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Resumo

A 15-deoxy-A'?"*-prostaglandinaJ, (15d-PGJ,), um ligante natural dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPARs), tem sido
considerado uma promissora estratégia terapéutica para doencgas inflamatérias.
Estudos anteriores sugerem que o potencial efeito antinociceptivo e anti-inflamatério
da 15d-PGJ; na dor inflamatéria da articulagdo temporomandibular (ATM) esta
vinculado a ativacdo de macréfagos residentes no tecido periarituclar. Sendo assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar: (1) se a 15d-PGJ;, ao se ligar receptor PPAR-y,
promove alteragao fenotipica nos macrofagos residentes tipo M1 para M2 via
sinalizagcado da hemoxigenase tipo 1 (OH-1) promovendo agao resolutiva do processo
inflamatorio; e (2) se a agdo analgésica promovida pela liberacdo de opidides
enddgenos pelo macréfagos ativados pela 15d-PGJ; é mediado pela ativagdo da via
neuronal L-Arginina/NO/cGMP/K'atp através da proteinoquinase dependente da
Ca*?/Calmodulina na ATM de ratos. Para este estudo foram utilizados ratos machos
Wistar (x 150g, n=8 animais por grupo), provenientes do CEMIB, previamente
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (#3414-1). Anélises através
do método ELISA demonstraram que a administragao intra-articular de 15d-PGJ,
(100 ng/ATM) aumenta a liberagdo do fator de transcrigdo ativados do PPAR-y (P
<0.05: One-way ANOVA, Teste de Tukey). O tratamento dos animais com o
recrutador de macréfagos Tioglicolato (1%/ATM/dia) aumentou significativamente a
liberagcéo do fator de transcricao ativados do PPAR-y em animais tratados com 15d-
PGJ,. A andlise da expressdo da proteinoquinase dependente de Ca*?/calmodulina
nao demonstrou diferenca entre os grupos testados (P >0.05: One-way ANOVA,
Tukey test). Os cortes histoldégicos dos tecidos periarticulares tratados com
imunohistoquimica demonstraram positividade para os marcadores de macréfagos
M1, M2 e OH-1. A marcagao do M2 e OH-1 foi mais evidente nos animais tratados
com tioglicolato + 15d-PGJ,. Os resultados sugerem que a administragao periférica
da 15d-PGJ; na ATM de ratos ativa os receptores PPARYy localizados nos
macréfagos residentes, induzindo alteragao fenotipica para macréfagos tipo M2,
através da via da heme oxigenase 1, promovendo resolugdo do processo
inflamatdrio. O efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, é independente da ativacdo da
proteinoquinase dependente de Ca*?/calmodulina.
PALAVRAS CHAVES: 15d-PGJ,, PPARy, macrofagos, hemoxigenase, analgesia



Abstract

The 15-deoxy-A'>"-prostaglandin J2 (15d-PGJ,), a natural ligand of
receptors activated by peroxisome proliferators (PPARs), has been considered a
promising therapeutic strategy for inflammatory diseases. Previous studies suggest
that the potential antinociceptive and anti-inflammatory effect of 15d-PGJ;
inflammatory pain in the temporomandibular joint (TMJ) is linked to activation of
resident macrophages in periarituclar tissue. Thus, the aim of this study was to
evaluate: (1) to 15d-PGJ,, to bind PPARYy receptor, promotes phenotypic change in
the resident type M1 macrophages to M2 via signaling hemoxigenase type 1 (OH-1)
promoting action termination of the inflammatory process; and (2) whether the
analgesic effect promoted by the release of endogenous opioids by macrophages
activated by 15d-PGJ2 is mediated activation of neuronal pathway L-Arginine / NO /
cGMP / K*atp by protein kinase dependent Ca*?/ Calmodulin in ATM mice. For this
study were used male Wistar rats (£ 150 g, n = 8 animals per group), from the
CEMIB previously approved by the Ethics Committee on Animal Use (# 3414-1).
Analysis by ELISA showed that intra-articular administration of 15d-PGJ, (100 ng /
ATM) increases the release of the activated transcription factor PPARy (P <0.05:
One-way ANOVA, Tukey Test). The treatment of the animals with the recruiter
thioglycolate macrophages (1%/ATM / day) significantly increased the release of
activated transcription factor PPARYy in animals treated with 15d-PGJ,. The analysis
of the expression of protein kinase dependent Ca*?/ calmodulin showed no difference
between the groups tested (P >0.05: One-way ANOVA, Tukey test). Histological
sections of the periarticular tissues treated with immunohistochemistry showed
positivity for markers of macrophages M1, M2 and OH-1. The mark M2 and OH-1
was evident in animals treated with thioglycollate + 15d-PGJ,. The results suggest
that peripheral administration of 15d-PGJ; in the active ATM rat PPARYy receptors
located in the resident macrophages, inducing phenotypic change to M2 type
macrophage, through the pathway of heme oxygenase 1, promoting resolution of the
inflammatory process. The antinociceptive effect of 15d-PGJ; is independent of the

activation of protein kinase dependent Ca*?/ calmodulin.

Key Words: 15d-PGJ2, PPARy, macrophages, hemeoxygenase, anagelsia



Lista de Abreviaturas e siglas
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1. Introducao

As desordens temporomandibulares (DTMs) compreendem um grupo de
diversas condi¢des que resultam em dor na articulagdo temporomandibular e/ou dor
na musculatura mastigatéria, fatores comuns para o desenvolvimento de dor crénica
orofacial (Cairns, 2010). A etiologia da DTM é considerada complexa e multifatorial
por envolver fatores de origem anatdmica, oclusal, muscular e psicolégica. E
caracterizada pela presencga de sinais e sintomas como ruidos articulares, reducao
da amplitude ou alteracdo dos movimentos mandibulares, limitagcbes funcionais,
dores na musculatura mastigatoria, na regido pré-auricular e/ou na propria
articulagdo (Garcia et al., 2000; Ash et al., 2001; Ozan et al., 2007; Silveira et al.,
2007). Como a dor & a principal reclamagao dos pacientes com DTM, e as
estratégias para o controle da dor relacionada com as DTMs s&o insatisfatorias, o
desenvolvimento de novas condutas terapéuticas mais eficazes para o controle da
dor é de grande interesse para pacientes e clinicos (Cairns, 2010).

O receptor ativado pelo proliferador peroxissoma tipo y (PPARy) é membro da
superfamilia de receptores nucleares e um fator de transcrigdo ativado por ligantes
(Escher, 2000), com efeitos pleiotropicos sobre a diferenciacdo dos adipdcitos,
homeostase da glicose, metabolismo dos lipidos, o crescimento celular, e a
inflamacéao (Surh YJ et al., 2011). Neste sentido, os ligantes do PPAR, tais como a
15-deoxy-A'*"-prostaglandinJ, (15d-PGJ,) — um dos derivados do metabolismo da
prostaglandina D2 e ligante natural para PPARy — vem representando uma
promissora estratégia terapéutica para doencas inflamatorias.

