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RESUMO
A migracao e o acumulo excessivo de neutrofilos no tecido inflamado causam

danos e perda da funcido do tecido. Na artrite, os neutréfilos também participam da
dor articular secretando moléculas que ativam diretamente os nociceptores
periféricos, que conduzem os estimulos dolorosos por meio da secrecdo de
neurotransmissores. Por outro lado, a morte dos neutrofilos por apoptose € um gatilho
para o fim da inflamagdo, uma vez que a eferocitose de células apoptoéticas pelos
macrofagos estimula a diferenciagcdo de macrofagos com propriedades anti-
inflamatdrias e pré-resolutivas, situagdes associadas a resolucéo da inflamacéo e ao
reparo tecidual. Considerando a estreita relagdo entre inflamagao e dor na artrite, é
pertinente investigar mais a fundo o envolvimento dos nociceptores e de seus
neurotransmissores envolvidos na atividade dos leucécitos presentes no tecido
articular inflamado. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o papel dos
nociceptores e do neurotransmissor “Peptideo relacionado ao gene da calcitonina”
(CGRP) na atividade dos neutrdfilos e na resolugao da resposta inflamatéria aguda da
articulagao utilizando um modelo auto-resolutivo de artrite induzida por antigeno. Os
resultados mostram uma grande concentragdo de CGRP no ganglio da raiz
dorsal (DRG) e no tecido sinovial em um momento associado com a resolugdo da
inflamacao articular neste modelo, corroborada pelo aumento concomitante do
numero de neutrdfilos apoptéticos e da eferocitose dos corpos apoptdéticos por
macrofagos. In vitro, o CGRP induziu, de forma dependente de concentracdo, a
apoptose dos neutréfilos de maneira concentracdo dependente. No entanto, a
neutralizacdo do CGRP utilizando um anticorpo monoclonal apresentou uma discreta
reducdo da apoptose e eferocitose. Por outro lado, animais que tiveram as fibras
nociceptivas TRPV1* dessensibilizadas apresentaram maior numero de neutréfilos na
cavidade articular, porém com reduzida presenca de células apoptéticas, de
eferocitose e de macréfagos com perfil anti-inflamatério (CD206%) em relagdo aos
animais com as fibras preservadas. De maneira similar, o tratamento com
Buprenorfina, um agonista opioide parcial do receptor y, aumentou o numero de
neutrofilos, mas reduziu a presenga de neutréfilos apoptoticos e eferocitose. Assim,
esses achados indicam que os nociceptores e seus neurotransmissores liberados no
sitio inflamatério podem atuar em leucdcitos prejudicando a resolugdo do processo

inflamatoério.



Palavras-chave: Inflamacao, resolucdo da inflamacgao, tecido sinovial, nocicepgao,
CGRP.



ABSTRACT
The migration and excessive accumulation of neutrophils in inflamed tissue

cause damage and loss of tissue function. In arthritis, neutrophils also participate in
joint pain by secreting molecules that directly activate peripheral nociceptors, which
conduct painful stimuli through the secretion of neurotransmitters. On the other hand,
the death of neutrophils by apoptosis is a trigger for the end of inflammation, since the
efferocytosis of apoptotic cells by macrophages stimulates the differentiation of
macrophages with anti-inflammatory and pro-resolution properties, situations
associated with the resolution of inflammation and tissue repair. Considering the close
relationship between inflammation and pain in arthritis, it is pertinent to investigate
further the involvement of nociceptors and their neurotransmitters in the activity of
leukocytes present in inflamed joint tissue. Thus, this study aimed to investigate the
role of nociceptors and the neurotransmitter calcitonin gene-related peptide (CGRP) in
neutrophil activity and resolution of acute joint inflammatory response using a self-
resolving model of antigen-induced arthritis. The results show a high concentration of
CGRP in the dorsal root ganglion (DRG) and synovial tissue at a time point associated
with the resolution of joint inflammation in this model, corroborated by the concomitant
increase in the number of apoptotic neutrophils and efferocytosis of apoptotic bodies
by macrophages. In vitro, CGRP induced neutrophil apoptosis in a concentration-
dependent manner. However, neutralization of CGRP using a monoclonal antibody
showed a slight reduction in apoptosis and efferocytosis. On the other hand, animals
that had their TRPV1+ nociceptive fibers desensitized had a higher number of
neutrophils in the joint cavity, but with a reduced presence of apoptotic cells,
efferocytosis and macrophages with an anti-inflammatory profile (CD206+) compared
to animals with preserved fibers. Similarly, treatment with Buprenorphine, a partial
opioid agonist of the y receptor, increased the number of neutrophils but reduced the
presence of apoptotic neutrophils and efferocytosis. Thus, these findings indicate that
nociceptors and their neurotransmitters released at the inflammatory site can act on

leukocytes, impairing the resolution of the inflammatory process.

Keywords: Inflammation, inflammation resolution, synovial tissue, nociception, CGRP



LISTA DE ABREVIACOES
AlA: artrite induzida por antigeno
AINES: anti-inflamatorios ndo esteroides
ANOVA: analise de variancia
BSA: Bovine Serum Albumin — Soro Albumina Bovina
cAMP: adenosina 3,5'-monofosfato ciclica
C57/BL6: linhagem de camundongos
CEUA: Comissao de ética no uso de animais
CFA: adjuvante completo de Freund
CGRP: Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
CLR: receptor tipo receptor de calcitonina
CRLR: receptor de CGRP (combinagao de CLR e RAMP1)
COX: ciclooxigenases
CREB: proteina de ligagao do elemento responsivo ao cAMP
DAMP: Padrbes moleculares associado ao dano
DMSO: Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo
DNA: acido desoxirribonucleico
DRG: ganglio da raiz dorsal
EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay — Imunoensaio enzimatico
Epac1/2: proteina de troca 1/2 ativada pelo cAMP
GPCRs: receptores acoplados a proteinas G
HOCI: perdxido de hidrogénio em acido hipocloroso

IFN-y: interferon-gama



IL: interleucina

LPS: lipopolissacarideo

mBSA: albumina sérica bovina metilada

MPO: mieloperoxidase

NETSs: Neutrophil extracellular traps — armadilhas extracelulares de neutrdfilos
NFkB: Nuclear Factor kappa B — Fator nuclear kappa B
NO: 6xido nitrico

OPD: ophenylenediamine dihidrocloride

PAMP: Padrdes moleculares associados ao patdégeno
PBS: phosphate buffered saline - tampao salina fosfato
PGE.2: prostaglandina E2

PKA: Proteina quinase A

PRRs: receptores de reconhecimento de padrao
RAMP: proteina modificadora da atividade do receptor
RCP: proteina componente do receptor CGRP

ROS: espécies reativas de oxigénio

RTX: resinferatoxina

SNC: sistema nervoso central

TLRs: receptores semelhantes ao Toll

TNFa: fator de necrose tumoral-a

TRP: potencial receptor transitério

TRPA1: anquirina potencial receptor transitério 1

TRPV1: potencial receptor transitorio vaniléide 1



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Os neutrdéfilos apoptoricos liberam sinais de “find-me” e “eat-me”............. 24
Figura 2: Sinalizagc&do nociceptiva na inflamacgao articular. .............ccccccviiiiieennns 29
Figura 3: O complexo do receptor CGRP...........oiiiiiiiiiiccee e 31
Figura 4: Perfil histologico da inflamagé&o articular no modelo de AlA....................... 47
Figura 5: Perfil celular da cinética inflamatdria articular no modelo de AlA............... 48
Figura 6: Parametros resolutivos no modelo de AlA. ..., 50
Figura 7: A dor permanece ao longo da inflamagao. ...........cccceeeeiviiiiiiiciii e, 51

Figura 8: O CGRP esta aumentado no tecido sinovial dois dias apds o desafio intra-
= o (o | = T 52

Figura 9: O CGRP esta aumentado no DRG dois dias apds o desafio intra-articular.

Figura 10: O CGRP induz a apoptose de neutrofilos. .........ccooooeeeiiiiiiiiiiii s 54
Figura 11: O CGRP induz a apoptose de neutrofilos estimulados em concentragéo
=10 =T PP PPPPP 55
Figura 12: Efeito do tratamento com Fremanezumab na resposta inflamatéria

= o (o | = T 57
Figura 13: Efeito do tratamento com Fremanezumab nos parametros de resolugéo.

.................................................................................................................................. 58
Figura 14: A dessensibilizacdo dos nociceptores TRPV1* com RTX inibiu a
=T 1S o)1 [T F=To L= = o (o S 60
Figura 15: A dessensibilizagdo por RTX n&o causou alteragdo na resposta
190181 o] (oo | [o SRR 61

Figura 16: O tratamento com RTX nao levou a diferengas no perfil celular do lavado
articular 2 dias ap0s 0 deSafio. .......cooeiiiuiiiiiie e 62
Figura 17: O tratamento com RTX nao levou a diferengas nos parametros resolutivos
2 dias apOs 0 AESAfI0. ..euuuiiiiiiiiei e 63
Figura 18: O protocolo de dessensibilizagdo por RTX levou a menor nocicepgao....64
Figura 19: A dessensibilizagdo por RTX levou ao aumento de neutrofilos 3 dias apds
(o o [T o J P 65
Figura 20: A dessensibilizagdo por RTX levou ao aumento dos parametros
resolutivos 3 dias apis 0 deSafio. .........ueiiiiiiiii i 66

Figura 21: A dessensibilizagdo por RTX levou a diminuigdo de macrofagos CD206*..



Figura 22: O tratamento com Buprenorfina reduziu a noCiCepgao. .........ccceeeeeeeerennes 68
Figura 23: A buprenorfina n&o alterou o perfil celular no lavado articular 2 dias apés
(o I o {157 o J S 69
Figura 24: O tratamento com Buprenorfina ndo interferiu nos parametros de
resolucao dois dias ap0s 0 deSafiO. .......coeeiiiuiiiiiiiiii e 70
Figura 25: A buprenorfina n&o alterou o perfil celular no lavado articular 3 dias apés
(o 0o {17 o JA 71
Figura 26: O tratamento com Buprenorfina reduziu parametros de resolugao trés dias
=0 Jo R o o [=17- [ AU UORURPPRN 72

Figura 27: ReSUMO grafiCo. .....oooeiiiiie e e e 80



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......ceereirrreeieeeeseeeesasssessssssssessessssssssssasssesssssessessessssssssnnns 15
1.1. Aspectos gerais da resposta inflamatoria.............ccoooeeeeiii . 15
1.2. Viséo geral do papel dos neutrdfilos na artrite ... 19
1.3. Controle da resposta inflamatoria..............cccoiiiii 21
1.4. Arelagdo entre o sistema nervoso e a inflamagéo.............cccccccee... 27
1.5. Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP).................... 30

2. JUSTIFICATIVA ....eeeeeeeeeeeennnnnsnnnnnnnnnnnansnn s snnnannnnn s nn s nnn s s nnnnnnnnnannnnnnnns 34

3. OBUETIVO......c e ssssss s e s s smnnn s e s s s s smsmnn s s s e e e e mmmnnnnes 35
3.1. ODbJEtiVO GEIal ... 35
3.2. Objetivos eSPeCifiCOS.......ccoviiiiiiii e 35

4. METODOLOGIA.......oooiieeiiiiiinnrerre s s ssmsns s e s s s s s s s ssssmns s s e s es sans s ssnnnnnns 36
4. ESTUAOS N VIVO .. 36

A ANIMAIS e 36
4.1.2. Modelo experimental de Artrite induzida por Antigeno (AlA).......... 36
4.1.3. Deplecao quimica de NOCICEPLOreS ........ccovvveeeiiiiiieeeeeiiieeeeeeieee e, 36
414, Tratamentos .....ccooo e 37
4.1.5. Medida de NOCICEPGA0 ......cccceeuiieeeeeiee et 37
4.1.6. Teste de dor por CapSaiCiNg .......ccuvuuiieeeeeeeeeeeee e 37
4.1.7. Recuperagédo de ceélulas da cavidade articular............ccccccccceeen. 38
4.1.8. Contagem total dos [eUCOCItOS ........ccooveeiieii e 38
4.1.9. Contagem diferencial dos leucOCitos............ccooeveeiieeiiiiieeieeeeee, 38
4.2. ESTUAOS N VIEIO ..o 39
4.2.1. Isolamento de Neutrofilos HUMaNOoS ... 39
4.2.2. Cultura de Neutrofilos HUMANOS .....eieiiiiiii e 39
4.2.3. Analise da apoptose de [euCOCIHOS .........coevviiiiiiiiiiiieeeee e 40
4.3. ENSQIOS DIOIOGICOS ... 40

4.3.1. Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas40

4.3.2. Dosagem de Citocinas: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)............. 40
4.3.3. Quantificagdo de anticorpos anti-mBSA...........ccoceeiiiiiiiiiii 41
4.3.4. WeStern BlOt.........ooooeiieiieie e 41

4.3.5. Analise histOlOgICa. ..........uuiiiiiiiiiiie e 42



4.3.6. Analise de imunohistoquimiCa...........ccooeiviiiiiiiiiiiiee e 43

4.3.7. Analise de iImunofluoresCencia.........ccooeeeiiiiiiiiiiie e 43
4.3.8. Citometria de fluXO .......ccoeeeieieieee e 44
4.4. Analises estatistiCas .........ouuuiiiii i 45
5. RESULTADOS ......oooiiiiiiicccisesrrrrerssssssssssssssne s s s sssssssssssnnssssessssssssnsnnsnssssnes 46
5.1. Cinética da resposta inflamatdria articular...............c..c.cooiiiii 46
5.2 Relagéo entre o neurotransmissor CGRP e artrite induzida por antigeno
............................................................................................................................... 51
5.3. Investigacéo do efeito do Fremanezumab na resolugéo da inflamagéo
= (o0 = | PP 55

5.4. Efeito da deplegéo de nociceptores TRPV1* na resposta inflamatéria
= 1A [o1] = US 58

5.5. Avaliacao da resposta inflamatdria articular apds o tratamento com o

analgeésico BUPreNOIfiNG ........coooiiiiiiiic e e 67
6. DISCUSSAD ......coeeeeeiereeerteeseeseesesssessesssssesssseseesssssssssssessessssssssssssssssens 73
7. CONCLUSAOD.......coicercreetreeresasessessesesseessesasssssssasssssessssssssssensesesssssnssssens 81
8. REFERENCIAS ..ottt ssssss e s sttt ss s snsssesss s 82
1= I PP 95

ANEXO Il s s 96



15

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da resposta inflamatdria

A inflamagdo € um processo fisiolégico complexo de defesa do organismo a
patdgenos e lesdes teciduais que envolve componentes vasculares, celulares e uma
diversidade de biomoléculas'. Sua principal agdo consiste em remover os agentes
nocivos e reparar o dano tecidual para restabelecer um estado de homeostase?.
Porém, a inflamagao precisa ser muito bem regulada para impedir que ela mesma nao
seja um problema adicional para o tecido ou sistema. A producéo de mediadores pro-
inflamatdrios precisa ser balanceada com moléculas anti-inflamatorias e pro-
resolutivas, um equilibrio dependente de uma escala temporal e que leva em
consideracgao a persisténcia do estimulo desencadeador desta resposta, a intensidade
da inflamagao e o funcionamento coordenado de células residentes e de leucdcitos
que migram para o tecido®.

Em uma resposta inflamatéria eficiente, a inflamacao é resolvida, removendo os
agentes iniciadores da resposta, controlando o excesso de leucdcitos acumulados e
restaurando a arquitetura e fungdes normais do tecido ou promovendo uma adaptacao
do tecido para uma nova homeostase tecidual®. Por outro lado, a persisténcia da
resposta inflamatéria ou mesmo a resposta exacerbada esta diretamente associada
com danos nos tecidos, os quais podem ser permanentes e causar modificacoes
profundas no funcionamento do tecido e dar origem a doengas inflamatorias crénicas,
desenvolvimento de doencas autoimunes e canceres?.

O processo inflamatdrio agudo é clinicamente reconhecido por 5 sinais cardinais:
calor, rubor, edema, dor e perda de fungdo, sendo os quatro primeiros ja descritos no
século | por Cornelius Celsus e a perda de funcéo incluida em 1858 por Rudolf
Virchow®. Esses sinais s&o resultantes de alteragdes que ocorrem a nivel tecidual no
local do estimulo, como: vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular com
extravasamento local de exsudato para o tecido, infiltracdo de leucdcitos,
principalmente polimorfonucleares e, subsequentemente, mondcitos inflamatérios
para o tecido que vao produzir mediadores inflamatérios como citocinas, quimiocinas
e espécies reativas de oxigénio, que irdo atuar na remog&o do agente nocivo®.

De forma geral, a resposta inflamatéria aguda se inicia quando células residentes
reconhecem diferentes tipos de sinais, produzindo uma gama enorme e variada de

mediadores que participam ativamente de alteragdes vasculares e recrutamento de



16

leucdcitos circulantes para o tecido. Estes estimulos podem ser provenientes de
moléculas derivadas de patégenos invasores (Padrbes moleculares associados ao
patégeno — PAMP) ou moléculas derivadas de um dano celular (Padrées moleculares
associado ao dano — DAMP), as quais sao liberadas no meio extracelular, resultantes
de agentes toxicos de um determinado patégeno ou provocado pelo por outros
estimulos, como irradiacdo e isquemia’. A presenca de PAMPs e DAMPs num
determinado tecido levam a ativagcdo de variados tipos de receptores, conhecidos
como receptores de reconhecimento de padrao (PRRs), incluindo os receptores
semelhantes ao Toll (TLRs), nas células residentes no tecido’®. A ativagao desses
receptores induz cascatas de sinalizacado que resultam na secrecdo de mediadores
inflamatdrios, entre eles quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, como TNF,
interleucina-6 (IL-6) e IL-1B, radicais livres, aminas vasoativas e eicosanoides (como
prostaglandinas) que induzem a resposta inflamatéria e amplificagdo da resposta
imune®.

