UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pos-Graduacao em Farmacia

Area de Toxicologia e Andlises Toxicologicas

Efeito do agonista PPAR LYSO-7 sobre a instalacdo e cicatrizacao de Ulceras

gastricas induzidas em camundongos

José Roberto Santin

Tese para obtencao do grau de
DOUTOR
Orientador:

Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky

Sao Paulo
2013



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisio de Biblioteca e
Documentacio do Conjunto das Quinucas da USP.

5335e

Santin. José Roberto

Efeito do agonista PPAR LYSO-7 sobre a instalacio e cicatrizacio
de nulceras gastricas induzidas em camundongos / José Roberto
Santin. -- Sdo Paulo, 2013

104p.

Tese (doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sio Paulo. Departamento de Analises Clinicas
e Toxicolégicas.

Orientador: Farsky. Sandra Helena Poliselli

1. Analise toxicolégica 2. Farmacologia I. T. II. Farsky,
Sandra Helena Polisell:, orientador.

615.907 CDD




Nome: SANTIN, José Roberto

Titulo: Efeito do agonista PPAR LYSO-7 sobre a instalagdo e cicatrizacdo de Ulceras

gastricas induzidas em camundongos

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo para

obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:




Dedico esta tese a minha amada esposa
Isabel Daufenback Machado

“‘De tudo, ao meu amor serei atento antes,
e com tal zelo, e sempre, e tanto que mesmo
em face do maior encanto dele se

encante mais meu pensamento”

Vinicius de Moraes



A minha orientadora Sandra Farsky, pessoa que admiro pela
competéncia e dedicacédo a pesquisa e ao ensino. E que no meio de
tantos projetos, artigos e experimentos, se transformou em

mais que uma professora, uma grande amiga.



A profa. Suely Lins Galdino (in memoriam),
colaboradora deste trabalho e mais que isto, uma pessoa
gue lutava pelo crescimento e fortalecimento da ciéncia

farmacéutica no Brasil. Muito obrigado por tudo.

“Um galo sozinho ndo tece uma manha: ele precisara sempre de outros galos. De
um que apanhe esse grito que ele e o lance a outro; de um outro galo que apanhe o
rito de um galo antes e o lance a outro; e de outros galos que com muitos outros
galos se cruzem os fios de sol de seus gritos de galo, para que a manha, desde uma
teia ténue, se va tecendo, entre todos os galos. E se encorpando em tela, entre
todos, se erguendo tenda, onde entrem todos, se entretendendo para todos, no toldo
(a2 manha) que plana livre de armagédo. A manhd, toldo de um tecido tdo aéreo que,

2

tecido, se eleva por si: luz baldo. Somos vossos frutos...”

Poema citado pela profa. Suely Galdino no encerramento do primeiro congresso
brasileiro da Associacao Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas (ABCF), realizado em

Ipbjuca, Porto de Galinhas, Pernambuco em 2012.



AGRADECIMENTOS

Embora uma tese de doutorado seja pela sua finalidade académica um
trabalho individual, h& contributos de natureza diversa que ndo podem nem devem
deixar de ser realcados. Por essa razdo, desejo expressar 0S meus sinceros
agradecimentos:

Primeiramente a Deus, pela forca e fé.

A minha namorada, noiva € agora esposa Isabel Daufenback Machado, por
sempre estar ao meu lado me apoiando e ajudando! Amo vocé!

Aos meus pais e irméds pela minha formacédo pessoal e principalmente por
respeitarem e acreditarem nas minhas decisoes.

Ao meu sogro e a minha sogra pelo sincero apoio durante o doutorado.

A todos meus amigos, pois como diria Vinicius de Moraes, mesmo que as
pessoas mudem e suas vidas se reorganizem, 0S amigos devem ser amigos para
sempre, mesmo que ndo tenham nada em comum, somente compartilhar as
mesmas recordagdes. Pois boas lembrancas sdo marcantes, e o que € marcante
nunca se esquece! Uma grande amizade mesmo com o passar do tempo é cultivada
assim!