Considerando estes dados, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
administragao periférica da 15d-PGJ; na articulagdo temporomandibular (ATM) de
ratos previne a sensibilizagdo dos nociceptores mediado pelo PPARy (Pena-dos-
Santos et al., 2009; Quinteiro et al., 2012; Clemente-Napimoga et al., 2012). Os
dados sugerem que o efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, mediado pela ativacéo do
PPARy na ATM se da por dois mecanismos distintos: (1) Uma vez liberado no tecido
periarticular, a 15d-PGJ, ativa os receptores PPARy expressos em macrofagos
residentes ocasionando a liberacao dos peptideos opidides endégenos B-endorfina e
dinorfina (Macedo et al., 2016 submetido para publicagdo, CNPQ # 483988/2012).
Os peptideos opidides liberados, ativam os receptores « e 6 opidides nos neurbnios
nociceptivos aferentes primarios, estimulando a via antinociceptiva L-

Arginina/NO/cGMP/K*atp , de forma independente da fosforilagdo das enzimas
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PI3K/Proteinoquinase B (AKT), resultando na hiperpolarizagcdo da membrana e
antinocicepgao (Pena-dos-Santos et al., 2009; Quinteiro et al., 2012; Macedo et al.,
2016). (2) A 15d-PGJ, aumenta a expressao do fator de aceleragdo de decaimento
(CD55), molécula anti-adesiva que promove a depuragao da ligagao dos leucécitos
com as células endoteliais, que associada a inibigdo da cascata hipernociceptiva
mediada pelo Fator de Necrose Tumoral — alpha (TNF-a) promovendo um potente
efeito anti-inflamatdério (Quinteiro et al., 2012; Quinteiro et al., 2014).

De acordo com estes estudos, nosso grupo demonstrou que o efeito
antinociceptivo dos agonistas especificos para os receptores k e 6 opidides também
dependem da ativacédo da via PISK/AKT pathway (Macedo et al., 2016). Por outro
lado, apesar do efeito antinociceptivo da 15d-PGJ; ser mediado pelos receptores « e
5 opidides seguido da ativacdo da via intracelular NO/cGMP/K*atp Nos neurdnios
nociceptivos primarios, este mecanismo € independente da via PI3K/AKT. Neste
sentido, tem sido demonstrado que os receptores opidides podem também estimular
a producado de NO pelos neurdnios nociceptivos primarios através da ativacédo da
NO-sintase pela proteinoquinase dependente de Ca®‘/calmodulina. Sendo assim, a
primeira hipétese que foi testada no presente estudo foi que o efeito antinociceptivo
da 15d-PGJ; é mediado pelos receptores PPARy nos macréfagos residentes os
quais liberam opidides enddgenos ativando os receptores k e o opidides que
promovem hiperpolarizacdo dos neurdnios nociceptivos primarios através da
ativacdo da via intracelular Ca?*/Calmodulina/NO/cGMP/K*atp.

A literatura tem demonstrado que macrofagos ativados apresentam uma
expressao significativa de PPARy (Chawla et al.,, 2001). E que sua ativagéo por
agonistas promove uma mudanga fenotipica da infiltragdo de macréfagos M1
(macrofagos que aumentam a atividade microbicida e mediadores pro-nociceptivos)
para M2 (macréfagos que tem fungbes homeostaticas) em tecidos inflamados,
aumentando a expressdo génica do opidide enddgeno procencefalina através de
uma via hemoxigenase dependente. Sendo assim, a segunda hipdétese que foi
testada neste estudo foi que os animais submetidos a um processo inflamatério na
ATM e tratados com a 15d-PGJ, tem aumentado a liberagao de opidides enddégenos
via macréfagos, através de uma mudanga fenotipica de macréfagos M1 para M2

através de uma via dependente da heme-oxigenase (HO)1.
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Considerando o potencial efeito terapéutico da 15d-PGJ,, a melhor elucidagao
dos mecanismos envolvidos com seu efeito anitinociceptivo € de relevancia clinica e
farmacologia, uma vez que, a 15d-PGJ; pode ser considerada uma nova perspectiva

terapéutica para o tratamento clinico das condigdes dolorosas provenientes da ATM.
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2 Revisao de Literatura

2.1. ATM e Desordens temporomandibulares (DTM)

A ATM é uma articulagdo bilateral que se movimenta sinergicamente,
caracterizada como uma articulagdo sinovial bilateral composta por um céndilo
mandibular e sua correspondente cavidade temporal (fossa glendide e eminéncia
articular), com a presencga de um disco articular (Murphy et al., 2013). A articulagao
temporomandibular (ATM) € uma das mais utilizadas no corpo humano, sendo
considerada uma estrutura anatémica complexa, que com a participagdo de grupos
musculares especiais, possibilita a mandibula executar variados movimentos
durante a mastigacao e fala (Amantéa et al., 2004; Nunes & Maciel, 2005; Ingawalé
& Goswami, 2009).

As DTMs sd&o um conjunto de desordens musculoesqueléticas e
neuromusculares que afetam a articulagdo temporomandibular (ATM) e tecidos
circundantes, caracterizadas por limitagdo dos movimentos articulares, dor e ruido
articular ( Leeuw et al, 2013). A Disfungao Temporomandibular (DTM) constitui em
uma condicdo na qual ha uma desarmonia no sistema estomatognatico, podendo
ocorrer envolvimento e prejuizo nos musculos mastigatérios, na ATM propriamente
dita, ou em ambos (Okeson, 1997; Quinto, 2000; Vazquez-Delgado et al., 2004;
Leeuw, 2010). Na regiao orofacial, correspondem a condi¢gdo de dor cronica de
maior prevaléncia, e parecem ser até duas vezes mais comuns em mulheres que em
homens (Leeuw, 2010) e esses dados sugerem que os hormdnios sexuais atuam
modulando a dor na ATM.

A dor é um dos sinais classicos de processo inflamatério apresentando como
denominador comum a sensibilizacdo dos receptores nociceptivos aferentes
primarios decorrentes de estimulos inflamatérios ou lesdes teciduais. Em particular,
a dor da ATM é resultado de episddios inflamatérios envolvendo mediadores
inflamatérios como TNF-a, IL-1B e aminas simpatomiméticas (Kopp, 2001;
Rodrigues et al., 2006) que estao presentes em altos niveis no fluido sinovial dos
pacientes com DTM (Kopp, 2001).
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2.2. Dor

A dor é definida pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com
uma lesao tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao”. A sensacao
dolorosa tem papel fisioldgico e funciona como um sinal de alerta para percep¢ao de
algo que estd ameacando a integridade fisica (IASP). A dor € um dos sinais
classicos de processo inflamatorio apresentando como denominador comum a
sensibilizacdo dos receptores nociceptivos aferentes primarios. Decorrente de
estimulos inflamatérios ou lesdes teciduais, a liberagdo de citocinas e quimiocinas
pré e antiinflamatérias desencadeiam a liberacdo de prostandides e aminas
simpatomiméticas que por sua vez atuam diretamente nos nociceptores causando a
hipernocicepg¢do, resultado da redugdo do limiar de excitabilidade devido a
modulagdo de canais de sddio voltagem-dependentes (Khasar et al. 1999, Verri et
al, 2006). Nos seres humanos, esta sensibilizacdo do nociceptor geralmente leva a
condigbes clinicas conhecidas como hiperalgesia (uma resposta aumentada a um
estimulo que normalmente € doloroso) ou alodinia (dor devida a um estimulo que

normalmente n&o provoca dor) (IASP).

2.3. Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs)
Receptores nucleares sao fatores de transcricao ligantes dependentes que
regulam uma série de genes relacionados ao controle de crescimento celular,
diferenciagao celular, e homeostasia (Ricote et al., 1999). Os receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo um tipo de receptores nucleares,
que regulam a expressdao do gene-alvo pela ligacdo a especificos elementos
responsivos aos proliferadores de peroxissoma (PPREs) situados em sitios
regulatorios de cada gene (Wahli et al., 1995). O receptor liga-se ao PPRE como um
heterodimero, juntamente com um fator protéico adicional, o receptor do acido 9-cis
retindico (RXR); e ao ser estimulado por agdo de agonistas, a conformagao do
PPAR é alterada e estabilizada, criando um sitio de ligagdo, com posterior
recrutamento de coativadores transcricionais, resultando em aumento na transcricao
génica (Tavares et al.,2007). Sdo conhecido trés subtipos de PPAR: a, y e d, que
estdo dispostos em diferentes tecidos e estdo relacionados com ligantes seletivos e

principalmente envolvidos na regulagdo do metabolismo dos lipidios, proliferagao
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celular e resposta inflamatéria (Gill et al.,2013). O receptor PPAR-a, é
predominantemente expresso em células do figado, rins, intestino e tecido adiposo e
estdo relacionados com o aumento da liberacdo de enzimas associadas com a
oxidacéo de acidos graxos e o metabolismo de lipoproteinas. PPAR-0 € expressa na
grande maioria das ceélulas, mas nenhum papel especifico foi descrito para esta
isoforma. Em contrapartida, o receptor PPAR-y vem se destacando pois, além de
estar presente em células do tecido adiposo e estar sendo relacionado com
aspectos criticos da diferenciacdo de adipocitos e metabolismo da glicose,
recentemente foi observado que ele também é expresso em células como mondécitos
e macréfagos ativados, tendo varias fungbes atribuidas para o PPAR-y em
macrofagos, mas o verdadeiro papel deste fator de transcricdo permanece obscuro
(Chawla et al., 2001; Ricote et al., 1999).