As células endoteliais vasculares adjacentes ao tecido afetado reconhecem
precocemente esses mediadores inflamatorios e passam por profundas modificagdes
estruturais, como vasodilatacio, processo diretamente associado com o aumento do
fluxo sanguineo local, e aumento da permeabilidade vascular, processo associado
com o extravasamento local de exsudato para o tecido, promovendo os sinais e
sintomas caracteristicos da fase inicial da resposta inflamatéria’®'!. Além disso, essas
células endoteliais também aumentam sua producédo de mediadores, como moléculas
de adesao, citocinas e quimiocinas, etapas fundamentais para que haja o
recrutamento de leucdcitos da circulagdo para o tecido inflamado™ 2.

Os neutrofilos sdo o tipo de leucécito mais abundante no sangue humano e
desempenham um papel proeminente na imunidade, especialmente no sistema imune
inato, sendo os primeiros a chegar no tecido apos os estimulos iniciais''%. Os
neutréfilos contém, pelo menos, quatro tipos diferentes de granulos: granulos
primarios, também conhecidos como granulos azurdfilos; grénulos secundarios,
também conhecidos como granulos especificos; granulos terciarios ou gelatinases; e
vesiculas secretoras. Esses granulos e vesiculas secretoras dos neutrofilos
armazenam proteinas especificas relevantes para suas fungdes'®. Os granulos
primarios s&o constituidos, principalmente, de proteinases e peptideos
antimicrobianos como defensinas, mieloperoxidase (MPO, responsavel pela

conversdo do peréxido de hidrogénio em acido hipocloroso (HOCI)), elastase e
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catepsina G)'. Granulos secundarios tém, em sua constituicdo, principalmente
fosfatase alcalina, lactoferrina, lisozima, o complexo enzimatico da NADPH oxidase e
colagenase. A lactoferrina sequestra ferro livre, inibindo o crescimento bacteriano e
aumentando a permeabilidade a lisozima, levando a ruptura da parede celular
bacteriana'®. Ja os granulos terciarios sdo compostos principalmente de catepsina e
gelatinase, enzimas capazes de degradar colageno, fibronectina e proteoglicano,
componentes da matriz extracelular, o que facilita o processo de migragdo dos
neutrdfilos do vaso ao sitio inflamatério’20. As vesiculas secretorias sdo constituidas
de receptores de membrana e outras proteinas funcionais, tais como receptores para
lipopolissacarideos (CD14), receptores de complemento, receptores para IgG (FcyR),
integrinas LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1 (CD11b/CD18)20:21,

O extravasamento de neutrdfilos para o tecido € dependente do contato desses
leucdcitos com células endoteliais nos capilares sanguineos adjacentes, fazendo com
que ocorra o rolamento celular ao longo da parede do vaso'>?2. Esse processo é
mediado pelas P- e E-selectinas expressas nas células endoteliais que interagem com
ligantes presentes nos leucdcitos (L-selectina), fazendo com que essas células
trafeguem em menor velocidade e rolem sobre o endotélio?®. O rolamento dos
neutroéfilos propicia a interagdo com quimiocinas presentes na camada superficial do
endotélio através da ligagao aos seus receptores nos neutrofilos, especialmente os
ligantes do receptor CXCR2 (quimiocinas que compartilham um motivo ELR — acido
glutamico-leucina-arginina), importantes no contexto da migragao desses leucécitos?.
A sinalizagdo desencadeada por essa ligagao aos receptores acoplados a proteina G
resulta na a ativagdo de integrinas?®. As integrinas ativadas entram em contato com
seus ligantes expressos no endotélio, 0 que ocasiona a interrupgéo da rolagem desses
leucdcitos, propiciando uma interagdo de alta afinidade entre neutrdéfilo e endotélio,
resultando na adesao firme e estavel entre esses dois tipos celulares'22226_ A partir
desse ponto, os neutréfilos tém mais possibilidades de extravasarem para os tecidos
pelo processo de transmigragdo através da barreira celular endotelial’?>27. Em muitos
eventos inflamatérios, os neutrofilos geralmente exibem um comportamento de
enxame, onde ocorre a quimiotaxia amplificada de neutréfilos de regides intersticiais
mais distantes, levando ao agrupamento de neutrofilos no tecido inflamado?®29,

Os neutrdfilos circulantes sdo quiescentes e sua ativagdo € um processo de
varias etapas que pode comecar pelo contato com células epiteliais durante as fases

da migragao sendo que se tornam completamente ativados pelo contato direto com



18

patégenos ou pela agao de citocinas inflamatdrias secretadas pelas células residentes
no tecido3%3!. Apds a ativacdo, os neutréfilos usam diferentes mecanismos para a
eliminacao do estimulo inflamatério que incluem: fagocitose, degranulagao e formagéo
de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs)2.

A fagocitose dos agentes nocivos pelos neutrdfilos € causada pela ligagao de
seus receptores para opsoninas, como o fragmento C3b do sistema de complemento
e de regido Fc de anticorpos, que aprisionam o agente nocivo dentro de um vacuolo,
o fagossomo?3. A fagocitose é seguida pela digest&o através da unido ao fagossomo
de granulos citoplasmaticos contendo enzimas proteoliticas e proteinas
antimicrobianas. Simultaneamente, espécies reativas de oxigénio (ROS) sao geradas
pelo complexo NADPH oxidase na membrana do fagossomo e liberadas em seu
liGmen34,

Outro mecanismo utilizado pelo neutréfilo no ataque ao agende nocivo é a
degranulacdo, quando esses granulos contendo proteinases e peptideos
antimicrobianos se fundem com a membrana plasmatica, liberando seu conteudo para
o meio extracelular®®3®. Em contato com os patégenos, o contetdo liberado pode
destruir sua parede celular e contribuir para sua eliminacao®. A mobilizagdo de
granulos terciarios e secundarios durante a transmigragao pode facilitar a degradacéao
do colageno na membrana basal e, portanto, a remogao de uma barreira fisica a saida
de neutrofilos®®. Os neutrdfilos podem também secretar NETs, estruturas compostas
por proteinas de granulos azurofilicos (elastase de neutrofilos, catepsina G e
mieloperoxidase), granulos especificos e granulos terciarios de neutréfilos, além de
DNAZ36, As NETs degradam fatores de viruléncia e matam bactérias no ambiente
extracelular. Além disso, atuam como barreiras que impedem a propagacdo de
bactérias36-37.

Os neutrodfilos recrutados ainda contribuem para o influxo de mondcitos nos
locais de inflamacgéao através da secregao de quimiocinas (como CCL2, CCL3, CCL19,
CCL20) e proteinas granulares (como S100A e varios peptideos antimicrobianos),
fazendo com que a chegada de neutréfilos no sitio inflamatdrio seja seguido pela
chegada de mondcitos®. As proteinas dos granulos primarios de neutréfilos também
aumentam a atividade antimicrobiana dos macrofagos, aumentando sua capacidade
de fagocitar patégeno e secretar citocinas®*. Os macrofagos que chegam ao sitio

inflamatorio também utilizam mecanismos para a eliminagdo do agente nocivo, como
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fagocitose e produgao de citocinas pro-inflamatérias (como TNF, IL-1B, IL-12 e IL-23)
que vao impulsionar o processo inflamatoério.

Os mecanismos que os neutrofilos utilizam para eliminar estimulos inflamatérios
também podem causar danos nos tecidos®®. Os produtos da ativagdo dos neutrofilos,
como espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteases (elastase neutrofilica,
metaloproteinases e catepsina G), promovem lesdo tecidual pela clivagem de
proteinas da matriz extracelular como elastina, fibronectina, laminina e colageno
V1340 Além disso, o repertério de citocinas e quimiocinas produzido pelos neutrofilos
no tecido inflamado contribuem para recrutar mais neutrofilos e outros leucdcitos, para
o tecido intensificando a inflamacgdo*'. Ainda, NETs atuam como DAMPs, promovendo
respostas inflamatérias e podem causar danos ao tecido com a exposicdo de
complexos de histonas para o meio extracelular, que podem participar do

desenvolvimento de doencas autoimunes?6.

1.2. Visao geral do papel dos neutréfilos na artrite

Em artrites, a presenca de neutréfilos no ambiente articular esta diretamente
ligada a inflamagé&o. Os neutrofilos s&o as células mais abundantes no liquido sinovial
e estdo presentes também na interface pannus/cartilagem em pacientes com artrite
reumatoide*?43, A chegada desses leucdcitos no tecido sinovial envolve mediadores
quimioatraentes, como CXCL1, endotelina (ET)-1 e leucotrieno Bs, liberados
principalmente por macréfagos residentes*445. De fato, estudos preliminares nao
publicados mostram que a viabilidade de neutrdfilos na cavidade articular é diferente
daquela encontrada nos tecidos/sinévia. Em modelos de AIA aguda e prolongada,
neutréfilos foram encontrados em grandes quantidades no tecido sinovial em tempos
que ja haviam diminuido significativamente no lavado recuperado da cavidade
articular, indicando uma diferenca na viabilidade dessas células dependente de

localizagao na articulagao.

Os neutréfilos de pacientes com artrite reumatoide podem modular outras
células imunes. Estudos mostraram que neutrdfilos coletados da cavidade sinovial
contém altos niveis de expressao do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe Il e estimulam a proliferagdo de células T in vitro*. Em relagao aos
linfécitos B, neutrofilos do sangue periférico estimulados pelo liquido sinovial de
pacientes com artrite podem liberar o estimulador de linfécitos B (também conhecido
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como BLyS ou BAFF), de forma dependente de TNF-a, que regula varios aspectos da
fisiologia das células B, incluindo proliferagéo, sobrevivéncia e diferenciagdo*’. Além
disso, a interagao dos neutrofilos com outras células induz a secregéo de um repertorio
de citocinas pro-inflamatérias (IL-13, IL-12, IL-18, IL-23 e TNF) e quimiocinas (CCL2,
CCL4, CCL5 e CXCL8), que amplificam a resposta inflamatotia*®4°.

A degranulacgao e liberagdo de ROS, tanto no fluido sinovial como diretamente
na superficie da articulagdo mediam os danos ao tecido. A deposi¢cao de complexos
imunes na superficie da articulagao resulta na formagao incompleta de um fagossomo
(denominado fagocitose frustrada) e fornece um microambiente no qual o neutréfilo
libera altas concentragdes de oxidantes e agentes citotdxicos diretamente na
superficie da cartilagem articular*®. As proteinas presentes nos granulos
citoplasmaticos de neutréfilos estdo presentes em altas concentragdes no liquido
sinovial na artrite reumatoide e podem promover danos na cartilagem e tecido sinovial
enquanto inibem a proliferacao de condrdcitos e promovem a proliferagao e invasao
de sinovidcitos®%-%,. Ainda, os neutrofilos expressam RANKL, podendo ativar a
reabsorgao 6ssea por meio de interagdes neutrdfilo-osteoclasto®’.

Nas artrites bacterianas, os neutrofilos desempenham um papel duplo,
inicialmente sdo fundamentais no combate dos patégenos atuando como primeira
linha de defesa do organismo nos estagios iniciais na doenga®. Assim como descrito
anteriormente, os neutrofilos podem fagocitar os patdégenos, secretar o conteudo de
seus granulos, produzir ROS e peptideos antimicrobianos e ainda liberar NETs®®. Na
eliminacao do patégeno, NETs podem contribuir tanto na eliminagédo direta, como
também evitando a disseminacgao, aprisionando o microrganismo € aumentando a
concentragao local de agentes microbicidas®. Por outro lado, assim como nas artrites
estéreis, a liberacdo de ROS, NETs e de proteinas granulares por neutrofilos na
articulagéo, podem levar ao dano tecidual®®.

De forma interessante, na gota, NETs foram descritas ndo s6 promovendo a
inflamacg&o e dano tecidual, onde as estruturas liberadas no meio celular funcionam
como DAMPs, mas também como moduladoras da inflamacgao®'. A liberagdo de NETs
induzidas por cristais de urato monossddico, formam agregados densos que
degradam citocinas e quimiocinas inflamatérias reduzindo o recrutamento de
neutrofilos e a inflamagao®2. Portanto, os neutrdfilos parecem exercer fungao dual

também na inflamagdo gotosa, atuando na fase inicial como amplificador da
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inflamacao, mas reduzindo essa inflamagao em tempos tardios, contribuindo para a
resolucdo da inflamag&o®2.

De fato, o controle da inflamacgao e do dano articular na artrite esta diretamente
relacionado a reducgao do influxo de neutrdfilos nas articulagbes. Experimentalmente,
o tratamento com um peptideo que interfere na interacdo entre quimiocinas e
glicosaminoglicanos reduz o acumulo de neutréfilos, os niveis das quimiocinas
CXCL1, CXCL2 e CXCL6 e da citocina IL-6, melhora a inflamacéo articular e reduz os
danos teciduais no modelo de artrite induzida por antigeno (AlA)®*. O bloqueio de
receptores de quimiocinas por inibidores alostéricos de CXCR1/CXCR2 diminuem o
influxo de neutrdfilos e a produgéo de TNF na AlA, ainda, melhora significativamente
os parametros inflamatorios da artrite induzida por colageno®-%. Nos dois modelos, a
diminuicdo do influxo de neutréfilos esta diretamente relaciona a diminuicdo da
nocicepgdo®-%8. Portanto, os neutrofilos estdo diretamente relacionados a dor articular

na artrite.

1.3. Controle da resposta inflamatoéria

De forma ampla, a resposta inflamatoria, embora protetora, pode causar sérios
prejuizos ao organismo se for persistente ou exacerbada, levando ao aparecimento
de inflamacgdes crénicas, dano tecidual permanente e desenvolvimento de doencas
autoimunes®. Portanto, o controle da inflamagao precisa ser muito bem regulado para
obter o equilibrio necessario para uma resposta eficiente, com controle eficaz da sua
qualidade, intensidade e duracdo. Fatores anti-inflamatérios e pré-resolutivos sao
fundamentais para essa regulacéo fina frente aos estimulos pré-inflamatérios, atuando
para o término da inflamacao e reestabelecimento da homeostase tecidual®’.

O uso de medicamentos anti-inflamatorios é amplamente difundido para o
tratamento dos mais variados tipos de doencgas inflamatodrias, abrangendo doencgas
agudas, crbnicas, alérgicas, autoimunes, infecciosas®®. Os exemplos de farmacos
anti-inflamatérios sdo muito diversificados. Os anti-inflamatérios nao esteroides
(AINES), por exemplo, possuem como principal mecanismo de ag¢ao a inibicdo das
isoenzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) com varios graus de especificidade
para a isoforma COX-2, bloqueando a produgao de prostanoides (ex: prostaglandinas)
através do bloqueio do metabolismo do acido araquidénico %86°. Por outro lado, os
farmacos anti-inflamatorios esteroidais (AIES), também conhecidos como

glicocorticoides, mimetizam as agbes do horménio cortisol e possuem, como
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mecanismo de agao, o controle da sintese proteica ao se ligarem em seus receptores
no citoplasma das células, seja inibindo a sintese de moléculas que causam
inflamacdo, como a propria COX-2, ou induzindo a produgao de moléculas pro-
resolutivas, como a Anexina A17%. Porém, os AIES possuem conhecida agéo
imunossupressora, diferente dos AINES”"72,

Enquanto a anti-inflamacao controla a inflamacao através da inibicado das acdes
de moléculas pro-inflamatorias, a resolugao da resposta inflamatéria € um processo
ativo, muito bem coordenado e que tem inicio ainda nas fases iniciais da inflamagao
com a biossintese de mediadores que atuam em diferentes frentes no tecido
inflamado’374. A transi¢cdo da inflamagdo aguda para a resolugédo da inflamagéo é
dependente de uma série de acontecimentos: remog¢ao do estimulo nocivo; mudanca
na produgdo de mediadores proé-inflamatérios para pro-resolutivos; limitacdo ou
interrupcao do extravasamento de neutroéfilos para o tecido; inducdo da apoptose de
neutroéfilos presentes no tecido; recrutamento de mondécitos nao flogisticos; eliminagao
de neutrdfilos apoptéticos por macrofagos (eferocitose); reprogramacgdo de
macrofagos para fenotipos promotores de resolugdo (com maior capacidade de
eferocitose e producado de mediadores anti-inflamatérios e pro-resolutivos); remogéao
do infiltrado celular através das circulagdes sanguineas e linfaticas; reparo e
regeneracgéo tecidual’>76,

A reducdo da quantidade de neutrdfilos no sitio inflamatério € muito importante
para o controle da resposta inflamatoria, a qual € resultado do somatério de diferentes
fatores, como a reducao da producgao de fatores quimioatraentes, drenagem linfatica,
transmigracao reversa e reducdo da viabilidade dessas células. A apoptose dos
neutrofilos € um ponto chave para a resolugdo da inflamagdo, com consequéncia
direta na redugdo do numero e atividade dessas células no sitio inflamatorio’.
Morfologicamente, a apoptose ocorre com o arredondamento da célula, retracdo dos
pseuddépodes, redugdo do volume celular (picnose), condensagdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear) e fragmentacdo de célula em corpos menores (corpos
apoptoticos)’”-78.