A orientadora deste trabalho, professora Sandra Farsky, que mais que
orientadora foi amiga, muito obrigado por tudo.

Aos professores Ivan da Rocha Pitta e Suely Lins Galdino, professores e
alunos do Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) por cederem o composto LYSO-7
para execucao deste trabalho.

Aos docentes do departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas que, em
maior ou menor grau, contribuiram para minha formacdo e que sempre estiveram
abertos as minhas indagacoes.

Aos funcionarios do departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, em
especial a Dona Luzia, Angelo e Samantha.

A banca de defesa pela disponibilidade em participar e compartilhar com
deste momento tao importante.

A FAPESP pela bolsa de doutorado (2010/17175-0) e pelo projeto de auxilio a
pesquisa (2011/01848-8).



"Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor,
mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao
sou o0 que deveria ser, mas Gracas a Deus,

nao sou o que era antes.”

Marthin Luther King



RESUMO

SANTIN, J. R. Efeito do agonista PPAR LYSO-7 sobre a instalacdo e
cicatrizacdo de Ulceras gastricas induzidas em camundongos. 2013. 104f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2013.

A Ulcera gastrica € uma doenca cronica, de alta prevaléncia, e a eficacia dos
tratamentos farmacologicos disponiveis é limitada pela alta incidéncia de efeitos
adversos. Neste trabalho € mostrado o mecanismo de acao terapéutica e os efeitos
toxicologicos da molécula indol-tiazolidinica LYSO-7 em diferentes modelos
experimentais de Ulcera gastrica. Camundongos Swiss machos foram tratados com
veiculo, LYSO-7 (5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.) ou bezafibrato (25 ou 50 mg/kg, v.0.) 1
hora antes da administracdo oral de Et/HCI (60%/0,03 M) ou indometacina (100
mg/kg). Em outro conjunto de ensaios, animais foram pré-tratados com GW9962, um
antagonista PPARy (2 mg/kg, i.p.); anticorpo anti-granuldcito (50 uL, i.p.), ou L-
NAME (70 mg/kg, i.p) 1 hora antes dos tratamentos com veiculo ou LYSO-7. Uma
hora ap6s administracdo da solugdo de Et/HCI, os neutrodfilos foram quantificados
no sangue e medula 6ssea, a rede microcirculatéria gastrica foi estudada em in situ,
utilizando a técnica de microscopia intravital; o tecido géstrico foi utilizado para
guantificar a percentagem de area lesada, atividade da MPO, a expressao génica e
proteica de PPARY, expresséo proteica de iNOS e eNOS, e a atividade das enzimas
catalase, SOD, GPx, GR e GST. Uma hora apos a administracdo de indometacina, o
tecido gastrico foi removido para avaliar a eficicia do tratamento e a secrecdo de
mediadores inflamatérios. Ensaio de ulcera crbnica, induzida por acido acético, foi
realizado em camundongos Balb/c WT ou ANXA1”, aplicando-se 20uL de acido
acético na camada subserosa do estbmago e 24 horas apds a inducdo, 0os animais
foram tratados, uma vez ao dia, durante sete dias com LYSO-7 (50 mg/kg),
bezafibrato (50 mg/kg) ou veiculo. Foram realizados ensaios com macrofagos
recrutados para o peritdbnio pela acdo do tioglicolato de sodio (3%, i.p.) e com
neutréfilos recrutados pela acdo do glicogénio de ostra (1%, i.p.). Ensaios de
toxicologia aguda, cronica e mutagenicidade também foram realizados. Os
resultados obtidos mostram que o tratamento com LYSO-7 reduz a area lesada, o
influxo de neutrofilos e a estase da rede microcirculatéria provocada pela
administracdo de Et/HCI. Os efeitos protetores foram revertidos em animais pré-
tratados com GW9962, indicando a participacdo do PPARy no efeito. O influxo de
neutréfilos € determinante para a lesdo, uma vez que a deplecdo destas células
reduziu a ulceracao gastrica, e indica que o bloqueio da mobilizacdo de neutrdfilos
da medula éssea para o sangue e destes para o tecido lesado pela LYSO-7 pode
ser um mecanismo de acdo gastroprotetora desta molécula. A reversdo da estase
vascular na microcirculagdo, mas néo o influxo de neutrofilos, é mediado pelo NO,
pois o pré-tratamento com L-NAME aboliu os efeitos da LYSO-7 no restabelecimento
do fluxo sanguineo da microcirculagcéo. Este efeito pode ser dependente da maior e
menor expressao proteica de eNOS e INOS, respectivamente. A LYSO-7 foi capaz
de alterar favoravelmente a atividade das enzimas antioxidantes no tecido gastrico.
Ainda, a LYSO-7 diminuiu a é&rea lesada e reduziu a concentracdo de TNFa e
aumentou a de IL-10 no tecido géastrico lesado pela indometacina. Na resolucéo do
processo inflamatorio, o tratamento com LYSO-7 diminuiu a percentagem de area
lesada, aumentou a apoptose de neutrofilos e a eferocitose de neutréfilos por