2.4. Agonista de PPAR

Os ativadores PPAR inibem a ativacdo de genes de resposta inflamatéria por
interferir negativamente nas vias de sinalizacdo, e exercem essas atividades
antiinflamatorias em células como mondécitos-macrofagos, endoteliais, epiteliais e
musculares lisas em que o receptor € expresso (Gill et al.,2013). Foi relatado que o
agonista sintético de PPAR-gamma, rosiglitazona, atenua a alodinia tactil através do
controle da ativagao dos macréfagos na fase precoce (aguda) da dor neuropatica
induzida pela ligagcédo parcial do nervo ciatico. Além disso, a rosiglitazona reduziu a
hiperalgesia aguda, por meio de uma mudancga de fenotipagem de macréfagos nos
locais de injuria em dor pos-incisional (Hasegawa-Moriyama et al., 2012). Apesar da
sua acao periférica, estudos vém demonstrando sua participacdo na regulacdo do
sistema nervoso central. A sinalizagdo dos receptores PPAR-y promoveu uma
atividade neuroprotetora e resultou numa melhora neurolégica apds isquemia
cerebral e lesdo medular, alterando genes de indugdo inflamatéria em
macréfagos/microglias. Recentemente, foi relatado que a ativagdo do PPAR-y
exerce efeitos analgésicos, através da regulagao da ativacdo de macrofagos em um
modelo pds-incisional em rato (Hasegawa-Moriyama et al., 2013). Tais resultados
suportam a hipotese de que as respostas neuroinflamatérias podem ser controladas
e/ou moduladas através da ativacdo da sinalizagdo PPAR-y nos macréfagos durante
o desenvolvimento da dor neuropatica. Sendo assim, os dados indicam um papel
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modulatério para o receptor no controle da resposta inflamatéria (Bocher et al., 2002;
Hasegawa-Moriyama et al., 2012,2013).
2.5. Receptores opioides:

Dor cronica e aguda sao frequentemente associadas com processo
inflamatdrio, como resultado da destruicao tecidual, reacdes imunes atipicas ou por
lesdo neuronal. Dentro do contexto de sensibilizagao periférica, neurdnios aferentes
primarios transduzem sinais mecanicos, quimicos e térmicos e convertem-nos em
potenciais de acido. Neste sentido, a classe dos opidides sdo as drogas mais usadas
para tratamento de condi¢gdes dolorosas agudas e cronicas (Stein et al., 2003). Ja se
sabe que os receptores opidides sdo membros da familia de sete receptores
transmembranares de proteina G acoplado a receptores (GPCR). Uma vez ativados
pelos seus ligantes, a proteina G dissocia-se nas subunidades Ga e GB/y
subunidades que ativam varios efetores, incluindo a inibicdo da produ¢ao de cAMP
ou interagindo diretamente com diferentes canais idnicos na membrana (Stein et al.,
2011). Atualmente sao identificados trés tipos de receptores opidides: mu (u), kappa
(x) e delta (8). Todos os trés tipos modulam a inibicao da dor e sdo encontrados em
todo o sistema nervoso, em neurbnios somaticos e sensitivos, em projegcbes da
medula espinhal, no mesencéfalo e cortex (Kieffer et al., 2002). Porém todos os trés
tipos de receptores opidides induzem a hiperpolarizagdo da membrana como
resultado do aumento da atividade de canais de potassio (Stein et al., 2003).
Corroborando com estes efeitos nos canais de potassio, foi visto que os opidides
atenuam a excitabilidade de nociceptores, consequentemente a propagacédo de
potenciais de acao e a liberagdo de neuropeptidios pré-inflamatoérios, tendo a soma
de todos esses mecanismos um efeito analgésico e anti-inflamatério (Stein et al.,
2001).

2.6. Peptideos opidides endégenos

Trés familias de peptideos opidides enddégenos sdao bem estabelecidas:
endorfina, encefalina e dinorfina. Cada familia é derivada de distintos precursores:
pré-opiomelanocortina (POMC), pré-encefalina (PENK), pro-dinorfina. Além disso,
cada opidide peptideo apresenta diferente afinidade e selectividade para cada um
dos receptores (Machelska et al., 2007; Akil et al., 1998). Em condi¢cdes dolorosas
relacionadas a inflamacdo, POMC, PENK e pré-dinorfina foram encontradas em

células circulantes e linfonodos. Em tecidos injuriados, esses peptideos foram mais
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liberados por linfocitos, mondcitos e macréfagos. Particularmente, opidides
peptideos endogenos estdo presentes em migragdes leucocitarias nos tecidos
inflamados, sendo esta populagdo celular composta de granulécitos,
mondcitos/macréfago e linfécitos (Stein et al.,, 2011). Além disso, estas células
leucocitarias apresentam granulos de secregdo contendo endorfina, disposta na
periferia da célula, pronta para serem liberadas (Mousa et al., 2004). Sendo assim, é
dito que a poténcia do efeito intrinseco inibitério da dor é proporcional ao numero de
imundcitos que produzem opidides (Stein et al., 1993; Schafer et al., 1994). Portanto,
a ativacao de receptores opidides pelos peptideos opidides enddgenos ou exdgenos
sintéticos vem demonstrando capacidade para modular a proliferacdo de células
imunoldgicas, quimiotaxia, citotoxicidade, e sintese e liberacdo de citocinas e

quimiocinas (Stein et al., 2011).

2.7. 15-deoxyA-'*>'*-prostaglandina (15d-PGJ2)

A 15-deoxyA-'*"*-prostaglandina (15-D-PGJ2), ¢ uma prostaglandina
ciclopentenona (PG) que é formada apds a desidratagcao e a isomerizagao da PGJ,
(um metabdlito da PGD,) que apresenta uma maior reatividade e potencial bioldgico
em muitos sistemas celulares (Milne GL et al.,, 2011). A 15d-PGJ, € uns dos
produtos finais da cascata do acido araquidénico. Esta cascata é uma via metabdlica
do corpo humano que sintetiza uma grande variedade de mediadores quimicos. Sua
sintese inicia-se quando, por algum estimulo, seja fisioldgico, farmacolégico ou até
patolégico, a Fosfolipase A2, presente na membrana celular, hidrolisa os
fosfolipidios da membrana, liberando o acido araquidbnico. Livre, ele pode ser
substrato para duas vias enzimaticas, a da cicloxigenase e a lipoxigenase. O acido
araquidénico é convertido em prostaglandina G2, pela via da cicloxigenase, e
posteriormente em prostaglandina D2, que por um processo de desidratagao
converte-se em 15d-PGJ2 (Surh et al. 2011).