A sinalizagao para a apoptose pode ser disparada por duas vias principais:
intrinsecas e extrinsecas. A via intrinseca € iniciada quando membros pré- apoptoticos
da familia Bcl-2 (Bax e Bak) se oligomerizam e formam poros na membrana
mitocondrial externa, alteram o potencial da membrana e permitem o efluxo de

proteinas do espaco intermembranar, como o citocromo c, para o citosol’®. Ao ser
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liberado da mitocdndria, o citocromo ¢ pode iniciar a montagem do apoptossomo que
ativa a caspase-9 e, por consequéncia, a caspase-3’°. Por outro lado, a via extrinseca
envolve a ligacéo de ligantes de morte extracelular (como FasL ou TNF) a receptores
de morte transmembrana, formando um complexo indutor de morte associado ao
receptor, recrutando e ativando caspase-8 e caspase-38%8!. Independente de qual das
duas vias de apoptose é ativada, diferentes caspases, familia de proteases de
cisteina, participam do processo de morte celular’®. As caspase-8 e caspase-9 séo as
caspases iniciadoras das vias de apoptose extrinseca e intrinseca, respectivamente,
que por sua vez medeiam a ativagao da caspase-3 que leva a muitas das mudancgas
bioquimicas e biofisicas que ocorrem durante a apoptose ’°.

Os neutrofilos apoptéticos mantém a membrana celular integra enquanto os
constituintes do nucleo e citoplasma sdo degradados. A integridade da membrana
garante que possiveis danos as células vizinhas sejam minimizadas, pois evitam que
o conteudo intracelular da célula apoptética atinja o meio extracelular, o que
contribuiria para a ativacdo de células residentes e amplificacdo da resposta
inflamatoria’’. Embora integra, durante a apoptose, a membrana plasmatica passa
por algumas modificagdes que facilitam o engolfamento da célula apoptética por
fagécitos, evento conhecido como eferocitose. Por exemplo, o fosfolipideo
fosfatidilserina, encontrado com exclusividade na porg¢ao interna da membrana celular
de neutrdfilos viaveis, € exposto na superficie extracelular da membrana apds a
indugéo de apoptose®?84. Assim, a externalizagdo da fosfaditilserina é considerada
um marcador de células apoptoéticas e o seu reconhecimento por receptores presentes
em macréfagos sao importantes para a eferocitose®’.

A eferocitose de neutréfilos apoptoticos € um dos passos importantes para a
resolucgéo da inflamagao®®. Esse evento é muito bem regulado por diferentes fatores.
Os proprios neutrofilos apoptéticos auxiliam nessa etapa liberando sinais
quimiotaticos que induzem a atragcao de células mononucleares, conhecidos como
sinais de “find-me88. Neutrofilos apoptéticos também emitem os sinais de “eat-me” que
sdo reconhecidos pelos fagocitos, causando a eferocitose e degradagao dos corpos
apoptdticos dentro dos fagolissomos (Figura 1)8487. De maneira oposta, as células
saudaveis e viaveis emitem sinais “don’t eat me” em suas membranas impedindo que
a eferocitose aconteca. Dessa forma, os sinais “eat-me” e “don’t eat me” sao

importantes reguladores da depuragao das células mortas pelos fagécitos (Figura 1).
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Assim, falhas nessa sinalizagdo podem gerar uma remogao defeituosa nas células

apoptoticas, resultando em inflamagéo crénicas®®.

A. Efferocyte attracted to "find me" signals in proximity to apoptotic cell

Chemotactic gradient of "find me” signals
(ATP. UTP, S1R, CX3CL1, LysoPC)
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B. "Eat me" signals recognized, leading to Rac1 activation and subsequent engulfment of apoptotic cell
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Figura 1: Os neutroéfilos apoptéticos liberam sinais de “find-me” e “eat-me”. (A) As
células apoptoticas liberam multiplos quimioatraentes que recrutam eferdcitos. Estes incluem
nucleotideos-trifosfatos (ATP, UTP), lipidios (S1P, LysoPC) e quimiocinas (CX3CL1). (B) O
engolfamento de células apoptéticas é impulsionado principalmente pelo reconhecimento de
fosfatidilserina (PtdSer) na célula apoptodtica, seja diretamente por receptores como BAI1, ou
via opsoninas (MFG-E8 e Gas6) que fazem a ponte entre o PtdSer e os receptores eferociticos
como ay B s integrina ou MERTK. Esses receptores eferociticos entdo ativam a cascata de
sinalizagdo do receptor fagocitico candnico, ativando um complexo de CRKII, ELMO e
DOCK180 que entao ativa a GTPase Rac1. Rac1 conduz a reorganizagao do citoesqueleto
de actina do eferdcito de tal forma que o eferdcito engloba a célula apoptética em um vacuolo
derivado da membrana plasmatica chamado de “efferossoma”. Figura preparada com
BioRender (biorender.com)?°2,

A eferocitose pode contribuir para a resolucédo da inflamacao de duas formas: a
remocao de neutréfilos apoptédticos impede que eles sofram necrose secundaria, o
que liberaria moléculas intracelulares imunoestimulatérias com capacidade de manter
e exacerbar a resposta inflamatéria e aumentar o dano tecidual®®. Além disso, a

fagocitose de neutrdfilos apoptéticos por macrofagos desencadeia uma mudanga no
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fendtipo dos macrofagos, desenvolvendo macrofagos com propriedades anti-
inflamatorias e pro-resolutivas®.

De maneira geral, macréfagos séo células plasticas e modulaveis quanto as suas
atividades quando entram em contato com diferentes estimulos durante as diferentes
fases da resposta inflamatdria. Os macréfagos ativados séo geralmente classificados
em fendtipos diferentes relacionados a diferentes estimulos: classicamente ativados
(M1), alternativamente ativados (M2) e resolutivos (Mres)®!. Presentes principalmente
nas fases iniciais da resposta inflamatéria, os macrofagos M1 séo proé-inflamatorios e
se diferenciam pelo reconhecimento de algumas citocinas, como o interferon-gama
(IFN-y), e de padrdes moleculares endégenos (DAMPs) e exdgenos (PAMPs). Essa
populacdo de macréfagos favorece a inflamagao pela produgao de grande quantidade
de citocinas pro-inflamatorias, ROS e 6xido nitrico (NO) e é eficiente para a eliminagéo
de microrganismos e células opsonizadas, embora possui baixa capacidade de
eferocitose®. A alternancia para o perfil M2 pode ser desencadeada pela propria
eferocitose ou por mediadores presentes no ambiente inflamatério, como moléculas
pro-resolutivas. Esses macrofagos (M2) sao classificados como anti-inflamatérios,
pois suprimem a produgao de citocinas pré-inflamatoérias (TNF, IL-12, IL-13 e IL-6) e
de fatores quimiotaticos para neutréfilos, enquanto secretam citocinas anti-
inflamatdrias, como IL-10 e TGF-[3, e também mediadores pré-resolutivos. Ainda, séo
importantes para o recrutamento de mondcitos, como através da producdo da
quimiocina CCL2, os quais se diferenciam em macrofagos com perfil M2 neste
contexto, melhorando a eficiéncia do processo de eferocitose e colaborando para o
estabelecimento de uma nova homeostase tecidual®®9394,

Em fases posteriores ao processo de remog¢ao dos neutrofilos apoptoéticos no sitio
inflamatorio, ocorre uma nova mudanga de fenétipo dessas células, agora para um
perfil de macréfagos promotores de resolugéo (Mres) que regula o reparo tecidual,
impedindo a fibrose desregulada, uma vez que estd envolvido no aumento da
producdo de mediadores anti-inflamatorios, pro-resolutivos e anti-fibroticos®.
Posteriormente, os macréfagos Mres sdo drenados pelos vasos linfaticos para os
ganglios linfaticos, promovendo propriedades reguladoras de macréfagos em locais

remotos®.

Ao longo da cinética da resposta inflamatéria, que € algo muito variavel em

diferentes respostas inflamatérias, ha mudanga de classe dos mediadores
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encontrados no sitio inflamatério. Como mencionado, moléculas pro-resolutivas
participam ativamente na diferenciagdo de células (ex: macréfagos M1 para M2) e
para o término da inflamagdo®. Os mediadores pré-resolutivos podem ser de
diferentes classes, como sé&o lipidios (mediadores especializados pro-resolugao e
acidos graxos de cadeia curta), peptideos ou proteinas e moléculas gasosas, 0s quais
coordenam a resolucao da inflamacao (No Quadro 1 estédo listadas algumas moléculas

com fungdes pro-resolutivas e seus receptores)®.

Classe Pro-resolutivo Receptor
Proteinas/ |Anexina A1 e Ac2-26 FPR2/ALX
peptideos | Angiotensina-(1-7) Mas

Lipoxinas A4 e B4 FPR2 e GPR32
Resolvina D1 FPR2 e GPR32
Lipideos Resolvina D2 GPR18
Resolvina E1 BLT1 e CMKLR1
Maresina 1 LGR6
CO -
Gasosos
H2S -

Quadro 1: Moléculas pré-resolutivas e seus receptores. (Adaptado de FULLERTON;
GILROY, 2016).

O mecanismo de agao de moléculas pro-resolutivas envolve a ligagdo aos seus
receptores seletivos, que desencadeia uma cascata de eventos que vao culminar na
resolucao da inflamacao. Muitas dessas cascatas envolvem a ativacdo da adenosina
3,5'-monofosfato ciclica (cAMP)’™. A ligagdo de mediadores pro-resolutivos em
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) leva a liberagado da subunidade Gas,
que estimula a atividade da adenilato ciclase (enzima que catalisa a hidrélise de ATP
em cAMP). O cAMP ativa, entdo, a proteina quinase A (PKA), a proteina de troca 1/2
ativada pelo cAMP (Epac1/2) e os canais i6nicos controlados pelo cAMP. A ativagéo
da PKA leva a fosforilagdo da proteina de ligagdo do elemento responsivo ao cAMP
(CREB) que se transloca para o nucleo onde promove a transcricdo de mediadores

pré-resolutivos e citocinas anti-inflamatérias que vao levar a polarizacdo de
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macrofagos, apoptose de neutrofilos e eferocitose. A PKA também medeia a produgao
de CCL2, quimiocina que vai atuar no recrutamento nao flogistico de macréfagos e
contribuir para a polarizagao dessas células para fendtipos pro- resolutivos. Ainda, a
PKA pode bloquear a expressdo de moléculas pro-inflamatorias através da inibicdo
da atividade transcricional do NF-kB e também pela ativacao de Epac1/2 que vai inibir
a producdo de citocinas pro-inflamatérias®%’. Sendo assim, o cAMP participa

ativamente da resolugao coordenando as principais etapas desse processo.

1.4. Arelagao entre o sistema nervoso e a inflamagéao

Atualmente, varios trabalhos mostram a estreita relagdo entre a resposta
inflamatdria e o sistema nervoso, interagcao associada com a extensao e a intensidade
da inflamagéao, bem como com a regulagao da produgao de neurotransmissores e vias
hormonais®%°. Os neurénios, assim como as células do sistema imune, expressam
PRRs, incluindo TLRs e receptores de citocinas, proporcionando a modulagao
simultdnea de fungdes imunes e neuronais por PAMPs, citocinas e outras moléculas
imunes destacando a integragao entre os sistemas imune e nervoso na regulagao da
inflamagédo e na resposta a infecgdes'®-193,  Por outro lado, macrofagos, células
dendriticas, células T e outras células imunes expressam receptores para
neurotransmissores, incluindo receptores de acetilcolina e adrenérgicos, o que facilita
a regulagdo neural das respostas imunes’®*1%5 Além disso, as células imunes sido
capazes de sintetizar e liberar neurotransmissores e neuromoduladores, como
acetilcolina e dopamina, que desempenham papéis importantes na regulagéo local da
imunidade e em circuitos neuroimunomoduladores mais complexos'%:197 O
compartilhamento de receptores e neurotransmissores que integram os dois sistemas
permite que haja uma comunicagdo onde o ambiente inflamatério consegue acionar o
sistema neural levando a uma fungdo moduladora no sistema imune'%.

Os neurdnios sensoriais transmitem informacdes sobre alteragcbes no ambiente
para o sistema nervoso central (SNC). Os neurbnios somatossensoriais inervam a
pele, os musculos e as articulagbes, enquanto os neurbnios sensoriais viscerais
inervam virtualmente todos os orgaos internos. No tecido inflamado, o acumulo de
leucdcitos, associado a secrecao de citocinas e outros mediadores pro-inflamatorios,
pode desencadear ou alterar a sinalizacdo sensorial'®. Dentre os neurdnios
sensoriais, 0s nociceptores, transmitem as informagdes associadas a dor, uma das

principais caracteristicas da resposta inflamatoéria%4.
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Os nociceptores sao representados pelas fibras aferentes primarias do tipo C,
AB e Ad. Os nociceptores de fibra C sdo neurdnios nao mielinizados, de conducao
lenta, geralmente s&o associados a sensibilidade a dor térmica e sdo sensiveis a
capsaicina'®. Enquanto os neurdnios nociceptores AR sdo neurdnios de conducgao
mais rapida, mielinizados, mediadores de estimulos mecanicos, resultando em
nocicepgao'®. O corpo celular dos nociceptores se aglomeram no ganglio da raiz
dorsal, o DRG, de onde emitem um unico axdnio bidirecional. O prolongamento axonal
central segue envolvido pela raiz dorsal até que o seu terminal alcance as laminas 2
e 5 do corno dorsal da medula espinhal, quando ativara regidées mais centrais do
sistema nervoso central'®. Por outro lado, o prolongamento axonal periférico diverge
do DRG pelo nervo que o envolve até regides periféricas, onde inervam os 6rgaos e
tecidos, incluindo a membrana das articulagbes sinoviais'®. Tanto nos
prolongamentos axonais periféricos quanto no corpo celular existem canais de sédio
dependentes de voltagem, incluindo Na v 1.7, Na v 1.8 e Na v 1.9, que desempenham
um papel importante na despolarizagdo e na geragéo de potenciais de ag&o iniciados
por estimulos nocivos'®. Qutra classe de moléculas proteicas importantes que
mediam a dor térmica e mecanica é a familia de canais idnicos de potencial receptor
transitorio (TRP). O TRPV1 é sensivel a capsaicina e desempenha um papel critico
na inducdo de hipersensibilidade ao calor e a sensibilidade quimica e mecanica a
dor'%8,

O sistema imune desempenha um papel critico na dor ao liberar mediadores
moleculares que sensibilizam os nociceptores. Na periferia, os terminais axonais
periféricos dos nociceptores estdo localizados proximos a macrofagos, neutrofilos,
mastocitos e outras células imunes e podem detectar a inflamagao diretamente por
meio da expressao de receptores para citocinas pro-inflamatadrias, lipidios, fatores de
crescimento e outras moléculas de sinalizagédo imune’'?. Especialmente os neutrofilos
infiltrados contribuem para a nocicepgao através da producdo de citocinas, mas
principalmente pela sintese de mediadores de agao direta, como aminas simpaticas,
além de outros mecanismos como a produgdo de ROS"'-""4  Em modelos de dor
inflamatadria, estratégias de deplecao ou bloqueio do influxo de neutrdfilos e inibidores
de citocinas como IL-1B e TNFa diminuem a nocicepcao inflamatéria''®116, Em
particular, IL-1B, IL-6, TNFa, IL-17A e IL-5 demonstraram atuar diretamente nos
neurdnios nociceptores, embora as citocinas pro-inflamatérias IL-13, IL-6 e TNFa

também atuem por meio de cascatas de sinalizagdo para induzir a sintese de
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prostaglandina e noradrenalina ou potencializar a ativagado dos canais dependentes
de ligantes (como TRPV1 e TRPA1) ou modificagado de canais de sddio dependentes
de voltagem (como Nav 1.7, Nav 1.8 e Nav1.9), causando a rapida sensibilizacdo
dos neurdnios nociceptores08.117,

Finalmente, a ativagdo de nociceptores no tecido inflamado, regulam
positivamente sua capacidade de resposta gerando potenciais de acdo que
desencadeiam que desencadeiam o transporte de neurotransmissores como a
substancia P e o CGRP para a medula espinhal, através do corno dorsal''2. Na medula
espinhal, terminais axonais centrais desses neurdnios fazem contatos sinapticos com
interneurbnios e neurdnios de retransmissao transmitindo os sinais para o tronco
cerebral e outras areas do cérebro''2118, Os neurotransmissores transmitem mpulsos
nociceptivos para a medula espinhal, mas também s&o transportados de volta para as

articulagdes por meio do transporte antidrémico e liberados no nociceptor (Figura
2)110,118_

*High temperature
Tissue injury E;j,ch?{)(— pH 4.5)
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\ ‘ potential changes
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* SubstanceP ¢ -
* CGRP

* Substance P
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* Pain transmission
* Peripheral
sensitization

Antidromal
transport
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Figura 2: Sinalizagcao nociceptiva na inflamagao articular. Os neurotransmissores
transmitem sinais de dor para a medula espinhal, mas também sao transportados de volta
para as articulagdes por meio do transporte antidrbmico e liberados nonociceptor. Nas
articulagdes, a substancia P e o CGRP funcionam como fortes indutores de inflamacéo local.
(Adaptado de Barton L. Wise,et al., 2020).
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1.5. Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP)

O CGPR €& um neuropeptidio composto por 37 aminoacidos, pertencente a uma
familia de peptideos incluindo calcitonina, adrenomedulina e amilina. Foi descoberto
em 1982, quando foi detectado um processamento alternativo do RNA transcrito do
gene da calcitonina, codificando, entdo, o CGRP''®. O CGRP existe em duas
isoformas: a-CGRP e B-CGRP. O a-CGRP ¢ liberado pelos sistemas nervoso central
e periférico, enquanto o B-CGRP é produzido principalmente no sistema nervoso
entérico. Porém, as atividades biolégicas de ambos parecem ser amplamente
similares'?°.