macrofagos peritoneais, inibiu a secrecdao de TNFa e aumentou a secrec¢éo de IL-10,
TFG-1p e VEGF para o sobrenadante de macrofagos em fagocitose. A resolucéao de
lesdo gastrica, bem como a inducdo da fagocitose pela LYSO-7 foi reduzida em
animais ANXA1”. As investigacdes destes Ultimos dados mostraram a relacdo da
ANXAL e PPARY, ja que a expressao do receptor é reduzida em macrofagos obtidos
de animais depletados de ANXAL. Os estudos toxicoldégicos mostraram que a LYSO-
7 apresenta baixa toxicidade aguda e crbnica in vivo, além de ndo ocasionar
mutagenicidade em eritrocitos da medula 6ssea. Os dados obtidos mostram que a
molécula LYSO-7 atua como agonista PPARy na modulacdo da Ulcera gastrica e
modula a migracdo de neutrdfilos e o fluxo sanguineo na microcirculacdo. A
transativacdo e transrepressao de eNOS e iNOS, respectivamente, 0 bloqueio da
migracao de neutrdfilos para a lesdo e a inibicdo da atividade de enzimas oxidativa,
ativacdo de enzimas antioxidantes no epitélio gastrico e a inibicdo da secrecédo de
mediadores inflamatérios parecem ser os mecanismos de acdo da LYSO-7 na
citoprotecdo gastrica. Adicionalmente, a LYSO-7 atua na resolucdo do processo
inflamatorio promovendo downregulation na secrecdo de mediadores inflamatorios,
aumento na apoptose de neutrdfilos e eferocitose de neutréfilos apoptéticos.

Palavras chave: microscopia intravital, GW9962, L-NAME, anticorpo anti-
granuldcito, 6xido nitrico sintase endotelial, anexina Al.