A ciclooxigenase tipo 2 (COX-2) desempenha um papel na produgcdo de
prostaglandinas pré-inflamatérias, estabelecendo assim a instalagdo de um processo
de inflamagdo aguda. No entanto, diversas linhas de estudos sugerem que a
inducdo de COX-2, também contribui para o processo resolutivo da inflamacéao
através da producgédo da 15d-PGJ,, uma prostaglandina amplamente relacionada a
processos resolutivos, como em modelos de pancreatite, artrite reumatoide, modelos

de lesdes endoteliais e vascular, inflamacado (Surh et al. 2011). Este lipidio
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eletrofilico pode ligar-se diretamente a algumas proteinas e mudar a sua estrutura e
funcdo. Tem sido demonstrado que esta ligagdo provoca respostas biolodgicas
importantes, incluindo a protegao contra lesées/agentes inflamatoérios, bem como em
reagoes de stress oxidativo (Oh JY et al., 2008).

Algumas dessas atividades estdo associadas com a observagdo de que este

composto (15d-PGJ,) ativa os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(Schoonjans et al.,, 1997; Ricote et al., 1998 ). A 15d-PGJ, difere de outras
prostaglandinas, tanto na sua composi¢cdo quimica, como em sua atividade biologica
(Surh et al., 2011). Embora uma das principais prostaglandinas formadas pela COX-
2, 15d-PGJ; tem efeitos anti-inflamatdrios, anti-proliferativas e citoprotectores. Foi
visto que, a 15d-PGJ;, é produzida em abundéancia em locais de inflamacao, e o seu
potencial protetor de células e tecidos a partir de inflamagao aguda, especialmente
por facilitar a resolugdo da inflamagao, tem sido sugerido (Scher JU et al., 2005;
Straus DS et al., 2001).
Neste sentido, os ligantes do PPAR, tais como a 15d-PGJ,; — um dos derivados do
metabolismo da prostaglandina D2 e ligante natural para PPAR-y (Schoonjans et al.,
1997; Ricote et al., 1998) — vem representando uma promissora estratégia
terapéutica para doengas inflamatérias (Chima et al., 2008; Cuzzocrea et al., 2003;
Kaplan et al., 2005; Napimoga et al., 2008a, 2008b; Shan et al., 2004),
especialmente aquelas que induzem dor inflamatéria (Pena-dos-Santos et al., 2009;
Quinteiro et al., 2012) e danos neurais (Hyong et al., 2008; McTigue et al., 2007;
Park et al., 2007; Pereira et al., 2006; Sundararajan et al., 2005; Tureyen et al.,
2007; Zhao et al., 2005).

Tem sido demonstrado que a variagao de niveis de 15d-PGJ; esta associado
com processos inflamatérios, sugerindo que este receptor desempenha um papel
importante na modulagdo da reagao inflamatéria. Diversos estudos tem confirmado
que a ativacdo de receptores PPAR-y pela 15d-PGJ,, produz efeitos
antiinflamatérios como a inibicdo da expressdao de varios genes de resposta
inflamatoéria em macréfagos ativados, incluindo os genes que codificam o TNF-q,
gelatinase B, e ciclo-oxigenase (COX-2). Corroborando com estes resultados,
inumeros tratamentos in vivo com agonistas de receptor PPAR-y foram relatados por
atenuar modelos doencgas inflamatorias, como a colite em camundongos e a artrite
induzida por adjuvante em ratos (Napimoga et al., 2007; Jiang et al, 1998;. Ricote et
al., 1998).
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2.8. Potencial efeito anti-inflamatoério e analgésico da 15d-PGJ,

Foi estabelecido que 15d-PGJ,; promove analgesia periférica na pata de ratos
pela estimulagao da liberagdao de opidides enddgenos (Napimoga et al., 2008b). O
efeito antinociceptivo da 15d-PGJ; na resposta nociceptiva induzida por formalina na
ATM de ratos, parece envolver um efeito periférico de opidides, visto que o seu
efeito antinociceptivo foi bloqueado pela inje¢do intra-articular na ATM de naloxona,
um antagonista nao seletivo de receptores de opidides (Napimoga et al., 2008b). Foi
demonstrado que a 15d-PGJ, tem potencial antinociceptivo periférico e efeito anti-
inflamatoério na ATM, através da ativagdo de receptores PPAR-y, e co-ativagao
receptores opiodides, em especifico k e 6 opidides (Pena-dos-Santos et al., 2009).

Similar aos opiodides periféricos, o mecanismo antinociceptivo de 15d-PGJ,
envolve a ativagdo da via da L-arginina/NO/cGMP/PKG. Esta conclusédo é
sustentada pela observagdo de que a analgesia periférica da 15d-PGJ; foi inibida
pelo uso de bloqueadores especificos para NOS, GMPc e PKG. Esta atividade
analgésica ocorre pela abertura de canais de K'atp-dependentes, que se baseia na
observagdo de que o efeito analgésico da 15d-PGJ, é inibida pelo uso de
glibenclamida, um bloqueador de canais de K'atp -dependentes (Pena-dos-Santos et
al., 2009).

E bem estabelecido na literatura que a ativacdo de receptores opidides em
neurbnios nociceptivos primarios ativam vias de sinalizagao celular, tais como a via
do NO-GMPc (Ferreira el al., 1991; Amarante et al., 2002; Leanez et al., 2009;
Clemente-Napimoga et al.,, 2009). Além do mais, mais recentemente tem sido
demonstrado que o efeito antinociceptivo periférico da morfina (ligante de receptor
opidides) € mediado pela fosforilagdo das enzimas PI3K/AKT, que por sua vez, ativa
a oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e consequente produgédo de 6xido nitrico
(NO), o qual aumenta as correntes dos canais de K+ATP resultando em uma
hiperpolarizagdo dos neurdnios nociceptivos. Entre a familia de enzimas PI3K, PI3K
y é ativada pelas subunidades By de receptores acoplados a proteina G, incluindo os
receptores de opidides (Stephens L, et al. 1994). Dessa forma, foi demonstrado que
0 aumento nos niveis de NO pelos neurdnios da raiz do ganglio dorsal foi bloqueada
pela administracdo de bloqueador ndo seletivo para PI3K e AKT (Cunha et al.,
2010). Outro trabalho demonstrou que a ativagao de receptores kappa opidides por
agonistas sintéticos seletivos (U50488) inibiu a hiperalgesia inflamatéria pela

ativacdo da via da PI3K/Proteinoquinase B (AKT) e consequente ativacao da via
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intracelular antinociceptiva da NO/cGMP/ K*atp, inibindo a transmiss&o sinaptica

através da hiperpolarizagdo da membrana neural (Cunha et al.,2012).

2.9. Proteinoquinase dependente de Ca**/calmodulina (CaMKII)

Em estudo recente foi demonstrado que o efeito antinociceptivo dos agonistas
especificos para os receptores « e 6 opidides na ATM dependem da ativagéo da via
PI3K/AKT para desencadear o efeito analgésico. Contudo, apesar do efeito
antinociceptivo da 15d-PGJ, ser mediado pelos receptores « e & opidides seguido da
ativagado da via intracelular NO/cGMP/ K*atp Nnos neurdnios nociceptivos primarios,
este mecanismo é independente da via PISK/AKT (Macedo et al., 2016). Estes
resultados sugerem que as vias pelas quais os opidides enddgenos e opiodides
sintéticos, ainda que ativem semelhantes receptores, agem e respondem de forma
diferentes. Neste sentido, tem sido demonstrado que os receptores opidides podem
também estimular a produgédo de NO pelos neurénios nociceptivos primarios através
da ativacdo da NO-sintase pela proteinoquinase dependente de Ca?*/calmodulina. O
oxido nitrico (NO) sintetizado a partir do éxido nitrico sintase (nNOS) tem varios
efeitos fisioldgicos, em grande parte associado a regulagdo da guanilato ciclase
soltvel, levando a producdo de GMPc (Bredt et al., 1994). Os CaMKs [Ca®*/CAM
(quinases dependentes de calmodulina)] desempenham papéis criticos na
transdugao de processamento por aumentar a Ca®* intracelular (Takata et al., 2011).
Entre eles, CaMKs multifuncionais, tais como CaMKIl e membros da cascata de
CaMK, estdo presentes na maioria dos tecidos de mamiferos, mas sao
particularmente abundantes no cérebro, onde fosforilam e regulam numerosos
substratos proteicos (Wayman et al., 2008). Desta forma, foi demonstrado que os
receptores opidides também podem estimular a produgdo de NO pelos neurdnios
nociceptivos primarios a partir da ativagdo de o6xido nitrico sintase por Ca®'/
dependente de calmodulina proteina quinase (CaMK), que catalisam a formagéo de
NO e L-citrulina a partir de L-arginina (Takata et al., 2011). Além disso, foi visto que
a ativacdo de receptores k-opidides aumentam significativamente os niveis de
imunoreativade da Ca?*/CaMKI| fosforilada em amigdalas de rato (Yoshizawa K. et
al., 2011),
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2.10. Polarizacao fenotipica em macrofagos residentes