A sintese de GGRP ocorre principalmente no DRG, onde o pré-peptideo é entdo
clivado na forma ativa e armazenado em vesiculas nos terminais nervosos sensoriais
do tipo C e Ad, onde esta frequentemente colocalizado com um outro neuropeptideo,
a Substancia P (SP)'?'. A exocitose que leva a liberagdo é mediada por vias
dependentes de calcio apos a despolarizacdo do nociceptor'?!. De particular
importancia para os neurdnios sensoriais sao os canais TRPV1 (potencial receptor
transitorio vanildéide 1) e TRPA1 (anquirina potencial receptor transitério 1), que séo
altamente co-expressos em fibras CGRP-positivas'?2123,

Diferentes estudos mostram que o controle das a¢des do CGRP ¢ eficaz para a
redugdo da resposta nociceptiva'?4-26, De maneira interessante, moléculas pro-
resolutivas também podem controlar a producdo de CGRP, como demonstrado num
modelo de artrite induzida por cristais de acido urico, no qual animais tratados com a
molécula resolvina D1 apresentaram reducédo da nocicep¢do mecanica articular por
reduzir a expressdo de CGRP no DRG desses camudongos'?’.

O CGRP atua através da sua ligagdo a um complexo de receptores, cuja a
principal subunidade € um receptor tipo receptor de calcitonina (CLR) da familia B de
receptores acoplados a proteina G (Figura 3)'?8. Entretanto, o CLR tem atividade
apenas quando ligado a uma proteina transmembrana, a proteina modificadora da
atividade do receptor (RAMP), que possui trés isoformas diferentes: a RAMP1,
RAMP2 e RAMP3'?8, Destas, a principal isoforma que interage com o CLR em
resposta ao acoplamento com o CGRP é a RAMP1, que auxilia o movimento de CLR
para a membrana celular e fornece um sitio de ligacdo para ligantes através da
interagdo com CLR'2, Portanto, enquanto o complexo CRL/RAMP1 é um receptor

para CGRP, a heteromerizacdo de CLR com qualquer um dos outros tipos de RAMP
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(RAMP2 ou RAMP3) resulta na formagé&o de receptores de adrenomedulina’®. Ainda,
uma proteina de membrana periférica intracelular, a proteina componente do receptor
CGRP (RCP), interage com o receptor CGRP, o CRLR (‘receptor CGRP', combinac¢éo
de CLR e RAMP1) e facilita a sinalizagdo mediada por CGRP'?°.

Lipid membrane
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© @

Figura 3: O complexo do receptor CGRP. O complexo do receptor CGRP consiste em duas
proteinas integrais de membrana, o receptor semelhante ao receptor de calcitonina (CALCRL)
e a proteina modificadora da atividade do receptor 1 (RAMP1) e duas proteinas
citoplasmaticas, a proteina de acoplamento do receptor (RCP) e a subunidade a da proteina
GS (GaS). (Adaptado de EDVINSSON et al., 2018)'3.

De maneira interessante, um peptideo CGRP truncado, o CGRPs-37, tem acao
antagonista no receptor de CGRP, o que auxiliou na investigacado e elucidagao das
acoes do CGRP™', Assim como o CGRP, o CGRPsz37, apresenta afinidade por
receptores relacionados3'. Outros antagonistas foram posteriormente desenvolvidos
visando como alvo CLR e RAMP1, sendo, portanto, mais seletivos ao receptor de
CGRP do que aos receptores da adrenomedulina e amilina, membros integrantes da
mesma familia do CGRP'32,

A sinalizagdo de CRLR ¢ iniciada pela ativagao de proteinas G heterotriméricas
associadas ao receptor. Na maioria dos sistemas, o receptor CGRP é acoplado a
proteinas Gas, levando a ativagao induzida por ligante de adenilato ciclase, a elevagao
dos niveis celulares de cAMP'33, O cAMP tem como efetor classico a PKA (proteina
quinase dependente de cAMP), cuja ativacdo se da através da ligacdo do cAMP as
subunidades regulatorias desta quinase, promovendo assim a liberacdo das
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subunidades cataliticas, que agora, livres, podem promover a fosforilagao de diversas
proteinas citoplasmaticas e nucleares, como CREB (proteina ligante do elemento
responsivo ao cAMP)'34. Alternativamente, o receptor CGRP pode ativar a fosfolipase
C-B1 via proteinas Ga g/11, causando mobilizagéo de calcio’5.

Além dos efeitos neuronais, como um importante contribuinte para as respostas
nociceptivas, o CGRP possui um potente efeito vasodilatador, um evento muito
importante em processos inflamatorios, pois aumenta o aporte sanguineo nos tecidos,
favorecendo a inflamagdo'. Essa acdo neurovascular também faz com o que o
CGRP esteja diretamente relacionado com episddios de enxaqueca, pois, uma vez
secretado pelo nervo trigémeo, relaxa os vasos sanguineos cerebrais, os quais ativam
outros neurdnios sensoriais'3”13%, Por esta razdo, a inibicdo da acdo do CGRP é
comumente utilizada para o controle das crises de enxaqueca. Os antagonistas n&o
peptidicos mais reconhecidos, que apresentam eficacia no tratamento da enxaqueca,
sdo o telcagepant e olcegepant’®140. Mais recentemente, também estdo sendo
utilizados anticorpos monoclonais anti-CGRP para o tratamento da enxaqueca, com
destaque para Eptinezumab, Fremanezumab e Galcanezumab e também o anticorpo
monoclonal contra o receptor do CGRP, o Erenumab™1.

Além de sua conhecida agéo nos vasos sanguineos, 0 CGRP também atua em
leucdcitos. Alguns trabalhos mostram que a atividade dos nociceptores periféricos,
sobretudo a partir da liberagdo do CGRP pelas fibras C e AJ, interfere na atividade
dessas células e, consequentemente, na resposta imunoinflamatéria'?'. Em modelo
de peritonite induzida por lipopolissacarideo, o CGRP reduz o recrutamento de
neutrdéfilos para a cavidade peritoneal, principalmente devido a redug¢ao da producéao
de CXCL1 através de sua ligagao a seu receptor. Ainda, o CGRP reduz a produgéo
da citocina TNF por macréfagos peritoneais enquanto aumenta a produgéo de IL-10,
resultando, em conjunto, na menor letalidade em relagio aos animais nao tratados'#2.
Essa capacidade em reduzir a atividade de leucdcitos pode estar relacionada também
com quadros de imunossupressao. Por exemplo, em um modelo de infec¢gao pulmonar
induzida por Staphylococcus aureus, a ativagado de nociceptores que expressam o
canal i6nico TRPV1 libera CGRP no tecido inflamado, reduzindo a produg¢do da
citocina TNF e da quimiocina CXCL1, levando ao menor acumulo de neutrdfilos.
Juntamente com a menor ativacao de células Ty, os animais ficam mais susceptiveis
a infecgdo, ocasionando em aumento da taxa de letalidade pelo menor controle

bacteriano por essas células’3. Em estudo similar, a injecdo subcutanea de
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Streptococcus pyogenes causa intensa dor local devido a ligacdo da molécula
estreptolisina S nos nociceptores periféricos. Por sua vez, essas fibras aferentes
secretam o CGRP no tecido infectado, reduzindo o recrutamento de neutrofilos, o
controle bacteriano e o tempo de recuperagdo das lesdes cutdneas'. O
silenciamento de nociceptores secretores de CGRP ou o tratamento dos animais com
antagonistas dos receptores de CGRP revertem a imunossupressao provocadas por
essas infecgbes'3 144, Essas informagbes evidenciam a importante relagdo neuro
imune envolvendo os nociceptores, com papel evidente do CGPR liberado nos tecidos
e sua influéncia no controle da atividade de leucdcitos. Porém, ndao ha trabalhos que

associem funcdes do CGRP no contexto da resolugao da inflamacao neutrofilica.
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2. JUSTIFICATIVA
As respostas inflamatorias precisam ser finamente reguladas para que sejam

eficientes na eliminagéao do estimulo original e promog¢éao do reparo tecidual, através
do controle da sua intensidade, qualidade e duracéo. E necessario haver um equilibrio
da producgao de agentes proé-inflamatorios, anti-inflamatoérios e pré- resolutivos, pois
falhas no controle da inflamagao podem torna-la persistente, podendo resultar em
inflamacao e dor crdnicas, dano tecidual permanente e desenvolvimento de doencas
autoimunes?. A resolugdo da inflamagédo é uma etapa essencial para atingir esse
equilibrio e promover o retorno da homeostasia tecidual.

Em situagdes onde a inflamagé&o esta intimamente relacionada a dor, como nas
artrites, a liberagdo de neurotransmissores originarios de nociceptores podem
contribuir modular a resposta inflamatéria. Em trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa, foi demonstrado que a resolugao da inflamacgao articular precede o fim da
nocicepgao articular, o que pode sugerir que a persisténcia da dor, caracterizada por
atividade continua de nociceptores, poderia liberar fatores, como o neurotransmissor
CGRP, que atuam controlando a atividades dos leucdcitos'#. A presenga de agentes
neuroestimulatérios leva ao processamento da dor periférica e central e alteracao
estrutural da articulagdo'#6-'48, Considerando a relagao intima entre a inflamacéo e a
dor nas artrites, € pertinente aprofundar nas investigagdes sobre o envolvimento de
nociceptores e de seus neurotransmissores na atividade de leucdcitos presentes no
tecido articular inflamado. Ainda, a sinalizagdo intracelular do CGRP compartilha
importantes cascatas demonstradas por moléculas pré-resolutivas, como a ativagao
do cAMP%:133  Assim, a hipotese deste trabalho é de que os nociceptores e,
particularmente, o neurotransmissor CGRP possam ter papel relevante na resolucéo
da resposta inflamatéria neutrofilica ao reduzir a atividade e viabilidade de leucdcitos
teciduais e participar do reparo tecidual.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Investigar o papel de nociceptores e do neurotransmissor CGRP na atividade

de neutrdfilos e na resolucao da resposta inflamatéria articular.

3.2. Objetivos especificos

* Avaliar a cinética da resposta inflamataria e dor articulares no modelo AlA.

» Determinar a producdo de CGRP no tecido articular e DRG em diferentes
momentos da resposta inflamatadria articular.

» Avaliar se o CGRP controla a atividade e a viabilidade de neutréfilos em
estudos in vitro.

* Avaliar se o bloqueio do CGRP por Fremanezumab interfere na inflamacéao
articular.

» Avaliar se o silenciamento de nociceptores TRPV1* interfere nas fases
produtivas e resolutivas da inflamacéo articular.

* Avaliar se a analgesia induzida por Buprenorfina interfere nas fases produtivas

e resolutivas da inflamacao articular.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estudos in vivo

4.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BI/6, tipo selvagem, machos, entre 4-10
semanas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais.
Todos os animais foram mantidos no ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso
a agua e ragao no biotério do Laboratorio de Imunofarmacologia - UFMG. Comisséo

de ética no uso de animais (CEUA) sob o protocolo de pesquisa numero 5/2023.

4.1.2. Modelo experimental de Artrite induzida por Antigeno (AlA)
O modelo de AIA é adequado por permitir avaliar a nocicepg¢ao articular

simultaneamente a hiperplasia sinovial, significativo infiltrado de leucécitos, produgao
de citocinas pré-inflamatérias e dano aticular''%14%, Os animais com 8 semanas foram
anestesiados com solug&o de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) diluido em
solugdo salina, administrados via intraperitoneal. Em seguida, os animais foram
imunizados por via intradérmica na base da cauda com 500 ug de albumina sérica
bovina metilada (MBSA; Sigma) diluida em 100 yl de uma emulséo de solugéo salina
e volume equivalente de adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma). O desafio com
antigeno foi realizado 14 dias apos a imunizagdo, sendo que cada animal recebeu
uma injecdo de mBSA (10pg mBSA em 10 pL solug&o salina estéril) na articulagéo
fémur-tibial traseira. Os animais do grupo controle receberam a injegao intra-articular
com o veiculo (solugao salina). As analises foram realizadas entre 1 e 4 dias apds o

desafio intra-articular.

4.1.3. Deplegao quimica de nociceptores
Animais com 4 semanas foram anestesiados com solugédo de Cetamina (80

mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) diluida em solugdo salina, administrados via
intraperitoneal. Em seguida, os animais receberam uma inje¢ao subcutanea no flanco
de resinferatoxina (RTX), um agonista de TRPV1, por 3 dias consecutivos (30 ug/kg
no dia 1, 70 ug/kg no dia 2 e 100 ug/kg no dia 3) dissolvida em uma solugdo de DMSO
(2 %) e Tween 80 (0,15 %) em PBS'®. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: controle (desafio com salina) sem RTX; controle RTX; AlA (desafio com
mBSA) sem RTX; e AIA RTX.
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4.1.4. Tratamentos

4.1.4.1. Fremanezumab
O tratamento com Fremanezumab foi realizado por injegdo subcutanea de 100

ML (50 ng/animal) 6 horas antes do desafio intra-articular com mBSA (10 yg mBSA em
10 uL solugéo salina estéril). Os animais do grupo nao tratado receberam apenas

veiculo (solugéo salina) 151,152,

4.1.4.2. Buprenorfina
O tratamento com Buprenorfina foi realizado por injec&o intraperitoneal de 100

ML contendo 2 mg/kg de Buprenorfina a cada 8 horas sendo o primeiro tratamento
realizado duas horas antes do desafio intrarticular antes do desafio intra-articular com
mBSA (10 uyg mBSA em 10 pL solugdo salina estéril). Os animais do grupo nao tratado

receberam apenas veiculo (solugéo salina) %3.

4.1.5. Medida de Nocicepcao
Para esta avaliacao utilizou-se o teste de pressao crescente na pata, conhecido

como método de von Frey eletrénico’'®1%4. Os animais foram distribuidos em caixas
de acrilico acomodadas sobre uma estante cujo assoalho € composto por uma rede
de malha que permite a utilizacao de um espelho acoplado 25 cm abaixo das caixas
com inclinagao de aproximadamente 35 graus possibilitando a visualizagao das patas
dos animais. Para a leitura da presséo realizada, foi utilizado um analgesimetro digital
Insight®, modelo EFF302, que consiste em um transdutor de pressdo conectado a um
contador digital de forga expresso em gramas (g), com precisdo de 0,1g. Para o
contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais, foi adaptada uma ponteira
descartavel de polipropileno com aproximadamente 4,5 mm de diametro. Antes da
realizagao do teste, os animais foram acomodados nas caixas de acrilico para se
ambientarem por 30 minutos e permitirem a medida correta da nocicepcao. Estes
foram, entdo, submetidos a uma pressdo manual e crescente, realizada na regiao
plantar da pata, de maneira a produzir uma resposta caracteristica de retirada da pata

estimulada.

4.1.6. Teste de dor por capsaicina
Para avaliar se o tratamento com RTX foi eficaz na deplegao dos nociceptores,

0s animais receberam uma injecdo 1,6 ug/20 pl de capsaicina no coxim plantar apos
4 semanas. Em seguida, os animais permaneceram em observagao por 5 minutos e

foi registrado o tempo em que eles passaram lambendo a pata que receberam a
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injecao de capsaicina. O resultado foi plotado considerando o tempo total em que os

animais lamberam a pata durante 5 minutos.

4.1.7. Recuperacao de células da cavidade articular
Para avaliar o acumulo de leucécitos para a cavidade articular, foi realizado um

lavado intra-articular apés a eutanasia dos animais. A cavidade articular foi exposta
apos a ruptura do tendao patelar e com a utilizagao utilizando uma pinga para remover
o tecido sobre o0 espaco sinovial. Em seguida, foi realizada uma lavagem da cavidade
utilizando uma solugédo de albumina bovina (BSA) 3 % diluida em solugéo salina,
lavando-a trés vezes (3,3 pL cada) para que uma amostra das células presentes no
interior da cavidade fosse coletada juntamente com a solugdo de albumina
recapturada com uma pipeta. Este lavado de células da articulagéo foi diluido em 90
ML de albumina bovina 3 % para a posterior contagem total e diferencial dos leucécitos.

