-15 e a IL-18 agem
liberando de forma sequencial IFN-y, ET-1 (agindo nos receptores ET,) e PGE,, no
entanto estas citocinas ndo agem em seqiéncia e sim sinergicamente mediando a
hipernocicepc¢ao induzida por antigeno (Verri et al., 2006; 2007). Ja a IL-33 medeia a
hipernocicep¢do induzida por antigeno através de uma cascata de sinalizagéo
dependente da liberagdo de TNF-q, IL-1B, INF-y, ET-1 e PGE; (Verri et al., 2008). E
provavel que a IL-15, IL-18 e IL-33 atuem paralelamente e através de vias iniciais
distintas, mas em conjunto transmitem o sinal hipernociceptivo através do IFN-y, que
por sua vez induz a producdo de ET-1 e PGE,. Com base nestes dados, € bem
possivel que a participacdo da endotelina na hipernocicepcao articular induzida pela
IL-17 deve ocorrer de forma indireta, através da inducéo da liberacdo de PGE..

Em geral, os efeitos hipernociceptivos das citocinas (TNF-a, IL-10),

quimiocinas e também das endotelinas ndo resulta de uma agdo direta nos
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neurdnios nociceptivos primarios. Em vez disso, estas citocinas parecem induzir a
liberacdo de mediadores que agem sensibilizando diretamente o nociceptor, como
as prostaglandinas e as aminas simpaticas (Ferreira et al., 1978; 1989; Khasar et al.,
1999). Realmente, Cunha et al. (2005) demonstraram em camundongos que a
hipernocicepcdo mecanica depende da sintese e liberacdo de uma cascata de
citocinas que precede a liberagcdo dos mediadores finais. A cascata de citocinas
inicia com o TNF-a e KC, os quais estimulam a liberagéo de IL-1B. Os mediadores
finais desta cascata sdo as prostaglandinas liberadas pela IL-1B e as aminas
simpaticas liberadas pelo KC (Cunha et al., 2005). O papel pré-nociceptivo da IL-17
foi também mediado pela producdo e/ou liberacdo de prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas. Nossos dados sustentam esta hipotese desde que a
administragao de IL-17 in vivo induziu um aumento na expressdo de RNAm para
COX-2 e a producao de PGE; na membrana sinovial. Estes resultados corroboram
com outros estudos nos quais a IL-17 induz a sintese de PGE; dependente de COX-
2 nos sinovidcitos e osteoblastos (Fossiez et al., 1996; Kotake et al., 1999) e que as
prostaglandinas estdo envolvidas na génese da hipernocicepcdo induzida por
antigeno (Cunha et al., 2008b; Verri et al., 2008). Embora ndo tenha sido
determinado, podemos supor que a producdo de prostandides pela IL-17 possa ser
secundaria a estimulacéo de IL-1B, uma vez que a IL-13 é um importante indutor da
expressdo de COX-2 e producédo de PGE, (Angel et al., 1994; Jorgensen et al.,
1991).

A estimulacdo do componente simpatico na hipernocicepcéo articular induzida
pela IL-17 também pode ser indireta, em um processo dependente de quimiocinas.
Realmente, como mencionado acima, foi demonstrado que as quimiocinas

estimulam o componente simpatico da hipernocicepcao inflamatoria (Cunha et al.,
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1991; Cunha et al., 2005). Outra possibilidade € que os neutrofilos recrutados pela
acado da IL-17 possam produzir aminas simpaticas. Esta hipétese é baseada em
achados que neutréfilos apresentam a maquinaria enzimatica para produzir estas
substancias, e apds ativacdo por uma variedade de estimulos inflamatorios, eles
podem liberar aminas simpaticas (Flierl et al., 2007; 2009).

E importante ressaltar que nossos resultados ndo excluem a possibilidade
que a IL-17 pode agir diretamente nos neurbnios sensitivos induzindo sua
sensibilizagdo. Os efeitos “duais” (efeito direto e indireto nos neurdnios nociceptivos)
tém sido descritos para outras citocinas. De fato, um recente estudo demonstrou que
a IL-6, uma citocina pro-inflamatoria encontrada em niveis elevados no soro e fluido
sinovial de pacientes com AR, pode agir diretamente nas fibras sensoriais ndo
mielinizadas (fibras C) sugerindo um importante papel desta citocina na estimulacéo
mecanica articular (Brenn et al., 2007). Além disso, outras duas citocinas que
possuem um importante papel na artrite reumatoide, o TNF-a e a IL-1B, também

podem agir sensibilizando diretamente o0s nociceptores (Boettger et al., 2008;

Copray et al., 2001).

Dissertacdo de mestrado Larissa Garcia Pinto



6. Conclusdo



Conclusdo 112

O conjunto dos resultados apresentados demonstra que a IL-17 é uma
citocina pré-nociceptiva no modelo de artrite induzida por antigeno. Além disso,
nossos resultados sugerem que varios mediadores inflamatorios estdo envolvidos
neste efeito. Os mediadores que participam dos mecanimos pelos quais a IL-17
induz hipernocicep¢do sao as citocinas TNF-a e IL-1B, os ligantes dos receptores
CXCR1/2, neutrofilos, metaloproteinases, endotelinas, prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas. Este estudo é de fundamental importancia, pois sugere pela
primeira vez a IL-17 como uma citocina com um papel hipernociceptivo, sendo um

alvo terapéutico para o controle da dor durante a artrite reumatdide.
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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
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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
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