Outro aspecto a ser considerado € a presenga do PPAR-y nos macréfagos
residentes no tecido periarticular (Macedo et al., 2016). A literatura tem demonstrado
que macrofagos ativados apresentam uma expressao significativa de PPAR-y
(Chawla et al., 2001). Além do mais, um estudo recente demonstrou que a ativagéo
do PPARy por agonistas promove uma mudanga fenotipica da infiltragcdo de
macrofagos M1 (macrofagos que aumentam a atividade microbicida e mediadores
pronociceptivos) para M2 (macréfagos que tem fungbes homeostaticas) em tecidos
inflamados, aumentando a expressdo génica do opidide enddégeno procencefalina
através de uma via hemoxigenase dependente (Hasegawa-Moriyama et al., 2013).

Os macrofagos podem adquirir distintos fendtipos, que dependem do
microambiente em que essas células se encontram. Ha dois fendtipos bem
estabelecidos na literatura: os macrofagos classicamente ativados (M1), que
sintetizam altos niveis de mediadores toxicos, associados com o aumento da
atividade microbicida e mediadores pro-nociceptivos, como a o6xido nitrico sintase
(INOS); e os macréfagos alternativamente ativados (M2), de carater resolutivo,
representada por fungcbes homeostaticas relacionadas a reparacdo tecidual e
cicatrizagédo. O balango entre esses dois fendtipos € tem papel crucial na regulagéo
da inflamagao nos tecidos periféricos (Hasegawa-Moriyama et al., 2013). Durante o
periodo de cicatrizacdo das lesdes, macrofagos M2 sofrem uma transigcdo de
fenotipagem, de pré-inflamatérios para aos fendtipos resolutivos, que é importante
para a regulacdo da angiogénese, formacdo de tecido de granulagdo e de
encerramento de feridas (Mirza et al., 2015). Na auséncia de sinalizagédo do PPAR-
gama, macrofagos nao suprimiram a producdo de citocinas inflamatérias e nao
adquiriram atividade metabdlica oxidativa associada com o fendtipo M2. De fato, a
ativacdo de PPAR-gamma potencia polarizagdo de mondcitos circulantes para
macrofagos do fenétipo M2 (Bouhlel MA, et al., 2007).

2.11. Heme-oxigenase (HO-1)

A heme-oxigenase (HO-1) é uma enzima limitante da velocidade microssomal
que catalisa a degradacéo da heme (Maines et al., 2000). HO-1, uma proteina de
stress-induzivel, sendo induzida por varios sinais oxidativos e inflamatérios. Por
conseguinte, a expressdao de HO-1 foi considerada como uma resposta celular

adaptativa contra resposta inflamatéria e lesdo oxidativa (Naito et al., 2014). Além
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disso, foi relacionada como um gene alvo de PPAR em células vasculares (Kronke G
et al., 2007), e também esta implicada como um mediador chave para a polarizagéo
de macrofagos para um fendtipo M2 (Weis N et al., 2009). Sendo assim, esses
relatos sugerem que a sinalizagdo/ativacdo do PPAR regula a polarizagdo de
macrofagos para o fendtipo M2 atravées de um mecanismo de HO-1-dependente

(Hasegawa-Moriyama et al., 2013).
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3. Proposicao

O presente estudo teve como objetivo avaliar a alteragdo fenotipica de de
macrofagos em animais tratados com a 15d-PGJ,, assim como a participagao da
proteinoquinase dependente de Ca*?/calmodulina (CaMKII) no efeito antinociceptivo

da 15d-PGJ,; mediado pelos receptores PPARYy.

3.1. Objetivos Especificos

3.1.1. Confirmar a presenca do PPARy em macrofagos da ATM de ratos e
quantificar o fator de transcricdo do PPARy ativado em animais com injuria
inflamatdria induzida por carragenina e tratados com o agonista do PPARYy, 15d-
PGJ,;

3.1.2. Avaliar as mudancgas fenotipicas dos macréfagos de M1 para M2 no
tecido periarticular inflamado e tratado com o agonista do PPARYy, 15d-PGJy;

3.1.3. Avaliar se a alteragdo fenotipica em macréfagos é mediado pela via
heme-oxigenase (HO-1);

3.1.4. Avaliacdo da liberacdo da CaMKIl no tecido periariticular inflamado
tratado com o agonista do PPARYy, 15d-PGJy;
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Para a realizagao deste trabalho foram utilizados ratos machos Wistar (+
150g, n=8 animais por grupo) provenientes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacéo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério) e mantidos
no Biotério da FOP - UNICAMP. O delineamento dos grupos experimentais foi feito
adotando-se: valor critico para grau de confianca de 95% (1,96); desvio maximo
0,2236 (22,36%), baseado no estudo anterior da literatura e experimentos
preliminares; erro padrao minimo que se deseja encontrar de £5% da média (50%);
e nivel de significancia de p<0,05. Segue o célculo: n =1+ [2C x (s/d)2]n=1+[2 X
10,51 x (0,2236/0,5)"2] n = 1 + [21,02 x (0,4472)"2] n =1 +[21,02x 0,2l n =1 +
4,204 n = 5,204 Sendo que o n deve ser arredondado para o préximo numero inteiro.
Ou seja, n = 6 animais. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por
gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos
claro/escuro de 12 h) e temperatura (23°C +/- 1°C) com alimentagao e agua, ad
libitum. Os procedimentos experimentais propostos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEUA
#3414-1) e esta de acordo com as diretrizes determinadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Associagao Internacional

para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes (Zimmermann, 1983).

4.2 Drogas

Foi utilizado: carragenina (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA ), diluida em
0,9% NaCl aquecida a 60°C, na dose de 100 pg/15ul; 15d-PGJ, foi obtida de
Calbiochem (San Diego, CA, USA) diluidas em 0,9% NaCl na dose de 100 ng/15ul;
tioglicolato 3% (DIFCO Laboratories Detroit, MI, USA) e diluido em 0,9% NaCl na

concentracao de 1%.

4.3 Injecao intra-articular na ATM

Os animais foram anestesiados brevemente por 30 segundos, através da
inalacao de isoflurano. Em seguida uma agulha calibre 30G, acoplada e uma seringa
Hamilton (50 pl) por meio de uma canula de polietileno P20, foi introduzida na ATM.
O ponto de referéncia para a injegao intra-articular foi a borda do arco zigomatico na
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regidao postero-lateral do condilo. Os animais retornaram a consciéncia

aproximadamente 30 segundos apos o término da inalagdo do anestésico.

Figura 1. Animal sob efeito de anestesia inalatéria durante injegéo intra-articular na
ATM.