4.1.8. Contagem total dos leucocitos
Aliquotas do lavado articular foram diluidas em solugéo Turk (Renylab), sendo

a contagem total dos leucécitos realizada em camara de Neubauer com o auxilio de
microscopio oOptico (aumento de 100x) e contador manual. O numero total de
leucdcitos foi utilizado para o célculo da percentagem dos diferentes leucdcitos
encontrados no lavado articular a partir da contagem/discriminagao por visualizag&o
de laminas preparadas por citocentrifugacéo utilizando o microscopio optico.

4.1.9. Contagem diferencial dos leucdcitos
As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugagao

de uma aliquota de 90 pL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc.,
Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas utilizando o Kit panoético
rapido (Laborclin, Parana) e examinadas sob microscépio 6ptico, objetiva de imersao
em Oleo (aumento de 1.000x), utilizando os critérios morfolégicos padrbes para
diferenciar os tipos celulares. Foi feita uma analise da porcentagem de células
polimorfonucleares e mononucleares de cada amostra e os resultados foram
expressos como numero de leucdcitos x 104 ou 10%/cavidade articular, baseando-se

na contagem total de leucdcitos.
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4.2. Estudos in vitro

4.2 1. Isolamento de Neutréfilos Humanos

Foram retirados 10 mL do sangue periférico de 3 doadores saudaveis (CEP:
12743219.6.0000.5149). Os neutrofilos humanos do sangue total periférico foram
isolados através de centrifugagdo por gradiente de densidade de acordo com as
instrugdes do fabricante (Histopaque 1077 e Histopaque 1119 - Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Resumidamente, 6 mL de sangue total foram cuidadosamente
adicionados em tubos de 15 mL contendo gradiente duplo de separagao formado pela
adicado sequencial de 3 mL de Histopaque 1119 e 3 mL de Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os tubos foram centrifugados a 1800 RPM com
aceleracado e desaceleragao minima por 30 minutos e em temperatura ambiente. A
camada inferior de células polimorfonucleares foi coletada com o auxilio de pipeta
Pasteur. As células foram lavadas e os eritrocitos remanescentes foram removidos
por lise hipotdnica e as células ressuspensas em PBS. Em seguida, uma aliquota de
células foi diluida em Turk para contagem total dos leucdcitos realizada em camara
de Neubauer, com o auxilio de microscopio 6ptico. A pureza foi determinada através
de visualizagdo de laminas preparadas por citocentrifugacao (Citospin, Shandon
Lipshaw Inc, Pittsburg, Pennsylvania, USA) e posteriormente coradas de acordo com
o kit pandtico rapido (Laborclin, Parana) e examinadas sob microscopio Optico
(objetiva de 1000x em 6leo de imersao) usando os critérios morfolégicos padrbes para
diferenciar os tipos celulares. Apenas amostras com pureza e viabilidade acima de

90% foram consideradas nos ensaios.

4.2.2. Cultura de Neutréfilos Humanos
Os neutrdfilos do sangue periférico humano foram isolados como descritos

anteriormente. Em seguida, eles foram plaqueados em meio RPMI (Cultilab) em
placas de 96 pocos, sendo 1x10° células por pogo e estimulados com CGRP (1, 3, e
10 M) na presenga ou ndo de CXCL8 (10 ng/ml) ou lipopolissacarideos (LPS) (1
pg/ml) e mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds 6 horas de incubacéo, as
células foram coletadas para montagem de laminas por citocentrifugagao (Citospin,
Shandon Lipshaw Inc, Pittsburg, Pennsylvania, USA) e processadas para
quantificacéo de proteina por Western Blot.
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4.2.3. Andlise da apoptose de leucocitos
A apoptose dos neutrdéfilos em cultura foi avaliada morfologicamente. As células

foram citocentrifugadas, fixadas e coradas com Kit panético rapido (LB Laborclin®) e
contadas (300 células por lamina) utilizando microscépio 6tico para determinar a
porcentagem de células com morfologia apoptética. As células apoptéticas foram
identificadas por alteragbes morfoldgicas caracteristicas como, condensagao da
cromatina, fragmentacao nuclear e formagao de corpos apoptéticos. O lisado celular
dos neutrdfilos foi utilizado para analise da expressdo de caspase-3, conforme
descrito adiante.

4.3. Ensaios biologicos

4.3.1. Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas

O tecido periarticular foi coletado das articulagdes apds a recuperacdo de
células, esse material foi pesado e processado com o homogeneizador de tecidos
(Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) com solu¢do de extracédo de
citocinas (Sigma) na proporc¢éo de 1 mL por 100 mg de tecido. Ap6s homogeneizagao
e centrifugacdo (10.000RPM 15 minutos a 4 °C), o sobrenadante foi coletado e

estocado a -20 °C para quantificacdo de citocinas.

4.3.2. Dosagem de Citocinas: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
A dosagem de citocinas foi feita pelo método de ELISA através do kit R&D

system. Foi adicionado anticorpo de captura de interesse diluido em PBS a placa de
96 pocos. Essa placa foi incubada a 4 °C por 12 a 18 horas. O conteudo foi retirado e
0s pogos lavados 4 vezes (300 pL/mL) com o tampéao de lavagem (PBS/Tween 0,5 %)
utilizando um lavador de placas (Bio-Tek Instruments, INC). Foi adicionado 100
ML/pogo de tampao de bloqueio (PBS/BSA 1 %) e a placa foi incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e os pogos lavados 4 vezes (300
pML/mL) com o tampédo de lavagem (PBS/Tween 0,5 %) utilizando um lavador de
placas. Foi adicionado 100 uL/poco dos padroes e amostras a placa. A placa foi
incubada por 2 horas e mantida temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e os
pocos lavados 4 vezes (300 yL/mL) com o tampao de lavagem (PBS/Tween 0,5 %)
utilizando um lavador de placas. Foram adicionados 100 uL/pogo de anticorpo de
deteccao e a placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O conteudo foi
retirado e a placa lavada 4 vezes com tampao de lavagem. Foram adicionados 100

pL/pogo de estreptavidina — HPR 1:200 a placa que foi incubada por 30 minutos a
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temperatura ambiente ao abrigo da luz. O conteudo foi retirado e a placa lavada 4
vezes com tampéao de lavagem. Foram adicionados 100 uL/pogo do substrato OPD
(ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0.006% peroxido de hidrogénio
(Grupo Quimica) a placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a temperatura ambiente
ao abrigo da luz. Para parar a reagao, foram adicionados 25 pL/pogo de solugéo de
H2S0O4 1 M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA em densidade ética de 490 nm
com o espectrofotdmetro SpectraMax Plus Microplate Reader (Molecular Devices), e

os resultados expressos com base na concentracédo da curva padrao.

4.3.3. Quantificagao de anticorpos anti-mBSA
Os niveis totais de IgG do soro de camundongos imunizados foram

quantificados por ELISA. Resumidamente, placas de 96 pocos foram incubadas
durante a noite a 4 °C com 2 pg/ml de mBSA. As placas foram lavadas com
PBS/0,05% Tween, utilizando um lavador de placas (Bio-Tek Instruments, INC), em
seguida foi realizado o bloqueio com leite em pd 5%, por 1 hora em temperatura
ambiente, a placa foi entdo lavada. O soro obtido dos animais foi diluido de maneira
seriada (1:2—-1:100) e incubados por 1 hora a 37 °C. Em seguida a placa foi lavada e
incubada por 1 hora a 37 °C com 100 ul de IgG de cabra anti-camundongo biotinilada
(Southern Biotechnology, Birmingham, AL, EUA). Apds a lavagem, 100 pl/pogo de
estreptavidina-HRP foram adicionados e incubados em temperatura ambiente por 20
min. Os pocos foram lavados e foram adicionados 100 ul/pog¢o de tampéao de substrato
(dicloridrato de ofenilenodiamina; Sigma, St. Louis, MO, EUA) e a placa foi incubada
por mais 20 min em temperatura ambiente. A reagdo enzimatica foi interrompida por
1 M H2SO4 e a absorbancia foi medida a 492 nm. Resultados foram expressos como
densidade 6ptica (OD).

4.3.4. Western Blot

A técnica de Western blot foi aplicada para o pellet do cultivo de neutréfilos
humanos. O pellet foi homogeneizado com 100 pyL de solugéo de lise (Triton X100
1,0%, Tris/HCI 100 mM, Glicerol 20% e EDTA 0,2 mM) por pogo para retirar as células
da placa. Para utilizar a mesma quantidade de proteina por amostra, procedeu-se a
quantificagdo por ensaio de Bradford (Bio-Rad®). Amostras com 30 ug de proteina
contendo o loading buffer (Tris-HCI 0,5 mM, Glicerol 10 %, SDS 2 %, Bmercaptoetanol
5% e bromofenol 1 %) foram separadas por eletroforese em gel desnaturante de 10

% poliacrilamida-SDS e posteriormente transferidas para membranas de nitrocelulose.
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As membranas foram incubadas com anticorpo primario especifico overnight (anti-
caspase 3, Santa Cruz®) e entdo incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario
conjugado a enzima HRP (anticorpo antimouse, Santa Cruz®). As bandas
imunorreativas foram visualizadas por revelagdo com ECL, segundo as instru¢des do
fabricante (GE Healthcare®). Como controle, as bandas de Bactina (Sigma®) foram

utilizadas.

4.3.5. Analise histologica
As articulagdes tibio femorais dos animais foram coletadas ap6s eutanasia e

acondicionadas em cassetes para histologia, onde permaneceram por 48 horas em
solugao de formol tamponado 10 %. Em seguida, os cassetes foram transferidos para
solugao de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) a 14% para descalcificacdo 6éssea
por 30 dias. Neste periodo foi feita a troca da solugdo de EDTA a cada 48 horas. O
processamento da amostra foi realizado no Laboratério de Patologia Experimental da
Faculdade de Odontologia da UFMG onde os tecidos foram submetidos a etapas de
desidratacdo em etanol com diferentes concentragées (80 %, 90 %, absoluto 1 e 2 —
30 minutos cada) e diafinizagdo em xilol (1 e 2 — 20 a 30 minutos cada). As amostras
incluidas em parafina foram cortadas em micrétomo (5 um de espessura) e fixadas
em laminas histolégicas. Em seguida, os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina. As analises das laminas foram realizadas em microscépio Optico com
aumento de 40 e 400 vezes para avaliagao dos parametros inflamatorios através de
um score articular. Para refletir melhor o grau de inflamagado e as alteragbes
histopatolégicas observadas no tecido o score utilizou os seguintes critérios:
intensidade de infiltrado inflamatdrio ((0) ausente, (1) infiltrado minimo, (2) infiltrado
leve, (3)infiltrado moderado (4) infiltrado intenso, (5) infiltrado muito intenso);
hiperplasia da membrana sinovial ((0) sem alteragbes, (1) hiperplasia minima, (2)
hiperplasia leve, (3) hiperplasia moderada, (4) hiperplasia extensa, (5) hiperplasia
generalizada/perda); reabsorc¢ao 6ssea ((0) sem alteragdes (1), escassas lacunas de
reabsorcéo, (2) area significativa de perda 6sseal/cartilagem. Esses critérios somados
sdo representados em um score total que podem totalizar até 12 pontos (0 a 1:
ausente, 2 a 4: leve, 5 a 7 moderado, 8 a 10: intenso, 11 a 12: severo). Este escore

foi realizado por um patologista especializado e de forma cega.
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4.3.6. Analise de imunohistoquimica
Apods a realizagdo do processamento histolégico descrito no topico anterior,

amostras de articulacao tibio femoral foram cortadas em espessura de 5 um e fixadas
em lamina polarizadas. Em seguida, foram processadas em solug¢des de xilol e etanol
para desparafinizagcdo e hidratagédo (respectivamente) dos tecidos. Os cortes foram
colocados em solugdes de tampao citrato 0,1mol/L em banho maria a 96°C por 20
minutos. Apds esse periodo as laminas foram lavadas 5 vezes em PBS1x e incubadas
por 2 vezes, por 15 minutos, em solucdo de H202 10% para bloqueio da peroxidase
endogena. Outro bloqueio para ligagdes inespecificas foi realizado, usando Protein
Block (ABCAM, Boston, USA), durante 5 minutos. Os cortes foram cobertos com
anticorpo primario (Anti-CGRP, C8198, Sigma). foram incubadas overnight a 4°C, em
camera umida. Depois, as laminas foram lavadas com TBS 1x e os cortes ficaram
cobertos durante 30 minutos com anticorpo secundario. Seguido de outra lavagem
com PBS 1X e uma incubacdo de 30 minutos em estreptavidina-biotina-peroxidase.
Apds uma nova lavagem com TBS 1X, foi feita a revelagdo, usando uma solugao de
3,3 — Diaminobenzidine (DAKO, Glostrup, Dinamarca), uma lavagem em agua
corrente e a contra-coloragdo, em hematoxilina de Harris (NewPro, Parana, Brasil).
Por fim, as laminas foram desidratadas em banhos com concentracdes decrescentes
de etanol, diafanizadas em banhos de xilol e montadas com Entelan® (Pré - analise,
Porto Alegre, Brasil). As células com coloragcdo marrom foram contadas no tecido
sinovial da articulag&o tibio femoral. A contagem foi expressa como numero de células

positivas por area de analise.

4.3.7. Analise de imunofluorescéncia
Apods perfusdo intracardiaca, os DRGs (L5) foram coletados e mantidos em

solugao de paraformaldeido (PFA) 4 % por 24 horas e, em seguida transferidos para
uma solugao contendo 30 % de sacarose durante 48 horas. Em seguida, os tecidos
foram incluidos em meio para congelamento Tissue- Tek® O.C.T.TM (Sakura
Finetek), rapidamente congelados em gelo seco e estocados a -80 °C. Os cortes
(secgdes com 30 pym de espessura) foram realizados no criostato (Leica CM1850,
Alemanha) e colocadas em laminas polarizadas. As secg¢des contidas nessas laminas
foram bloqueadas durante 1 hora (1% de BSA e 0,1% Triton-X) e em seguida
incubadas com os anticorpos anti-CGRP (C8198, Sigma). Depois, elas foram
incubadas com o anticorpo secundario (IgG mouse anti-rabbit, 4414S, Cell Signalling)

durante 2 horas em temperatura ambiente e, finalmente, as laminas foram montadas
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utiizando o meio FluormountTM (Southern Biotech, Birmingham, EUA).
Posteriormente, as amostras aderidas na lamina foram visualizadas e fotografadas

em microscopio confocal (SP5, Leica, Wetzlar, Alemanha).

4.3.8. Citometria de fluxo
Animais com AlA pré-tratados com RTX foram eutanasiados 2 e 3 dias apés o

desafio e o tecido sinovial da articulacao tibiofemoral de foi coletado e incubado em
100 pL de 10 mg/ L de colagenase VIII (Sigma-Aldrich) em meio DMEM por 1 hora a
37 °C em agitagdo constante, para digestdo enzimatica do tecido. As células foram,
entdo, isoladas com auxilio de um filtro Cell Strainer 70 ym, em seguida foram
centrifugadas (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C) e o sobrenadante descartado. O pellet
foi ressuspenso em 100 yl de BSA 1 % em Phosphate-Buffered Saline (PBS), sendo
10 pL dessa suspensao diluido em solugao Turk (Renylab) para contagem do numero
de células totais por amostra em camara de Newbauer e os 90 mL restante transferido
para placa de 96 pocos de fundo em V. Para a preparacao das células para marcacéo,
inicialmente as células na placa foram centrifugadas (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o
sobrenadante descartado e, entao, foi bloqueada com Fc-block 10 uL/pogo por 30 min
ao abrigo da luz e temperatura a 4 °C. Em sequéncia, a placa foi lavada com 200 uL
de BSA 1 % em PBS por pocgo, centrifugada (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o
sobrenadante descartado e adicionado mix de anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos para marcagado de subpopulagdes celulares (10 plL/pogo), conforme
descrito: anti- CD45 em Percpcy5.5; anti-F4/80 em Pecy7; anti-CD11b em APC; anti-
CX3CR1 em Alexa 488; anti- CD206 em APC. Todos os anticorpos usados foram
adquiridos da BD Biosciences e preparados seguindo recomendagdes do fabricante.
Adicionado mix, a placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e temperatura a 4
°C, lavada com 200 pyL de BSA 1 % em PBS por pogo, centrifugada (2000 rpm / 10
minutos / 4 °C), o sobrenadante foi descartado e as amostras fixadas por 30 min com
100 uL / poco de formaldeido 4 % em PBS 1X. Por fim, a placa foi novamente
centrifugada (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o sobrenadante descartado e foi
adicionado 200 uL/poco de BSA 1 % em PBS para ressuspenséao das células e, entéo,
passagem dessas amostras para tubos de fundo redondo especificos para citdmetro.
A leitura foi realizada em um citdbmetro de fluxo (FACScanto Il, BD Biosciences, USA)
no dia seguinte a marcagdo e os dados adquiridos foram avaliados no programa

FlowJo v10.7.1 (Tree Star Company).
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4 4. Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada com o software Prisma, versdo 8.0.2. Os
resultados foram expressos como média * erro padrao da média. A analise da
diferenga entre dois grupos foi realizada pelo teste t-student. A andlise da diferenca
entre dois ou mais grupos quando as amostras obedeciam a distribuicado normal foi
realizado ANOVA seguida do poés-teste Tukey. A significAncia estatistica foi

estabelecida em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Cinética da resposta inflamatdria articular