ABSTRACT

SANTIN, J. R. Effect of PPAR agonist LYSO-7 on installation and healing of
gastric ulcers induced in mice. 2013. 104p. Thesis (Doctoral) — Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Gastric ulcer is a chronic disease that presents high prevalence, and effectiveness of
pharmacological treatments available is limited by several adverse effects. In this
study is shown the mechanism of action and toxicological effects of the molecule
indole-thiazolidine LYSO-7 in different models of gastric ulcer. Male Swiss mice were
treated with vehicle LYSO-7 (5, 25, or 50 mg/kg, p.o.) or bezafibrate (25 or 50 mg/kg,
p.o.) 1 hour before the oral administration of Et/HCI (60%/0.03 M) or indomethacin
(100 mg/kg). In another set of assays, animals were pre-treated with GW9962, a
PPARy antagonist (2 mg/kg, i.p.), anti-granulocyte antibody (50 uL, i.p.) or L-NAME
(70 mgl/kg, i.p.) 1 hour before the treatment with vehicle or LYSO-7. One hour after
administration of the Et/HCI solution, neutrophils were quantified in the blood and
bone marrow, the gastric microcirculatory network was studied in situ by intravital
microscopy, in the gastric tissue were quantified the percentage of injured area, MPO
activity, PPARy gene and protein expression, INOS and eNOS protein expression,
and catalase, SOD, GPx, GR and GST activity. One hour after indomethacin
administration, gastric tissue was removed to verify the efficacy of LYSO-7 on
inflammatory mediator secretion. Chronic ulcer assay induced by acetic acid was
carried out in Balb/c WT or ANXA1”, applying 20uL of acetic acid in the subserosal
layer of the stomach and 24 hours after induction, animals were treated during seven
days, once a day, with LYSO-7 (50 mg/kg), bezafibrate (50 mg/kg) or vehicle. Assays
were performed with macrophages recruited to the peritoneum by sodium
thioglycollate (3%, i.p.) and neutrophils by oyster glycogen (1%, i.p.). Acute and
chronic toxicological and mutagenicity assays were also conducted. The results
obtained show that LYSO-7 treatment decrease the injured area, neutrophil influx
and microcirculatory stasis evoked by Et/HCI| administration. Protective effects were
reversed in animals pretreated with GW9962, indicating the involvement of PPARY.
Neutrophil influx is a determinant of the gastric lesion, once the depletion of these
cells decreased the gastric damage, indicating that in the neutrophil mobilization
blockade from the bone marrow to blood and to injured tissue may be a
gastroprotective mechanism of LYSO-7. The vascular stasis reversion in the
microcirculation is mediated by NO, but not the neutrophil influx, since the
pretreatment with L-NAME abolished the effects of LYSO-7 on blood flow. This effect
was dependent on increase and decrease of eNOS and iINOS protein expression,
respectively. LYSO-7 positively altered the activity of antioxidant enzymes in the
gastric tissue. Furthermore, LYSO-7 reduced the injured area and the concentration
of TNFa and increased IL-10 in the gastric tissue in the indomethacin-induced ulcer
model. In the resolution of inflammation, LYSO-7 treatment decreased the
percentage of the injured area, increased the neutrophils apoptosis and the
efferocytosis of apoptotic neutrophils by peritoneal macrophages, inhibited the TNFa
release and increased the secretion of IL-10, IL-13 and VEGF in the supernatant of
phagocytosis assay. The resolution of gastric lesions, as well as, the induction of
phagocytosis by LYSO-7 was reduced in animals ANXA1™. This data shown the
relation of PPARy and ANXA1, as PPARy expression is reduced in macrophages
obtained from ANXA1™ animals. Toxicological studies showed that LYSO-7 has low



acute and chronic toxicity in vivo, and did not cause mutagenicity in bone marrow
erythrocytes. The data obtained show that LYSO-7 acts as PPARYy in the modulation
of gastric ulcer and modulate neutrophil migration and blood flow in the
microcirculation. The transactivation and transrepression of eNOS and iNOS,
respectively, blocking the neutrophil influx into the injury, antioxidant enzymes
activation in the gastric epithelium and inhibition of inflammatory mediators release
seem to be the mechanisms action of LYSO-7 in gastric cytoprotection. Additionally,
LYSO-7 operates in the resolution of inflammation promoting downregulation in the
secretion of inflammatory mediators and increases the neutrophil apoptosis and
efferocytosis of apoptotic neutrophils.

Keywords: intravital microscopy, GW9962, L-NAME, anti-granulocyte antibody,
endothelial nitric oxide synthase, annexin Al.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fisiopatologia da Ulcera gastrica

O trato gastrointestinal tem como principal fungéo a digestao e a absorcéao de
nutrientes, a fim de manter o funcionamento do organismo. Um dos segmentos do
trato digestério € o estdbmago, este 6rgdo € composto por varias camadas de
musculo liso, sendo a luz do estdbmago recoberta por uma camada de muco.
Anatomicamente o estdmago é dividido em quatro regides: a) cardia: regiao proxima
a juncao esofagogastrica; b) fundo: regido bulbosa subdiafragmatica do estdmago,
localizado a esquerda do es6fago, em direcdo cefalica a entrada do es6fago para o
estdbmago; c) corpo: maior regiao anatbmica interposta entre o fundo e o antro; d)
antro ou porcéo pilérica: se estende desde o corpo do estdbmago até o esfincter
pilérico (Figura 1) (CRAWFORD, 2000; MERCHANT, 2007; SCHUBERT & PEURA,
2008).