4.4 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizados 4 grupos
experimentais:
Grupo 1: Injecao intra-articular de carragenina 100 ug/ATM (Pena-dos-Santos et al.,
2009) e uma hora depois os animais foram mortos por anestesia e amostras do
tecido periarticular foram removidas.
Grupo 2: Injecgao intra-articular de 15d-PGJ, 100 ng/ATM (Pena-dos-Santos et al.,
2009) 15 minutos antes da injegao intra-articular de carragenina 100 ug/ATM, e uma
hora depois os animais foram mortos por anestesia e amostras do tecido
periarticular foram removidas.
Grupo 3: Os animais foram pré-tratados com um recrutador de macréfagos
(Tioglicolato 1 %/ATM/dia) durante 3 dias. Apds este periodo, os animais receberam
uma injecao intra-articular de carragenina 100 pg/ATM (Pena-dos-Santos et al.,
2009) e uma hora depois os animais foram mortos por anestesia e amostras do

tecido periarticular foram removidas.
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Grupo 4: Os animais foram pré-tratados com um recrutador de macrofagos
(Tioglicolato 1%/ATM/dia) durante 3 dias. Apds este periodo, os animais receberam
uma injecao intra-articular de 15d-PGJ, 100 ng/ATM 15 minutos antes da injegao
intra-articular de carragenina 100 ug/ATM e uma hora depois os animais foram

mortos por anestesia e amostras do tecido periarticular foram removidas.

Grupo 1: carragenina (n=8)

| | (tempo)
0 60min
Injecdo na ATM de Coleta do tecido
Carragenina periarticular

100ug/15ul

Grupo 2: 15d-PGlJ, + carragenina (n=8)

‘ (tempo)

0 15min 75min
Injecdo na ATM  Injecdo na ATM Coleta do tecido

de 15d-PGJ, de carragenina periarticular
100ng/15ul 100ug/15ul
Grupo 3: tioglicolato + carragenina (n=8)
| | | | |
| | | | | {tempo)
Dial Dia2 Dia3 0 60min
) Y : Injecdo na ATM Coleta do tecido
Tioglicolato 1%/ATM de carragenina periaticular

100ug/15ul

Grupo 4: tioglicolato+ 15d-PGJ, + carragenina (n=8)

‘ ‘ ‘ (tempao)

Dial Dia2 Dia3 0 15min 75min
! Injecdo na ATM  Injecdo na ATM Coleta do tecido
Tioglicolato 1%/ATM de 15d-PGJ, de carragenina periaticular
100ng/15ul 100ug/15ul

Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental.

4.5 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.5.1 Para as analises utilizando os métodos Western Blot e ELISA: os animais
foram mortos por aprofundamento de anestesia e deslocamento cervical, e os
tecidos periarticulares de ambas as ATM foram removidas, sendo duas ATM
compondo uma unica amostra, e armazenado a -80°C. Assim, para estas analises

foram utilizados 4 animais por grupo. Posteriormente os tecidos foram
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homogeneizados em solugdo Tampao Fosfato Salina (PBS) contendo 0,4M de NaCl,
0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA), 0,1mM de fenil-metil-
sulfonil fluoreto, 0,1mM de cloreto de benzotonico, 10mM de EDTA e 20Kl/ml de
aprotinina (Sigma, USA). Apds a homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas
(10.000 RPM/ 10 min/ 4°C). O total de proteinas extraidas foi avaliado utilizando o kit
colorimétrico para dosagem proteica BCA (Thermo Scientifi) e o sobrenadante

estocado a -20°C para analises posteriores.

Figura 3. Remocgao do tecido periarticular

4.5.2. Para realizacao das analises utilizando o método de imunohistoquimica:
os animais foram anestesiados e perfundidos com uma solucao salina heparinizada
(200 ml) seguida de uma solugao de paraformaldeido 4% em PBS, pH 7.4 (Sigma-
Aldrich). O tecido periarticular esquerdo de 4 animais foi removido e

cuidadosamente emblocados em parafina, mantendo sua posicao original.

4.6 ELISA

Para esta analise foram usadas as amostras ja homogeinizadas para avaliar a
liberagao do fator de transcrigao ativados do PPARYy (TransAM PPARYy - Active Motif
Europe, Rixensart, Belgium). Este kit € composto por pogos ja sensibilizados,

portanto iniciamos adicionando 40 pl de Complete Binding Buffer em todos os pogos
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que foram usados. Em seguida foi adicionado 10 pl das amostras em seus
respectivos pogos. No poco correspondente ao blank foi adicionado 10 pl de
Complete Lysis Buffer, e no pogo do controle positivo foi adicionado 10 ul de padréao

diluido em Complete Lysis Buffer, seguida por 1 hora de incubagao em temperatura

ambiente sob agitacdo (100rpm). Os pogos foram entdo lavados com 200 ul por 3
vezes com 1x Wash Buffer. Feita as lavagens, foi pipetado 100ul do anticorpo
primario do PPARy (1:1000) e incubado por 1 hora sem agitagcdo, seguida de 3
lavagens com tamp&o. Posteriormente foi adicionado 100 pl de anti-mouse HRP-
conjugado (1:1000) como anticorpo secundario, e incubado por 1 hora sem agitagao.
Lavar os pogos 4 vezes com tampao e adicionar 100 pl de reagente colorimétrico,
Developing Solution, e incubar por 10 minutos, na auséncia de luz. Em seguida a
reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 100 ul Stop Solution, e na
presenca deste acido a coloragao azulada torna-se amarelada. Imediatamente apds

a as absorbancias foram determinadas em 450 nm.

4.6 Western Blot

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 10% e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
incubadas “overnight” a 4°C com tampao de bloqueio [PBS 5% (p/v) de leite
desnatado e 0,1% Tween 20]. As membranas foram lavadas trés vezes com PBS
0,1% Tween 20. Em seguida foram incubadas em solugdo de PBS contendo 5% de
leite desnatado e 0,1% Tween 20 contendo anticorpo primario rabbit polyclonal Anti-
Phospho-CaMKIl (Bioss), para detecgdo da expressdao da proteinoquinase
Ca/Calmodulina,. Apdés a lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado HRP especifico (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e
novamente lavadas. As membranas foram entdo reveladas com kit de
quimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia Biotech, Little Chalfont, U.K.)
como descrito no manual de instrugdes e exposto ao filme radiografico (Kodak).Para
confirmacgédo da uniformidade das proteinas, as membranas receberam stripping e
foram bloqueadas "overnight" a 4°C, e entdo foram incubadas por 2 horas com
mouse monoclonal Alfa-Tubulina (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), seguida de
incubag&o por 1hora com anticorpo secundario conjugado HRP especifico (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA, USA). O software Image J foi utilizado para

mensuracao das bandas por densidade odtica.

4.7 Imunohistoquimica

As amostras foram emblocadas em parafina e os cortes histoldgicos foram
seriados e longitudinalmente, com 4 ym de espessura. Os cortes histologicos foram
desparafinados e processados para a recuperagao de antigeno com 10 mM de
tampao de citrato, pH 6,0. Depois disso, os cortes foram imersas em 0,3 % de
peréxido de hidrogénio em metanol e incubados com anticorpos primarios. Os
anticorpos usados eram especificos para: marcador especifico para M1 (iNOS —
Abcam) , na diluicdo de 1:50, por 2 horas; marcador especifico para M2 (CD206 —
Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de 1:50, overninght; e HO-1 (Santa Cruz
Biotechnoloy), na diluicdo de 1:200, por 1 hora. Anticorpo secundario ligado a
peroxidase (Peroxidase Kit Envision, Dako Corp., Carpinteria, CA) e tetracloridrato
de diaminobenzidina (DAB) foram usados para detectar a ligagao especifica. As
seccgdes foram contrastadas com hematoxilina. Fotomicrografia Digital foram obtidos
com um microscopio Zeiss Axioskop 2 plus equipado com AxioCam camera digital e
software de aplicagdo Axiovision (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha).