Inicialmente foi avaliada a cinética da resposta inflamatdria articular apds o
desafio com o antigeno. Na analise histopatoldgica (Figura 4A), foi possivel observar
a presenca de infiltrado celular significativo no ambiente articular em todos os tempos
analisados (1 a 4 dias) quando comparados ao grupo controle (Figura 4B). Em relag&o
ao tecido sinovial, uma hiperplasia leve a moderada foi observada 3 e 4 dias apds o
desafio (Figura 4C). Quanto ao dano articular, areas de perda éssea e de cartilagem
foram observadas a partir do segundo dia apos o desafio (Figura 4D). Em conjunto,
um escore total moderado foi no primeiro dia pds desafio, mas tornado mais intenso a

parir do segundo até o quarto dia das analises dia (Figura 4E).
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Figura 4: Perfil histolégico da inflamag¢ao articular no modelo de AIA. Os animais
previamente imunizados foram desafiados com injegéo intra-articular de mBSA, 2,3 e 4 dias
depois, os animais foram eutanasiados e para a coleta da regido da articulagao tibio-femoral
para analise histopaldgica. Coloragcdo em hematoxilina e eosina (A), infiltrado celular (B),
hiperplasia sinovial (C), reabsorcao éssea (D) e score toal (E). As barras representam a média
* desvio padrdo de 7 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média
do grupo controle (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).
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A partir deste momento em diante, ndo consideramos o tempo de 1 dia apds o
desafio, pois o pico da resposta inflamatéria foi atingido no segundo dia. Em seguida,
foi analisado o perfil celular das células recuperadas da cavidade articular O desafio
intra-articular com mBSA levou a um acumulo de células no lavado articular 2 dias
apos o desafio que diminuiu significativamente a partir do terceiro dia (Figura 5A).
Através da contagem diferencial das células por analise morfolégica, foi possivel
observar que no segundo dia havia um aumento significativo de neutréfilos em
comparagao com o grupo controle, o que reduziu a partir do terceiro dia apds o desafio
(Figura 5B). Em relagdo as células mononucleares, um aumento significativo foi
observado 2 e 3 dias apds o desafio (Figura 5C). Ainda, considerando a porcentagem
desses 2 tipos de leucécitos analisados, os neutrofilos sdo mais abundantes no
segundo dia e diminuem no terceiro dia, enquanto as ceélulas mononucleares

aumentaram no terceiro dia (Figuras 5D e 5E).
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Figura 5: Perfil celular da cinética inflamatéria articular no modelo de AIA. Os animais
previamente imunizados foram desafiados com injecéo intra-articular de mBSA, 2,3 e 4 dias
depois, os animais foram eutanasiados para a realizagao do lavado articular e contagem do
numero de células totais (A), neutréfilos (B) células mononucleares (C), porcentagem de
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neutréfilos (D) e de células mononucleares (E). As barras representam a média £ desvio
padrao de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo
controle, (*) para p<0,05 quando comparado a média dos outros grupos com AIA (ANOVA
seguida pelo pés-teste Tukey).

Em modelos de respostas agudas neutrofilica e auto-resolutivas, como neste
modelo de artrite induzida por antigeno, dois importantes parametros que
caracterizam as fases de resolucédo da inflamacéo sao a apoptose de neutrdfilos e a
eferocitose desses corpos celulares por células macréfagos, facilmente identificados
através de laminas citocentrifugadas’®. A apoptose de neutréfilos (Figuras 6A e 6B)
e a eferocitose (Figuras 6C e 6D) foram observadas principalmente nos dias 2 e 3
apos o desafio, o que coincidiu com a diminuicdo do numero neutréfilos e 0 aumento
da porcentagem de células mononucleares. Em conjunto, esses resultados sugerem
o estabelecimento da fase de resolugao do processo inflamatorio entre dois e trés dias
apos o desafio intra-articular com o antigeno, pelo menos nos parametros observados

na cavidade articular.
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Figura 6: Parametros resolutivos no modelo de AlA. Os animais previamente imunizados
foram desafiados com injecao intra-articular de mBSA, 2,3 e 4 dias depois, os animais foram
eutanasiados para a realizagdo do lavado articular e contagem do numero de neutrofilos
apoptéticos total (A), porcentagem de neutréfilos apoptoticos (B), eferocitose total (C),
porcentagem de eferocitose (D). As barras representam a média + desvio padrao de 6
camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (¥)
para p<0,05 quando comparado a média dos outros grupos com AlA (ANOVA seguida pelo
pos-teste Tukey).

A nocicepg¢ao mecanica articular € um parametro marcante neste modelo de
artrite induzida por antigeno e tem seu inicio rapidamente apds o desafio intra-
articular, embora possa perdurar por alguns dias apds a resolugao da inflamagéao
desencadeada no local do desafio''®. Corroborando estas propriedades deste modelo,
nao houve diferenga em relacdo ao limiar de retirada da pata dos animais que
receberam o desafio com o antigeno ao longo dos tempos analisados, mesmo com a
deteccao dos parametros de resolucéo da inflamacéo articular entre os dias 2 e 4 apés

o desafio, como a apoptose de neutrdfilos e sua eferocitose (Figura 7).
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Figura 7: A dor permanece ao longo da inflamagao. Os animais previamente imunizados
foram desafiados com injecao intra-articular de mBSA. O limiar de retida da pata foi analisado
2,3 e 4 dias depois do desafio. Representagcao da média + desvio padrao de 6 camundongos
por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida
pelo pos-teste Tukey).

5.2 Relagao entre o neurotransmissor CGRP e artrite induzida por antigeno

Essa persisténcia da nocicepgdo mesmo apds a resolugdo da inflamacao
periférica no modelo de AlA ja havia sido observada em outros trabalhos %145 o que
levou a questionamentos sobre a participacdo de moléculas relacionadas a
nocicepgdo, como neurotransmissores, no processo inflamatorio. Nesse sentido,
dados recentes na literatura indicam que o neurotransmissor CGRP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina) tem um efeito direto em leucocitos, principalmente
neutréfilos, reduzindo a atividade e migragao destas células no sitio inflamatdrio.
Considerando que este modelo de AIA utilizado tem sua resposta inflamatéria
dependente da presenca e atividade de neutrdfilos, o proximo passo foi analisar a
presenga do CGRP no tecido articular ao longo dos tempos avaliados. Como pode ser
visto na Figura 8, foi detectada uma grande quantidade de CGRP apés 2 dias do
desafio intra-articular em relagdo ao grupo controle, com redug¢ao aos niveis basais

no 3° e 4° dias do desafio intra-articular (Figura 8A e 8B).
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Figura 8: O CGRP estd aumentado no tecido sinovial dois dias apdés o desafio intra-
articular. Os animais previamente imunizados foram desafiados com injecao intra-articular de
mBSA, 2,3 e 4 dias depois, os animais foram eutanasiados e para a coleta da regido da
articulagcao tibio-femoral para quantificagdo do CGRP imuno-histoquimica. Marcacao de
CGRP (A), quantificagao das células positivas para CGRP (B). As barras representam a média
1 desvio padrao de 7 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média
do grupo controle (¥) para p<0,05 quando comparado a média dos outros grupos com AlA
(ANOVA seguida pelo pés-teste Tukey).

A principal fonte de CGRP sao as fibras nociceptivas do tipo C e Ad, que liberam
nos terminais nervosos o CGRP produzido nos corpos celulares, localizados no
DRG"?'. De maneira interessante, assim como no tecido articular, o aumento de
CGRP no DRG foi observado apenas no segundo dia apos o desafio, retornando aos

niveis basais no 3° e 4° dias apds o desafio intra-articular (Figura 9).
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Figura 9: O CGRP esta aumentado no DRG dois dias apés o desafio intra-articular. Os
animais previamente imunizados foram desafiados com injegéo intra-articular de mBSA, 2,3 e
4 dias depois, os animais foram eutanasiados e para a coleta do DRG (L5) para marcagao de
CGRP por imunofluorescéncia.

De acordo com os dados anteriores, a presenca do CGRP no tecido articular
coincidiu, pelo menos no dia 2 apds o desafio intra-articular, com um aumento do
numero de neutroéfilos apoptdticos presentes na cavidade articular. Para compreender
se 0 CGRP teria um efeito direto nos neutréfilos ao induzir sua apoptose, neutrofilos
periféricos humanos de doadores saudaveis foram mantidos em cultura por 6 horas
com diferentes concentragbes de CGRP recombinante. Através da analise
morfoldgica, foi possivel visualizar que o CGRP recombinante, principalmente na
concentracdo de 1 uM induziu a apoptose dessas células (Figuras 10A e 10B).
Corroborando com esse dado, foi detectado um elevado nivel decaspase-3 clivada,
molécula envolvida nas duas vias de sinalizagéo de morte por apoptose, grupo tratado
com 1 uM de CGRP recombinante’® (Figuras 10C e 10D).
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Figura 10: O CGRP induz a apoptose de neutréfilos. Neutréfilos humanos foram incubados
com CGRP (0,1, 1, e 10 yM) por 6 horas. A apoptose foi avaliada através de analise
morfoldgica (A) e quantificada (B), as células foram usadas para a quantificacao de caspase
3 por western blot (C e D). As barras representam a média + desvio padrao de 3 pogos por
grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida pelo
pos-teste Tukey).

O préximo passo foi avaliar se a apoptose dos neutrdfilos induzida por CGRP
recombinante também aconteceria na presenca de moléculas inflamatérias. Para isso,
neutrdfilos foram incubados com LPS ou com a quimiocina CXCL8. Essas moléculas
foram para ativar os neutrofilos de modo a mimetizar, embora de maneira muito
simplificada, uma condicdo que estas células possam encontram no ambiente
inflamatorio, além de serem fatores que aumentam a viabilidade dessas células'%6-1%8,
Assim, mesmo sendo estimulados com LPS ou CXCL8, o CGRP recombinante foi
capaz de causar a morte dos neutrofilos por apoptose, embora a concentragao
necessaria tenha sido maior em relagcao os neutrofilos n&o estimulados (Figuras 11A
e 11B).
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Figura 11: O CGRP induz a apoptose de neutréfilos estimulados em concentragcao
maiores. Neutréfilos humanos foram incubados com CGRP (0,1, 0,3, 1, 3 € 10 uM) por 6
horas na presenga de LPS (1 ug/mL) (A) e CXCL8 (10 ng/ml) (B). As barras representam a
meédia  desvio padrao de 3 pogos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo controle (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo estimulado com LPS
(ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

Tomados em conjunto, os dados descritos até aqui sugerem que o aumento de
CGRP dois dias ap6s o desafio pode estar relacionado, em parte, com mecanismos
associados com a resolucdo da inflamacao articular, uma vez que a deteccédo de
CGRP no tecido articular coincide com um aumento da apoptose de neutrofilos
presentes na cavidade articular e porque o CGRP foi capaz de induzir a apoptose de
neutréfilos in vitro mesmo na presenga de estimulos inflamatérios. Assim, foi
investigado se o bloqueio de CGRP in vivo seria suficiente para alterar os parametros
da resolucao da inflamagao no modelo de AlA.

5.3. Investigacao do efeito do Fremanezumab na resolugéo da inflamagéao
articular

Os animais imunizados foram tratados via intraperitoneal com 50 mg/kg de
Fremanezumab, um anticorpo monoclonal neutralizante anti-CGRP, seis horas antes
do desafio intra-articular e as analises foram realizadas 2 e 3 dias apds esse desafio.
Através dos resultados, foi possivel observar que nao houve diferenga nos parametros
inflamatorios entre os grupos que receberam ou nao o tratamento por Fremanezumab
apos 2 dias do desafio, como numero e porcentagem de leucdécitos recuperados da

cavidade articular e das citocinas IL-18 e IL-6 detectadas no tecido periarticular (Figura
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12A a 12G). Em relagdo aos grupos analisados 3 dias apos o desafio, houve uma
diminuicdo de células totais (Figura 12A) e neutrdfilos (Figura 12B) no grupo que
recebeu o tratamento, porém ndo houve diferencas no numero de células
mononucleares (Figura 12C), porcentagem de neutrdfilos (Figura 12D), e
porcentagem de células mononucleares (Figura 12E) e das citocinas IL-13 e IL-6
(Figura 12F e 12G).
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Figura 12: Efeito do tratamento com Fremanezumab na resposta inflamatoéria articular.
Os animais foram tratados com Fremanezumab (50 mg/kg) 6 horas antes do desafio intra-
articular. Apos dois e trés dias do desafio com mBSA, os animais foram eutanasiados para a
realizagéo do lavado articular e contagem do numero de células totais (A), neutréfilos (B)
células mononucleares (C), porcentagem de neutréfilos (D) e de células mononucleares (E).
O tecido periarticular foi utilizado para a quantificacdo de IL-1B (F) e IL-6 (G) por ELISA. As
barras representam a média + desvio padréo de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05
quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o
grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

Ainda, em relacdo aos parametros de resolucdo, ndo houve diferenga na

apoptose com dois dias apos o desafio (Figura 13A e 13B) e a porcentagem de
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eferocitose estava diminuida no grupo tratado (Figura 13D). Em relagao ao terceiro

dia, o tratamento levou a uma diminuicao da porcentagem de apoptose (Figura 13 B)

e nao houve diferenga quanto a eferocitose (13C e D).
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Figura 13: Efeito do tratamento com Fremanezumab nos pardmetros de resolucao. Os
animais foram tratados com Fremanezumab (50 mg/kg) 6 horas antes do desafio intra-
articular. Apos dois e trés dias do desafio com mBSA, os animais foram eutanasiados para a
realizagdo do lavado articular e contagem do numero de neutrdéfilos apoptéticos total (A),
porcentagem de neutrdfilos apoptéticos (B), eferocitose total (C), porcentagem de eferocitose
(D). As barras representam a média + desvio padrdao de 6 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado
com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

5.4. Efeito da deplegao de nociceptores TRPV1* na resposta inflamatéria

articular
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A ativagcdo de canais catidbnicos nao seletivos TRPV1 localizados nos
nociceptores periféricosestimulam a liberacdo de neuropeptideos sensoriais,
principalmente o CGRP'43, Assim, o préximo passo foi avaliar se a deplegdo desses
nociceptores TRPV 1™ interferem na resposta inflamatéria articular no modelo de AlA.
Para isso, foi utilizado composto Resiniferatoxina (RTX), um analogo ultrapotente da
capsaicina e que atua como um agonista nos receptores TRPV1*. Em elevadas
concentracdes, ele pode dessensibilizar irreversivelmente os nociceptores TRPV1¥,
induzindo a dessensibilizacdo de longo prazo do receptor via necrolise, levando,
assim, a um alivio duradouro da dor e diminuigdo da producdo neurotransmissores,
dentre eles, o CGRP'°.

Para avaliar se a dessensibilizagdo de nociceptores TRPV1* interfere na
inflamacéo articular, os camundongos com 4 semanas receberam por via intradérmica
RTX por 3 dias seguidos em concentragdes crescentes (30, 70 e 100 mg/kg). Apéds 4
semanas, periodo necessario para a dessensibilizagdo dos neurdnios TRPV1*, os
animais tratados com RTX apresentaram feixes de pelos brancos, um fendtipo
caracteristico deste tratamento (Figura 14A)'°. Corroborando a eficacia deste
protocolo, foi realizado um teste para verificar se o tratamento com RTX foi eficaz na
dessensibilizacdo de nociceptores. Para isso, foi realizada uma injegao intraplantar de
capsaicina, um importante agente nociceptivo, e avaliada a nocicepg¢ao dos animais
através do tempo de lambida de pata. Conforme verificado na Figura 14B, o grupo de
animais tratados com RTX ndo apresentaram resposta nociceptiva, apenas nos
animais tratados com veiculo, comprovando o sucesso dessa dessensibilizacao.

Em seguida, os mesmos animais foram imunizados e, apés 14 dias, desafiados
para a realizagdo do experimento de AlA. O grupo de animais artriticos que ndo foram
dessensibilizados com RTX apresentou um aumento da resposta nociceptiva
mecanica (von Frey eletrénico) quando comparado ao grupo controle nao artritico nos
dias 1 e 2 apds o desafio intra-articular. Por outro lado, o grupo artritico tratado com
RTX apresentou um limiar de retirada da pata mais alto, indicativo de menor
nocicepg¢ao, com valores semelhantes ao do grupo controle n&o artritico (Figura 14C).
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Figura 14: A dessensibilizagao dos nociceptores TRPV1* com RTX inibiu a sensibilidade
a dor. Os animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da dessensibilizagcao foi
observada a despigmentacao dos pelos (A), e o comportamento nociceptivo apds injegéo por
capsaicina (B). Apds a indugcédo do modelo de AlA, o limiar de retida da pata foi analisado nos
dias 1 e 2 depois do desafio (C). Representagdo da média + desvio padréo. (*) para p<0,05
quando comparado a média do grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo pés-teste
Tukey).