Figura 1. Visualizacdo anatémica do estbmago.
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No corpo e antro do estbmago estdo localizadas as glandulas géastricas que
compdem as células parietais. As células parietais desempenham a importante
funcdo de produzir e secretar acido gastrico, responsavel pela digestdo de proteinas,
absorcao de ferro, célcio e vitamina B12. Os principais estimulantes da secrecéao de
acido pelas células parietais sdo a histamina, gastrina e acetilcolina (Figura 2)
(BITZIOU & PATEL, 2012). A histamina, secretada a partir das células
enterocromafins da mucosa, difunde-se para as células parietais e interage com 0s
receptores de histamina do tipo 2 promovendo a secrecdo de acido gastrico
(BITZIOU & PATEL, 2012; ZHAO & CHEN, 2012). A gastrina, liberada a partir de
células G do antro gastrico, entra na corrente sanguinea até atingir os receptores
CCK2 nas células parietais, estimulado a secrecdo de HCI, aumentando
indiretamente a secrecdo de pepsinogénio, estimulando o fluxo sanguineo e a
motilidade géastrica. A gastrina também é responséavel pelo crescimento de células
gastricas, as quais sdo responsaveis pela manutencdo da integridade do tecido
estomacal (COCKBURN et al., 2013). A acetilcolina, liberada por neurénios pos-
ganglionares do sistema nervoso entérico, estimula a célula parietal através de
receptores muscarinicos M3 (POMMIER et al., 2003; CHU & SCHUBERT 2013).

Figura 2. Representacdo esquematica dos mecanismos de secrecdo de &acido
gastrico pelo estbmago.
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Ainda, as células do epitélio gastrico sdo responsaveis pela secrecdo de
muco e ions bicarbonato, os quais juntos formam uma barreira que tem a funcéo de
proteger o limen estomacal contra a a¢do do acido gastrico (HOLT & HOLLANDER,
1986; HAM & KAUNITZ, 2007). No entanto, esta barreira tem capacidade limitada
para proteger a mucosa do acido, pepsina e de danos mecanicos. E composta por
um gel com caracteristica elastica, viscosa e aderente que proporciona um ambiente
com pH proximo a neutralidade. Ainda, o fluxo sanguineo da mucosa gastrica
desempenha papel importante na remocao de acido e fornecimento de bicarbonato
(KAUNITZ & AKIBA, 2006; HAM & KAUNITZ, 2007).

Frente as acdes fisioldégicas do estdbmago, modificagbes na estrutura tecidual
e nas funcdes celulares levam a prejuizos sérios na homeostasia. A Ulcera péptica é
uma das enfermidades mais comuns do estbmago, sendo definida como uma leséo
cronica, que penetra a camada de muco e muscular formando uma cavidade. As
Ulceras pépticas podem ocorrer em qualquer regido do trato gastrointestinal exposto
a acdo agressiva do acido cloridrico. No entanto, a localizacdo mais frequente
destas lesGes é no estbmago e no duodeno. As lesdes estomacais geralmente se
instalam ao longo da pequena curvatura na zona de transicdo entre o0 corpo e o
antro (MALFERTHEINER et al., 2009; NAJM, 2011).