Fazendo uso de um microscépio optico (Zeiss Axioskop 2), dois
examinadores interpretaram as reag¢des imunohistoquimicas para macréfago tipo M1
(NOS-2), macrofagos tipo M2 (CD206) e HO-1. Os cortes histolégicos foram
avaliados qualitativamente e semi-quantitativamente. A marcacido nuclear foi
considerada positiva ao marcador (Figura 2). A avaliagdo da expressdo dos
marcadores descritos foi realizada de acordo com a porcentagem de células
positivamente marcadas considerando a pontuagdo de 0 a 3 (0 = negativo; 1 =
menos de 25 %; 2 = entre 25 a 50 %; 3 = mais de 50% das células positivamente

marcadas).

4.8 Analises dos dados

Os dados foram avaliados utilizando-se andlise de variancia a um critério de
avaliacao (One-Way ANOVA). As comparagdes multiplas foram feitas pelo teste de
Tukey. Para todos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em 5%. O
programa GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para a realizagdo dos calculos

estatisticos e confecgéo do graficos.
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5. Resultados

O recrutamento de macrofagos no tecido periarticular da ATM de ratos,
mediado pelo Tioglicolato, aumentou significativamente a liberagdo do fator de
transcrigdo ativado pelo PPAR-y no tecido periarticular de animais tratados com 15d-
PGJ, (Figura 4). Estes dados reforcam a hipdtese de que o PPAR-y no tecido
periarticular da ATM de ratos esta localizado nos macréfagos e quando ativados
pela 15d-PGJ,, libera o fator de transcrigdo ativado pelo PPAR-y promovendo efeito
analgésico mediado pela liberagdo de opidides endoégenos (Pena-dos-Santos et al.,
2009; Macedo et al., 2016).

Carragenina (100 png/ATM) .
0.25+ ' '

*

Fator de transcricdo ativado
pelo PPARy (OD 450nm)

PGJ; PGJ;
(100 ng/ATM) (100 ng/ATM)
I Tioglicolato I
(1%/ATM/dia)

Figura 4: A 15d-PGJ, induz ativacao de receptores PPAR-y em macréfagos na
ATM de ratos. O pré-tratamento com indutor de macrofagos, Tioglicolato
(1%/ATM/dia) durante 3 dias, aumentou significativamente a liberacdo do fator de
transcricéo ativado pelo PPAR-y nos animais tratados com 15d-PGJ, (100 ng/ATM). O
simbolo (*) indica liberagdo do fator de transcricdo ativado pelo PPAR-y
significativamente maior quando comparado ao grupo Carragenina (P<0,05: ANOVA,;
Teste de Tukey). O simbolo (**) indica liberagcdo do fator de transcricdo ativado pelo
PPAR-y significativamente maior quando comparado ao grupo Tioglicolato +
Carragenina (P<0,05: ANOVA; Teste de Tukey)
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A literatura sugere que a ativagao dos receptores PPARY por agonistas induz
uma polarizagdo dos macroéfagos do tipo M1 (macréfagos que aumentam a atividade
microbicida e mediadores pronociceptivos) para macrofagos do tipo M2 (macréfagos
que tem fun¢des homeostaticas) em tecidos inflamados (Hasegawa-Moriyama et al.,
2013) através de uma via hemoxigenase dependente, resultando em um aumento da
expressao @génica e liberagdo de opidides endogenos. As analises de
imunohistoquimica dos tecidos periarticulares da ATM de ratos confirmam esta
hipétese. Para comprovar esta hipbtese, foi demonstrado que esta mudanca é
dependente da via da HO-1 (Naito et al., 2014). Desta maneira, foi avaliado por
imunohistoquimica se a 15d-PGJ; induz mudanca fenotipica em macréfagos de M1

para M2, e se esta polarizacao de fenétipos € pela via da HO-1.

Em uma analise qualitativa os resultados demonstraram que o tratamento dos
animais com o recrutador de macrofagos Tioglicolato aumenta a expressdo de
macrofagos M1 na ATM de ratos e o tratamento com a 15d-PGJ, aumenta a
expressdo de macréfagos M2 associado positivamente com o aumento da

expressao da HO-1 (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados da Imunohistoquimica

Pontuacao
Marcad
NOS-2 CD 206
or HO-1
(M1) (M2)
G1 2-2 0-0 0-0
G2 2-2 1-1 0-1
G3 3-3 0-0 2-2
G4 3-3 3-1 3-3
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Figura 5. Avaliacao do efeito da 15d-PGJ2 na alteracao fenotipica de macréfagos
M1 para M2 através da via HO-1. G1 = Carragenina; G2 = 15d-PGJ2 + Carragenina;
G3 = Tioglicolato + Carragenina; G4 = Tioglicolato + 15d-PGJ2 + Carragenina.

CD206 (M2) H-1

S T TR ke

. J

Considerando que a analgesia induzida pela 15d-PGJ, na ATM esta
relacionada com a liberacdo de opidides endogenos que através dos seus
receptores localizados nos neurénios aferentes primarios ativam a via intracelular L-
Argenina/NO/cGMP (Pena-dos-Santos et al., 2009; Macedo et al., 2016), foi avaliado
a participacdo da proteinoquinase dependente de Ca®*/calmodulina (CaMKIl) neste
processo. Os resultados demonstraram que o efeito antinociceptivo da 15d-PGJ; é

independente da ativagdo da CaMKII (Figura 6).
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Figura 6: O efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, é independente da via de ativacao

CamK-Il. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos testados (P>0,05: ANOVA, Teste

de Tukey).
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6. Discussao

Este estudo demonstrou que o tratamento periférico com a 15d-PGJ; na ATM
de ratos induz uma alteragcdo fenotipica de macrofagos residentes do tipo
M1(macrofagos que aumentam a atividade microbicida e mediadores
pronociceptivos) para macréfagos do tipo M2 (macrofagos que tem fungdes

homeostaticas) dependente da HO-1, resultando em um efeito antinociceptivo.

A 15d-PGJ; tem demonstrado um potente efeito analgésico e anti-inflamatério
na ATM de ratos (Napimoga et al., 2008; Pena-dos-Santos et al., 2009; Quinteiro et
al., 2012; Quinteiro et al., 2014; Macedo et al., 2016). Os estudos suportam a
hipéteses de que o tratamento periférico com a 15d-PGJ,; na ATM de ratos é capaz
de inibir a sensibilizagdo da neurbnios nociceptivos primarios e consequente
propagacdo de estimulos nocivos, através da ativagdo neuronal da via L-
arginina/NO/cGMP (Pena-dos-Santos et al., 2009) e inibicdo da liberacdo de

mediadores da cascata inflamatéria (Quinteiro et al., 2012; Quinteiro et al., 2014).

O efeito periférico terapéutico da 15d-PGJ, é mediado pela ativacdo dos
receptores PPAR-y, « e 0- opidides (Pena-dos-Santos et al., 2009). Mais
especificamente, foi demonstrado que a 15d-PGJ; nao é ligante de receptores
opiodides, e sim ligante especifico de receptores PPAR-y localizados em células
inflamatadrias (particularmente macréfagos residentes) no tecido periarticular da ATM
(Macedo et al., 2016). Foi demonstrado que os receptores PPAR-y uma vez ativados
pela 15d-PGJ, na ATM, induz a liberagcdo de peptideos opidides enddégenos B-
endorfina e dinorfina, os quais ativam os receptores k e d- opidides nos neurbnios
nociceptivos primarios resultando em um efeito antinociceptivo (Macedo et al.,
2016).