Visto que a dessensibilizagdo de nociceptores com RTX reduziu a nocicepcao
dos animais com AlA, foi avaliado se tratamento com RTX poderia ter interferido com

0 processo de imunizacdo dos animais, uma vez que essa imunizagdo ocorre 4
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semanas apos o tratamento com RTX. Para isso, foi feita a titulagdo de anticorpos
anti-mBSA no soro dos animais como um parametro indireto da atividade imune
provocada no modelo. Como pode ser observado na Figura 15, ndo houve diferenca
na quantidade desses anticorpos entre 0os animais tratados e nao tratados com RTX,
indicando, assim, que houve uma uniformidade no padréao de imunizacdo dos animais

desses grupos.
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Figura 15: A dessensibilizagdo por RTX ndo causou alteragao na resposta imunoloégica.
Os animais previamente imunizados foram desafiados com injegao intra-articular de mBSA,
dois dias apdés o desafio os animais foram eutanasiados e o sangue coletado para
quantificagdo de IgG anti-mBSA no plasma no ELISA. Representacdo da média + desvio
padrdo de 7 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo
que nao recebeu RTX (Teste T).

Em seguida, foi avaliado se o tratamento com RTX altera principais parametros
inflamatodrios caracteristicos desse modelo. Apds 2 dias do desafio intra-articular, ndo
houve diferenga no numero de células totais (Figura 16A), neutrdfilos (Figura 16B) e
células mononucleares (Figura 16C), bem como ndo houve diferengas na
porcentagem de neutrdéfilos (Figura 16D) e células mononucleares (Figura 16E) entre
os animais com AIA que nado receberam RTX em relagdo aos animais
dessensibilizados por RTX. Esses dois grupos tiveram os parametros
significativamente alterados em relagdo ao grupo controle.
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Figura 16: O tratamento com RTX néao levou a diferengas no perfil celular do lavado
articular 2 dias ap6s o desafio. Os animais foram dessensibilizados com RTX. Apés 28 dias,
o modelo de AIA foi induzido. Apds dois dias do desafio com mBSA, os animais foram
eutanasiados para a realizacdo do lavado articular e contagem do numero de células totais
(A), neutrofilos (B) células mononucleares (C), porcentagem de neutréfilos (D) e de células
mononucleares (E). As barras representam a média + desvio padrdo de 7 camundongos por
grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo pés-teste Tukey).

Além disso, a dessensibilizacdo nao alterou os parametros relativos a resolugao
da inflamagdo aguda, como a apoptose de neutrdfilos (Figura 17A e 17B) ou a
eferocitose por macrofagos (Figura 17C e 17D). Porém, € importante notar que houve
um aumento na quantidade de apoptose e eferocitose entre os animais com AlA sem
tratamento com RTX e o grupo controle, fato ndo observado entre os grupos AIA

tratado com RTX e grupo controle.
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Figura 17: O tratamento com RTX néo levou a diferengas nos parametros resolutivos 2
dias apoés o desafio. Os animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da
dessensibilizagdo o modelo de AlA foi induzido. Apds dois dias do desafio com mBSA, os
animais foram eutanasiados para a realizagao do lavado articular e contagem do numero de
neutréfilos apoptoticos total (A), porcentagem de neutréfilos apoptoéticos (B), eferocitose total
(C), porcentagem de eferocitose (D). As barras representam a média + desvio padréo de 7
camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#)
para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo
pos-teste Tukey).

Como nao houve diferenga nos parametros inflamatérios e resolutivos entre os
animais AlA tratados ou ndo com RTX 2 dias apos o desafio intra-articular e também
nos paradmetros de resolucdo, foi avaliado se esses parametros estavam alterados

apos 3 dias do desafio intra-articular. Assim como no tempo de 2 dias apds o desafio
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(Figura 14C), animais AlA n&o tratados com RTX apresentaram uma diminuicdo no
limiar de retirada da pata, significando um aumento da nocicepgdo mecanica,
enquanto os animais dessensibilizados por RTX tiveram uma menor nocicepgao,

equivalente ao grupo controle (Figura 18).
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Figura 18: O protocolo de dessensibilizacdo por RTX levou a menor nocicepg¢ao. Os
animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da dessensibilizacdo o modelo de
AIA foi induzido. O limiar de retida da pata foi analisado 3 dias depois do desafio.
Representagdo da média + desvio padrao de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05
quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o
grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

Por outro lado, as células totais recuperadas pelo lavado na cavidade articular
estavam aumentadas no grupo dessensibilizado por RTX em comparagdo com o
grupo nao dessensibilizados (Figura 19A). Essa diferengca também foi observada nos
neutrofilos e macréofagos (Figuras 19B e 19C). Porém, ndo houve diferengca na

porcentagem de células entre os grupos AlA (Figuras 19 D e 19E).
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Figura 19: A dessensibilizagao por RTX levou ao aumento de neutréfilos 3 dias apés o
desafio. Os animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da dessensibilizacao
o modelo de AlA foi induzido. Apods trés dias do desafio com mBSA, os animais foram
eutanasiados para a realizacdo do lavado articular e contagem do numero de células totais
(A), neutrdfilos (B) células mononucleares (C), porcentagem de neutrdéfilos (D) e de células
mononucleares (E). As barras representam a média + desvio padréo de 6 camundongos por
grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo pés-teste Tukey).

No que diz respeito aos parametros avaliados sobre resolucédo da inflamacéo,
nao houve diferenga entre a quantidade de neutrdéfilos apoptéticos entre os grupos
AIA (Figura 20A). Porém, houve uma maior porcentagem de neutréfilos apoptoticos
nos animais AlA que ndo receberam RTX em relagdo aos animais AlA tratados com
RTX (Figura 20B). Por outro lado, de maneira ndo esperada, os animais AlA tratados
com RTX tiveram uma maior quantidade de eferocitose em comparagcdo com o0s
animais AIA sem RTX (Figura 20C), ao passo que a porcentagem de eferocitose

estava equiparavel entre esses dois grupos (Figura 20D).
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Figura 20: A dessensibilizagao por RTX levou ao aumento dos parametros resolutivos
3 dias apoés o desafio. Os animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da
dessensibilizagdo o modelo de AIA foi induzido. Apéds trés dias do desafio com mBSA, os
animais foram eutanasiados para a realizagédo do lavado articular e contagem do numero de
neutrofilos apoptéticos total (A), porcentagem de neutrofilos apoptéticos (B), eferocitose total
(C), porcentagem de eferocitose (D). As barras representam a média + desvio padrao de 6
camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#)
para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo
pos-teste Tukey).

Ainda, a dessensibilizagdo por RTX levou a uma diminuicdo de macrofagos
residentes (CX3CR1%) no tecido sinovial trés dias apés o desafio (Figura 21 A), de
forma interessante, a quantidade desses macrofagos relacionados ao controle da

inflamagéo (CD206%) também foi diminuida pela dessensibilizagdo (Figura 21 B).
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Figura 21: A dessensibilizagao por RTX levou a diminuicdo de macréfagos CD206*. Os
animais foram dessensibilizados com RTX, 28 dias depois da dessensibilizacdo o modelo de
AlA foi induzido. Apds dois e trés dias do desafio com mBSA, os animais foram eutanasiados
para coleta de tecido sinovial para a marcagao para citometria (A), células F4/80+ CD11b+
CD45+ positivas para CD206 (B) células F4/80+ CD11b+ CD45+, CD206+ e CX3CR1+. As
barras representam a média * desvio padrao de 5 amostras por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que
nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

Em conjunto, a dessensibilizacdo por RTX ndo levou a diferenga nos
parametros inflamatoérios e resolutivos dois dias apés o desafio. Entretando, quando
analisados no terceiro dia apds o desafio intra-articular, a dessensibilizacéo levou a
um aumento do numero de células totais recuperadas da cavidade articular, o que
refletiu num aumento de neutréfilos e células mononucleares totais ao mesmo tempo
que houve uma diminuigdo na porcentagem de apoptose, e de macréfagos CD206*

(M2) eventos relacionados a um atraso na resolug¢ao da inflamagao.

5.5. Avaliagao da resposta inflamatdria articular apés o tratamento com o
analgésico Buprenorfina

Como proxima estratégia experimental, optamos pela utilizagdo de um
analgésico para a investigar se a redugdo nociceptiva causada nao apenas
nociceptores TRPV1* poderia influenciar no curso da resposta inflamatdria articular.
Para isso, foi utilizada a buprenorfina, um analgésico potente que atua no sistema

nervoso central, se ligando com alta afinidade a todas as trés principais classes de
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receptores opioides (4, & € K) nos neurénios do cérebro e da medula espinhal e a
receptores periféricos de terminagbes nervosas blogueando a sinalizagdo da dor'60,
Assim, buscando inibir a dor dos animais com AlA, foi escolhida a dose 2 mg/kg de
buprenorfina conforme recomendada pelo CONCEA (Resolugdo Normativa CONCEA
n° 35, de 11.08.2017), administrada a cada 8 horas a partir de 2 horas antes do desafio
intra-articular com mBSA. Inicialmente, como forma de provar a eficacia do tratamento
por Buprenorfina no controle da nocicepc¢ao, os animais tratados tiveram uma reducao
muito grande da resposta nociceptiva mecanica no modelo de AIA em relagdo aos

animais nao tratados (Figura 22).
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Figura 22: O tratamento com Buprenorfina reduziu a nocicepgao. Os animais com AlA
foram tratados com Buprenorfina (2 mg/kg) a cada 8 horas a contar do primeiro tratamento 2
horas ates do desafio intra-articular. O limiar de retida da pata foi analisado 2 dias depois do
desafio. Representacdo da média + desvio padrdo de 6 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo que nao recebeu RTX (ANOVA seguida pelo
pos-teste Tukey).
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Uma vez mostrada a eficacia do tratamento com Buprenorfina na reducio da
resposta nociceptiva, o proximo passo foi avaliar os paradmetros inflamatoérios.
Inicialmente, foi escolhido o tempo de 2 dias apds o desafio articular. Porém, os
animais AlA tratados ou ndo com Bruprenorfina tiveram quantidades equiparaveis de
células totais (Figura 23A), de neutrdfilos (Figura 23B), de células mononucleares
(Figura 23C) e das porcentagens de neutréfilos (Figura 23D) e células mononucleares
(Figura 23E).
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Figura 23: A buprenorfina nao alterou o perfil celular no lavado articular 2 dias apés o
desafio. Os animais com AIA foram tratados com Buprenorfina (2 mg/kg) a cada 8 horas a
contar do primeiro tratamento 2 horas ates do desafio intra-articular. Apos dois dias do desafio
com mBSA, os animais foram eutanasiados para a realizagao do lavado articular e contagem
do numero de células totais (A), neutrdfilos totais (B) células mononucleares totais (C),
porcentagem de neutrdfilos (D) e de células mononucleares (E). As barras representam a
meédia * desvio padrao de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a
média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu
o tratamento com Buprenorfina (ANOVA seguida pelo pds-teste Tukey).

De forma similar, ndo houve diferengas entre a quantidade e porcentagem de

células apoptéticas (Figuras 24A e 24B) e eferocitose (Figura 24C e 24D).



70

A B
4 4
S 3 . g 3
3 2 *
8 2 . g 2 .
B 1 o e
S - [ © T [x
< ! I * S 4 .
0
Ctrl - Bup Ctrl - Bup
AIA AIA
C D
4 5 K*kkk
ER g
>< *kk -
3 - so o
982 Qo .
3 o2 T
o T
B 1 o= . S T
w | == x 1 ..
0
Ctrl - Bup Ctrl - Bup
AIA AIA

Figura 24: O tratamento com Buprenorfina ndo interferiu nos parametros de resolugao
dois dias apods o desafio. Os animais com AlA foram tratados com Buprenorfina (2 mg/kg) a
cada 8 horas a contar do primeiro tratamento 2 horas ates do desafio intra-articular. Apés dois
dias do desafio com mBSA, os animais foram eutanasiados para a realizagdo do lavado
articular e contagem do numero de neutrofilos apoptéticos total (A), porcentagem de
neutrofilos apoptoticos (B), eferocitose total (C), porcentagem de eferocitose (D). As barras
representam a média + desvio padrao de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que
néo recebeu o tratamento com Buprenorfina (ANOVA seguida pelo pés-teste Tukey).

Visto que ndo houve diferenca nos parametros inflamatorios e resolutivos com
o tratamento por Buprenorfina 2 dias apdés o desafio intra-articular, os mesmos
parametros foram avaliados no tempo de 3 dias apds o desafio. Nao houve diferenca
entre os animais tratados e nao tratados no que diz respeito a células totais (Figura

25A), neutrdfilos (Figura 25B) e células mononucleares (Figura 25C), assim como a
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porcentagem de neutrdfilos (Figura 25D) e células mononucleares (Figura 25E).
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Figura 25: A buprenorfina nao alterou o perfil celular no lavado articular 3 dias apés o
desafio. Os animais com AIA foram tratados com Buprenorfina (2 mg/kg) a cada 8 horas a
contar do primeiro tratamento 2 horas ates do desafio intra-articular. Apos trés dias do desafio
com mBSA, os animais foram eutanasiados para a realizagdo do lavado articular e contagem
do numero de células totais (A), neutrdfilos totais (B) células mononucleares totais (C),
porcentagem de neutrdfilos (D) e de células mononucleares (E). As barras representam a
meédia * desvio padrao de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a
média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu
o tratamento com Buprenorfina (ANOVA seguida pelo pds-teste Tukey).

Porém, o tratamento com Bruprenorfina causou uma redugéo na porcentagem
de neutrdfilos apoptéticos (Figura 26B) e na quantidade (Figura 26C) e porcentagem
(Figura 26D) de eferocitose. Nao houve diferenga na quantidade de neutrofilos
apoptoticos entre os dois grupos AlA, tratados ou ndo com Buprenorfina. Esses dados
indicam que a analgesia causada pela Buprenorfina possa reduzir a resolugdo da

resposta inflamatéria da artrite induzida por antigeno.
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Figura 26: O tratamento com Buprenorfina reduziu parametros de resolugao trés dias
apos o desafio. Os animais com AIA foram tratados com Buprenorfina (2 mg/kg) a cada 8
horas a contar do primeiro tratamento 2 horas ates do desafio intra-articular. Apos trés dias
do desafio com mBSA, os animais foram eutanasiados para a realizagédo do lavado articular e
contagem do numero de neutréfilos apoptéticos total (A), porcentagem de neutréfilos
apoptéticos (B), eferocitose total (C), porcentagem de eferocitose (D). As barras representam
a média  desvio padrao de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a
média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu
RTX (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).
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6. DISCUSSAO
A resolucdo da inflamacgao é caracterizada por eventos moleculares e celulares

que levam ao reparo tecidual a recuperagao da fungao fisioldgica®. Embora a resposta
inflamatdria aguda seja necessaria para a eliminar o agente nocivo, o acumulo de
leucocitos nos tecidos, especialmente de neutrdfilos, tem impacto direto nos danos e
disfungdo teciduais’™. A presenga de estimulos inflamatérios continuos pode levar a
respostas inflamatorias agressivas e/ou prolongadas, que podem ser prejudiciais ao
tecido, levando a inflamagéo crénica'®!. A falha na resolugéo da resposta inflamatoria
aguda, ou a ativagdo continua das respostas, tornam-se prejudiciais ao tecido e
consequentemente evoluem para a lesdo crbnica que chamamos de doencas
inflamatorias'®’. A resolugao da inflamagao aguda € um processo ativo envolve e uma
série complexa de mecanismos que visam promover o retorno & homeostase’*. Neste
contexto, a homeostase € recuperada apds a produg¢ao de mediadores pro-resolutivos
que atuam na remogao de microrganismos, células mortas e detritos, restauracéo da
integridade e perfuséo vascular, regeneracao tecidual, remissao da febre e alivio da
dor inflamatoria 74162163 Nesse trabalho, estudamos a participagdo do CGRP e dos
nociceptores na resolugdo da inflamagéo articular aguda e observamos que os
nociceptores estdo associados ao aumento da apoptose de neutrofilos e sua

eferocitose.

O modelo de AlA agudo é caracterizado por um intenso infiltrado de leucocitos,
principalmente neutrdfilos, hiperplasia sinovial, e dano articular''®. A chegada de
neutrdéfilos na articulacdo ocorre a partir das primeiras horas apos o desafio articular,
sendo que o rolamento e adesao de leucécitos permanecem aumentados nos vasos
sanguineos articulares até dois dias apos o desafio’#®. A diminuigdo do acumulo de
neutrofilos na articulagcdo, a apoptose dessas células e a eferocitose dos corpos
apoptoéticos por macrofagos estdo diretamente relacionados a fase de resolugéo da
inflamacgéo articular e reparo tecidual'®*. Entretanto, trabalhos anteriores ja
demonstraram que mesmo apds a resolugcao completa da inflamacgao, a nocicepgao
mecanica articular presente na AlA persiste por varios dias''%145, Assim, investigamos
participacdo da resposta nociceptiva no controle da inflamagao aguda neutrofilica
induzida pelo modelo de AlA.

A comunicacéo bidirecional entre o sistema imunoldgico e nervoso é importante

na regulacao das respostas imunes. De fato, o modelo AIA desencadeia uma resposta
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inflamatoria dependente da presenca e atividade de neutrofilos'®4. Os mediadores
inflamatdrios produzidos por neutréfilos juntamente com células residentes e outros
leucocitos, além de contribuir com a inflamagdo podem atuar como moléculas
neuroestimulatorias, levando ao desenvolvimento da dor periférica e central''®. De
fato, em infeccbes cutaneas, neurdnios sensoriais podem identificar bactérias
diretamente e sinalizar ao sistema imunoldgico inato para suprimir a resposta
imune'8®, Ainda, neurénios TRPV1* inibem o recrutamento de neutrdfilos para o tecido
infectado e modulam a polarizagdo de macrofagos para o perfil M2 em resposta a
infecgéo por S. aureus, levando a exacerbacgéo da infecgéo local'®®. Nos pulmdes, os
nociceptores TRPV1* também suprimiram as fungdes de neutroéfilos, a produgao de
citocinas proé-inflamatérias e da quimiocina CXCL1 na pneumonia induzida por S.
aureus'3. De forma similar, no modelo murino de fasciite necrosante devido a S.
pyogenes, a deplegao de nociceptores TRPV1* levou ao aumento do recrutamento de
neutréfilos e melhorou o controle da infecgao'’. De forma interessante, os efeitos do
TRPV1* estavam diretamente relacionados a liberagdo de CGRP pelos nociceptores
sendo que a ablag&o da fibra e/ou seu bloqueio do CGRP por antagonistas do receptor
melhoraram a resposta frente a infecgao43.166.167

Os nociceptores também modulam a inflamacdo em modelos ndo infecciosos.
A estimulacao a estimulacdo elétrica nociva de neurdnios nociceptivos é capaz de
estimular a liberagdo da L-selectina expressa na membrana celular de neutréfilos da
corrente sanguinea, diminuindo o influxo de neutréfilos para o sitio inflamatério na
inflamacao articular induzida por bradicinina'®. Em modelo de ferida de pele, a
auséncia de nociceptores Na v 1.8" que expressdo CGRP e substancia P, resultou em
um aumento de neutréfilos e macréfagos inflamatoérios, o que ocasionou um atraso na
transicdo para uma fase anti-inflamatéria e pré-reparo, levando a cicatrizagao
prejudicada do tecido'®. Além disso, in vitro, o CGRP inibiu a migragéo de neutrdfilos
e macréfagos em diregdo a quimiocinas CXCL1 e CCL2'%, O CGRP também
demonstrou diminuir o recrutamento de neutréfilos ao inibir a produgédo de quimiocinas
pelas células endoteliais'™®.

De fato, o papel das fibras nociceptivas no controle da resposta inflamatéria
pode estar associada a liberagdo de CGRP por esses neurbnios. Por outro lado, a
liberagdo de CGRP nas terminag¢des nervosas eferentes do nervo trigémeo induz
vasodilatagdo, edema e degranulagdo dos mastdcitos durais, que contribuem para a

inflamagao neurogénica, uma forma estéril de inflamacao secundaria a ativagdo do
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nervo sensorial, associada a enxaqueca'3®. Entretanto, a vasodilatagdo promovida
pelo CGRP talvez possa facilitar a migragdo de macréfagos para o sitio inflamatério
onde irdo adquirir um fendtipo anti-inflamatorio, uma vez que o CGRP promove a
polarizacdo dessas células para o perfil M2169.171.172,

De forma geral, as fungbes do CGRP estao relacionadas a expressao de seu
receptor, presente em uma série de células imunes, envolvidas tanto na fase
inflamatoéria como pré-resolutiva da inflamag&o'6%173, Ainda, embora a principal fonte
de CGRP sejam os neurbnios sensoriais, a expressao por outras células do sistema
imune como linfocitos T, linfocitos B, mondcitos e macréfagos ja € descrita4=177. Aqui
mostramos que a expressao de CGRP esta aumentada no tecido sinovial € no DRG
simultaneamente ao acumulo de neutrofilos e aumento da apoptose no tecido sinovial,
0 que nos levou a investigar se o0 CGRP poderia induzir a apoptose de neutrofilos.
Nossos achados in vitro demonstram que o CGRP pode induzir a apoptose de
neutrofilos. Recentemente, LU et al., 2024 demostraram que o CGRP n&o s6 aumenta
a morte de neutréfilos, como também de macréfagos quando na presenca de citocinas
pro-inflamatéria. De forma interessante, o CGRP perde sua fung&o pro-apoptotica em
macrofagos néo estimulados ou diferenciados em M2, o que ressalta a relevancia
deste neuropeptideo para o controle da inflamagao por atuar na eliminacdo de
potenciais macréfagos pré-inflamatérios. Além disso, o CGRP aumentou a eferocitose
de neutrdéfilos apoptoéticos pelos macréfagos bem como estimulou a polarizagao de
macrofagos para um perfil anti-inflamatorio e pré-reparo©®.

Em nossos resultados observamos que a diminuicdo de neutrdfilos
recuperados da cavidade sinovial foi simultdnea ao aumento de neutrdfilos
apoptéticos e da eferocitose, indicando a fase de resolucdo da inflamacéo.
Paralelamente, o CGRP estava aumentado, indicando seu papel potencial na
resolucao da inflacdo. Para aprofundar avaliar o papel do CGRP na AlA, usamos o
Fremanezumab (AJOVY), um anticorpo monoclonal humanizado recombinante que
se liga seletiva e potentemente ao CGRP bloqueando sua ligagdo ao receptor,
amplamente utilizado no tratamento de enxaqueca'’®. O tratamento inicial foi realizado
na concentragdo comumente encontrada na literatura, 30 mg/kg, entretanto, embora
tenha havido uma tendéncia a aumento de neutrdfilos apds o desafio com o mBSA,
nao houve diferengas nos parédmetros inflamatorios e resolutivos analisados passados
dois ou trés dias apos o desafio intra-articular (dados ndo mostrados, descritos no

anexo ll). Assim, optamos por aumentar a dose de Fremanezumab para 50 mg/kg e
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observamos um resultado oposto a esperado, o Fremanezumab levou a uma reducéao
de células totais, que refletiu em uma reducdo de neutréfilos totais. De forma
interessante, a apoptose estava aumentada nesse mesmo tempo, contudo, embora
possa ser um indicativo da agcao do CGRP, outros experimentos sdo necessarios para
levar a esse tipo de afirmacao.

Outra ferramenta interessante para se estudar o os efeitos do CGRP sao os
antagonistas do receptor. O Olcegepant (BIBN4096BS) é um antagonista potente e
seletivo para o CGRP, com afinidade a residuos da porcéo extracelular de RAMP1
139179 Embora seja amplamente utilizado, ndo existe um consenso na literatura sobre
a concentragdo de Olcegepant, nds utiizamos a concentracdo de 30 uM
administradas por via intra-articular nos seguintes desenhos experimentais: 1)
Tratamento i.a. 24 horas apds o desafio e analise 48 horas apos o desafio. Il)
Tratamento 30 uM i.a. 48 horas apds o desafio e analise 72 horas apds o desafio. Em
ambas analises experimentais as células foram recuperadas da cavidade articular e
quantificadas células totais, neutréfilos, células mononucleares, apoptose e
eferocitose. De forma unénime, os resultados ndo apresentam nenhuma diferenca
entre os grupos AlA e AlA tratados com Olcegepant, todos os grupos artriticos tiveram
diferenga em relagdo ao controle (dados ndo mostrados e descritos no quadro 2/
Anexo Il). Concentragbes menores do que as utilizadas nesse trabalho ja haviam sido
utilizadas em outros trabalhos onde demonstraram bloquear as agbes do CGRP'80-
183, Ainda, outros trabalhos usam o Olcegepant em tratamentos sistémicos
administrados por via intraperitoneal, inclusive no modelo de artrite induzida por soro
onde o Olcegepant inibiu os efeitos do CGRP em camundongos'®. De fato, novos
testes precisam ser realizados em novas concentracdes e vias de administragao,
embora também n&o descartamos problemas relacionados a condigbes de
armazenamento do antagonista.

Em nossos resultados, ndo conseguimos observar o papel direto do CGRP na
inflamacéao in vivo, embora tenhamos observado sua acao induzindo a apoptose in
vitro. A liberacao de neuropeptideos por neurénios TRPV1* n&o é restrita ao CGRP.
Os nociceptores também liberam outros neuropeptideos, incluindo substancia P,
neurocinina A e o peptideo intestinal vasoativo (VIP), que assim como o CGRP sao
descritos por agdes pré e anti-inflamatorias'3. Por exemplo a substancia P, que
estimula a liberagéo de citocinas pro-inflamatérias por mondécitos de sangue humano

e monocitos/macrofagos murinos também foi demonstrada em atividade anti-
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inflamatodria ao induzir a polarizagdo de macrofagos ativos para o perfil M2,
Particularmente no modelo de artrite induzida por colageno do tipo Il, a substancia P
levou a diminuicéo da inflamacéo, alterando o perfil de citocinas pro-inflamatorias para
anti-inflamatérias e aumentado a quantidade de macréfagos M2'8. De fato, o papel
das fibras TRPV1* pode envolver outras moléculas além do CGRP, assim, resolvemos
ampliar nossos estudos e avaliar o papel desses neurdnios de forma abrangente e
nao limitada apenas a fungcdo do CGRP.

Uma maneira de se estudar a relagao entre a estimulagdo nociceptiva em um
contexto inflamatério € através do silenciamento de fibras nociceptivas. Aqui,
utilizamos o RTX, agonista TRPV1, que causa dessensibilizagao irreversivel de
neurénios que expressam TRPV1 em camundongos jovens ao afetar a entrada de
Ca?"a longo do tempo'™3. O tratamento com RTX leva a perda de neurdnios
TRPV1*no DRG e ganglios vagais'3. Em nossos resultados, a eficacia da
despolarizacdo por RTX pode ser observada através da presenca de pelos brancos
despigmentados, uma vez que o estresse induzido por nocicepgao leva a
despigmentacdo do pelo pela rapida deplecdo de células-tronco de melandcitos e
também do comportamento animal pelo comportamento nociceptivos dos animais
apos injegdo de capsaicina, o TRPV1' Em nossos resultados, o protocolo de
dessensibilizagao por RTX levou a menor nocicepgao nos animais com AlA a niveis
comparaveis aos animais que receberam injegao intra-articular com o veiculo. Além
disso, no terceiro dia apos o desafio, o pré-tratamento com RTX levou ao aumento do
numero de leucdcitos recuperados na cavidade articular. Nossos dados corroboram
com trabalho anterior que mostrou uma maior atividade de neutrofilos na articulagao
de pata de animais com artrite induzida por soro pré-tratados com RTX'7. Ainda, o
pré-tratamento com RTX promoveu a diminuicdo de neutréfilos apoptoticos e de
macrofagos CD206*, associados ao perfil M2, na fase pro-resolutiva desse modelo.

Dentre as estratégias farmacoldgicas no controle da dor inflamatdria periférica,
os medicamentos analgésicos, como opioides, podem bloquear diretamente a
sensibilizacdo constante do nociceptor por meio de agdes periféricas'®. O tecido
inflamado favorece o aumento da sintese dos receptores opioides y, ® € K, que sao
transportados para os terminais nociceptivos, onde sdo positivamente regulados'8®-
191 A ligacdo de opioides a seus receptores pode atenuar a excitabilidade, a
propagacéao dos potenciais de agao dos neurdnios nociceptivos TRPV1* e a liberagao

dos neuropeptideos dos terminais neuronais centrais e periféricos resultando em
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analgesia®™’. Os opioides também podem se ligar a receptores expressos por células
imunes e a modular o ambiente inflamatério por diferentes mecanismos, sendo que
diferentes opioides demonstram varios efeitos no sistema imunoldgico:
imunossupressor, imunoestimulatério ou efeito duplo'™2. Nos utilizamos a
buprenorfina, um opioide semissintético que atua como um agonista parcial do
receptor y para avaliar o papel das fibras nociceptivas no controle da inflamacéao
articular. De forma interessante, foi proposto que a buprenorfina afeta a resposta
inflamatoéria menos do que outros opioides'3-1%, Estudo que avaliaram o papel da
Buprenorfina em modelos de artrite divergem quanto as conclusdées: diminuiu
marcadores moleculares de estresse inflamatério e oxidativo no modelo murino de
artrite induzida por colageno’®, enquanto nio alterou o edema da pata em ratos no
modelo de artrite por parede celular estreptococica e no modelo de artrite induzida por
CFA7.1%8_Aqui, a buprenorfina reduziu a nocicep¢ao a niveis basais, mas ndo alterou
os parametros inflamatorios trés dias apds o desafio com mBSA, por outro lado, os
parametros de resolucéo da inflamacao, apoptose e eferocitose, foram reduzidos com
o tratamento, indicando que a analgesia causada pela Buprenorfina pode interferir na
resolucao da inflamacgao atrasando a apoptose de neutrdfilos e sua eferocitose.
Outra estratégia farmacolégica de modulagdo da dor € o uso de AINES,
agentes importantes para o tratamento da dor inflamatéria aguda por inibem a COX-1
e/ou COX-2) e a produgdo de prostaglandinas %8, Particularmente a PGE 2 sensibiliza
0s nociceptores periféricos levando a hipersensibilidade mecanica e térmica durante
a dor inflamatéria®®199, Por outro lado, a COX-2 também esta envolvida na resolugéo
da inflamacao. Em modelo de pleurisia, o bloqueio de COX-2 reduziu a inflamagao em
tempos iniciais, onde a produgéao de PGE2foi inibida, porém prolongou a resolugao da
inflamacéo, que foi relacionado ao bloqueio da produgéo de prostaglandina (PG)D22%°,
De forma interessante, a sintese dos diferentes mediadores lipidicos parece estar
diretamente associada ao longo da resposta inflamatéria. A PGE2 é essencial para a
resolucdo da inflamagdao mediada por neutréfilos, elas sinalizam o fim ativando a
regulacdo transcricional da 15-lipoxigenase (15-LO), o que por sua vez leva a
dissociagao temporal e producao de lipoxinas do acido araquidénico, que tém funcdes
anti-inflamatdrias e pro-resolutivas, evento conhecido como troca de classe dos
eicosanoides derivados do acido araquidénico de prostaglandinas e leucotrienos para
lipoxinas?°!. Assim, o uso de AINES pode prolongar a inflamagao e a dor inflamatoria,
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ao mesmo tempo em que atrasa a resolucdo ao suprimir a sintese de PGE 2 e seus
efeitos anti-inflamatorios.

No presente estudo, investigamos a participacdo de vias nociceptivas no
controle da inflamacg&o aguda neutrofilica, utilizando como ferramenta o modelo de
AlA, nossos principais achados estdo representados na figura 26. Na inflamagao
articular promovida pelo modelo de AIA o aumento do CGRP no DGR e no tecido
sinovial ocorreu simultaneamente ao aumento de apoptose de neutrdfilos e sua
eferocitose, indicando um papel desse neurotransmissor na resolugéo da inflamacao.
O tratamento com anticorpo anti-CGRP diminuiu a apoptose de neutréfilos, mas nao
alterou a eferocitose ou o acumulo de neutrdfilos na cavidade articular. De forma
interessante, a deplegcdo quimica das fibras TRPV1* por RTX levou ao aumento de
neutrofilos, a diminuicdo da apoptose e da eferocitose na cavidade articular e de
macrofagos CD206* no tecido sinovial. Ainda, o bloqueio farmacolégico da ativagao
de fibras TRPV1* por Buprenorfina também levou a diminuicdo da apoptose e da

eferocitose na cavidade articular.
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Figura 27: Resumo grafico. Na inflamacao articular da AIA o aumento do CGRP no DGR e
no tecido sinovial ocorreu simultaneamente ao aumento de apoptose de neutréfilos e sua
eferocitose. O tratamento com anti-CGRP diminuiu a apoptose de neutréfilos. A deplecao
quimica das fibras TRPV1* levou ao aumento de neutréfilos, diminuicdo da apoptose e
eferocitose na cavidade articular e de macrofagos CD206* no tecido sinovial. O bloqueio
farmacoldgico da ativagéo de fibras TRPV1*levou a diminuigdo da apoptose e eferocitose na
cavidade articular.
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7. CONCLUSAO
Nossos estudos demonstraram que a dor articular parece estar relacionada a

resolucdo da inflamagdao. Os efeitos pro-resolutivos podem, em parte, estar
relacionados ao neuropeptideo CGRP, principalmente por seu papel como indutor na
apoptose de neutréfilos, mecanismo chave da resolucédo da inflamacéao, entretanto o
bloqueio do CGRP por anticorpo anti-CGRP ou antagonista do receptor, ndo levou a
alteracbes no perfil inflamatério nas concentragdes analisadas. De fato, nao
descartamos o papel do CGRP na modulacdo da resposta imune, novos estudos sao
necessarios utilizando diferentes concentragdes de antagonista e anti-CGRP. Por
outro lado, as a¢des do CGRP também podem estar associadas a outras moléculas
liberadas pelos nociceptores TRPV1*, uma vez que a deplecdo quimica e/ou o
bloqueio farmacolégico de nociceptores TRPV1* parece atrasar a resolugdo da
inflamag&o promovendo a manuteng¢ao de neutrofilos na articulagao e diminuindo sua
apoptose. Portanto, novos estudos s&o necessarios para investigar o papel dos
nociceptores TRPV1" e das moléculas secretadas por eles naresolucio da inflamacéao

articular.
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ANEXO |
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitacdo.
Protocolo CEUA: 5/2023

Titulo do projeto: Papel fisiologico do neurotransmissor CGRP na resolucdo da inflamacao articular

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Flavio Almeida Amaral

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas
Departamento: Departamento de Bioquimica e Imunologia

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia 08/05/2023. Validade: 08/05/2023 a 07/05/2028.

Belo Horizonte, 08/05/2023.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos. ufmg_br/solicite ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg_br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO II
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