Sabe-se que os receptors PPAR-y sdo fatores de transcricdo ligantes
dependentes que regulam a expressao do gene-alvo pela ligacdo a elementos
responsivos aos proliferadores de peroxissoma situados em sitios reguladores de
cada gene (Wahli et al, 1995), ou seja, quando ativados pela 15d-PGJ,, os
receptores PPAR-y formam um heterodimero com o receptor retindico X e esta
interacdo promove a liberagcao de fatores de transcricdo (Zingarelli e Cook, 2005).
Os resultados deste estudo demonstraram que a injegao intra-articular da 15d-PGJ2

na ATM de ratos promove o aumento do fator de transcricdo ativado pelo PPAR-y
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(Figura 4), o que reforca os estudos de analise comportamental onde foi
demonstrado que o efeito da 15d-PGJ, é dependente do PPAR-y (Pena-dos-Santos
et al., 2009; Quinteiro et al., 2012). Em acréscimo, os resultados demonstraram que
o recrutamento de macrofagos no tecido periarticular aumentou significativamente a

liberagdo do fator de transcrigdo ativado pelo PPAR-y (Figura 4).

Os macréfagos sdo componentes chaves da resposta imunitaria inata frente a
estimulos nocivos, pois sdo capazes de orquestrar tanto inducido do processo
inflamatorio quanto a resolugdo do mesmo. Os macrofagos podem ser divididos em
dois grupos: os classicamente ativados (M1), e os alternativamente ativados (M2) (S.
Gordon et al., 2003; Y. Naito et al. 2014). Os macrofagos tipo M1 sao caracterizados
por expressar elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias e outros mediadores
quimicos, enquanto que, os macrofagos tipo M2 apresentam fungdes na resolugao
do processo inflamatério ao promover a proliferagao celular, cicatrizagao de feridas e
liberagcdo de peptideos opidides enddégenos (Machelska et al., 2002, Y. Naito et al.
2014).

O PPARYy é altamente expresso em macrofagos, e sua expressdo induz
rapidamente a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos (Chinetti et al., 1998).
Tem sido demonstrado que na auséncia da expressdo do receptor PPARy, os
macrofagos ndo sao capazes de suprimir a produgado de citocinas inflamatérias ou
adquirir atividade metabdlica oxidativa, fortemente associada com o fenétipo M2. A
ativagdo de PPARy potencializa a polarizagdo de mondcitos circulantes para
macrofagos do fendétipo M2 (Bouhlel MA et al., 2007; Hasegawa-Moriyama et al.,
2014). Considerando que os macréfagos sdo a fonte de liberagdo de peptideos
opidides enddgenos envolvidos no efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, na ATM de
ratos (Macedo et al., 2016), foi proposto avaliar se o PPARYy localizado em
macréfagos quando ativado pela 15d-PGJ; resulta na alteragdo fenotifica de
macrofagos M1 para M2.

As imagens obtidas através da imunohistoquimica demonstraram marcagao
positiva para os macrofagos e o tratamento com a 15d-PGJ, aumenta a expressao
de macrofagos M2 (Figura 5). Estes dados suportam a hipotese de que o efeito
antinociceptivo periférico da 15d-PGJ, € mediado pelo PPARy localizado em

macrofagos residentes, o que resulta na liberagao de peptideos opidides endégenos,
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que por sua vez, ativam os receptores « e O- opidides nos neurdnios nociceptivos
primarios (Napimoga et al., 2008; Pena-dos-Santos et al., 2009; Macedo et al.,
2016).

A hemeoxigenase-1 (OH-1), identificada como um gene alvo dos receptores
PPARy em células vasculares (Kronke G et al., 2007), também esta relacionada
como um mediador chave na polarizagdo dos macréfagos, do fenétipo M1 para M2
(Bouhlel et al., 2007; Weis N e Weigert A et al., 2009; von Knethen A et al., 2011).
Os dados deste estudo demonstraram que o aumento da expressdo de macréfagos
M2 esta diretamente relacionado com o aumento da expressao da OH-1 em animais
tratados com a 15d-PGJ, (Figura 5). Estes dados corroboram a literatura onde é
relaciona-se o aumento da expressao de macréfagos M2 com a resolugdo de
modelos de indugao de dor e inflamagéo (Bouhle et al., 2007; Odegaard et al., 2007;
Godai et al., 2014; Zizzo G et al., 2015).

Pode-se concluir que os macrofagos tem apresentado ser o pivé central na
patogénese do processo inflamatério, sendo o balango entre seus fenétipos (M1 e
M2) o ponto chave que define a resolugcdo do processo inflamatério e o

restabelecimento da homeostasia nos tecidos.

Outro aspecto a ser abordado € a sinalizacdo dos receptores k e d- opidides,
localizados nos neurdnios nociceptivos primarios, para ativagdo da via intracelular
neuronal L-Arginina/NO/cGMP, envolvida no efeito antinociceptivo da 15d-PGJ; na
ATM de ratos. Sabe-se que a ativacdo de receptores opidides pode induzir o
aumento do NO em neurbnios aferentes primarios pela ativagdo da oxido-nitrico
sintase (SNO) mediado pela proteinoquinase dependente de Ca*¥Calmodulina, que
catalisa a formagéo de NO pela L-Arginina (Takata et al., 2011). Além disso, foi
demonstrado que a ativagao de receptores opidides aumentaram os niveis de
imunoreatividade da molécula de Ca*?/Calmodulina (CaMKII) fosforilada (Yoshizawa
K et al., 2011). Sendo assim, foi testada a hipotese de que a CaMKIl estaria
intermediando a ativagéo da via L-Arginina/NO/cGMP pelo receptores « e &- opidides
nos neurdnios nociceptivos primarios na ATM. Contrariando a hipétese, os
resultados demonstraram que ndo ha diferenca na expressao da CaMKIl entre os

grupos testados (Figura 6).
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A literatura tem demonstrado que a ativagao de receptores k-opidides estimulam a
ativagao da Proteinoquinsae dependente da ativagado de mitégeno P38 (p38-MAPK),
resultando no aumento dos niveis sNO, via Kinase acoplada a receptores ligados a
proteina G tipo 3 (GRK3) (Bruchas et al., 2006; 2010). Considerando o tratamento
periférico com a 15d-PGJ; na ATM resulta no aumento significativo da expresséo da
GRK3 (Macedo et al., 2016), € possivel hipotetizar que a GRK3 e a p38-MPK sejam
responsaveis pela ativagao da via neuronal L-Arginina/NO/cGMP pelo receptores k e
O- opidides nos neurdnios nociceptivos primarios na ATM. No entanto, mais
experimentos sdo necessarios para elucidar este mecanismo. Ha um interesse
particular em neurbnios aferentes primarios do ponto de vista terapéutico, porque
eles sao a inicio dos impulsos nociceptivos. Os estimulos inflamatdrios ou lesdes de
tecidos estimulam a liberacdo de uma cascata de citocinas caracteristicas, que
acabam por desencadear a liberagcdo de mediadores finais responsaveis pela dor
inflamatoria (Verri et al 2006). Desta forma, se forem encontradas mecanismos de
inibicdo da sensibilizacdo e / ou excitagdo destes neurdnios, eventos centrais
subsequentes, tal como sensibilizagdo e plasticidade, podem ser prevenidos (Stein
et al., 2011). Sendo assim, a 15d-PGJ, por todo seu mecanismo aqui exposto, pode
ser considerada uma promissora estratégia terapéutica para as condicoes

inflamatdérias da ATM.
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7. Conclusao

1. O efeito antinociceptivo periférico da 15d-PGJ,; na ATM é resultado da ativagéo

dos receptores PPARY localizados nos macréfagos residentes do tecido periaticular.

2. Os receptores PPARYy ativados pela 15d-PGJ, foram capazes de promover uma

alteracao fenotipica em macréfagos do tipo M1 para macréfagos M2.

3. A alteragcdo fenotipica induzida pela ativacdo dos receptores PPARYy ativados

pela15d-PGJ; é mediado pela ativagdo da via da heme-oxigenase (OH-1).

4. Foi demonstrado que o efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, € independete da
ativacdo da proteinoquinase dependente da Ca®*/calmodulina para sinalizacdo da
via intracelular do NO/cGMP/K” atp.
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