A Ulcera péptica tem como principal manifestacao clinica a dor epigastrica
localizada, que é aliviada pela ingestdo de alimentos, antiacidos ou agentes
antissecretores. No entanto, a Ulcera péptica apresenta outros sintomas tipicos,
como a sensacdo macante ou episédica de queimacdo, chamada dispepsia que €
caracterizada pelo aumento da secrecédo acida, que acomete cerca de 80 a 90% dos
pacientes (RAMAKRISHMAN & SALINAS 2007; BARKUN & LEONTIADIS 2010).
Outro sintoma corrente € a gastrite, que compreende a inflamacgéo do revestimento
do estbmago, podendo ser aguda ou cronica, que pode evoluir para um quadro
ulcerativo (LIPOF et al., 2006; MAHADEVA & GOH, 2006). Porém, a complicacao
mais grave da Ulcera péptica é a hemorragia, relatada por 170 a cada 100.000
pacientes, com maior risco em pessoas com idade superior a 60 anos. A perfuracao
do estbmago é menos frequente do que a hemorragia (ROCKALL et al., 1995;
BLATCHFORD et al., 1997; MALFERTHEINER et al., 2009), no entanto, quando
ocorre é classificada como doenca de extrema gravidade. Muitos pacientes néo
manifestam nenhum dos sintomas relatados acima (HILTON et al., 2001, LU et al.,

2004). Apesar dos sintomas descritos acima causarem morbidade e em casos
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extremos mortalidade, deve-se considerar que Ulcera géstrica pode ser um fator
indutor de cancer gastrico. Um estudo recente mostrou que o principal fator indutor
de cancer gastrico € a infeccdo por Helicobacter pylori, bactéria que coloniza a
mucosa do estdmago e evoca uma inflamacdo cronica, na qual a intensidade
determina a evolucdo da doenca (FERRER-FERRER et al., 2013).

Dados epidemiologicos evidenciam que a Ulcera géstrica é uma doenca cada
vez mais comum na populacdo mundial. Cerca de 10% da populacdo dos paises
industrializados é afetada, sendo que s6 no continente americano mais de dois
milhdes de adultos apresentam a doenca (HEIN et al.,, 1997; EHLIN et al., 2003).
Nos EUA, mais de 300 mil casos sao diagnosticados a cada ano e, na Coréia do Sul,
um estudo realizado em 2005 revelou que 20% de todos os adultos que foram
atendidos em uma unidade de saude sofriam de uUlcera gastrica (OVERMIER &
MOURISON, 2013). Interessantemente, a Ulcera gastrica acomete maior propor¢ao
de homens (10 a 20%) que mulheres (8 a 11%) (NAIK et al., 2007). No entanto,
durante a menopausa mulheres passam a ter maior propensao a Ulceras gastricas
devido a menor secrecdo de horménios. Também pacientes idosos apresentam
probabilidade maior de apresentarem lesdes devido ao alto consumo de
medicamentos bem como reducao no numero de receptores.

A etiologia das lesdes gastricas ulcerativas ainda ndo esta completamente
elucidada, no entanto, sabe-se que a génese da Ulcera é multifatorial, dependendo
de alteracbes enddgenas e de estimulos exdgenos, visto que o trato gastrointestinal
é frequentemente exposto a estimulos nocivos que podem causar lesdes. Dentre 0s
fatores exodgenos, destaca-se: 1) Os AINEs, os quais estdo entre o grupo de
medicamentos mais prescritos no mundo. Estes medicamentos provocam sérios
efeitos adversos, especialmente no estdbmago (HAWKEY, 2000; TARGOWNIK et al.,
2008). Os AINEs provocam uma reducgdo na biossintese de PGE2 por meio da
inibicdo da COX-1, que é a responsavel pela secre¢cdo de muco, liberacdo de
bicarbonato e também pelo fluxo sanguineo da mucosa gastrica, que associados,
leva a formacdo de lesBes gastricas (VANE & BOTTING, 1999). 2) o consumo
excessivo de alcool, que promove disturbios na mucosa (HIRUMA-LIMA et al.,
2009). O etanol exerce efeito toxico direto sobre o epitélio, que conduz a formacao
de lesdes necréticas caracteristicas, devido a reducdo na produgdo de muco e de
secrecdo de bicarbonato (MASSIGNANI et al., 2009). O etanol também provoca

reducdo do fluxo sanguineo gastrico, solubilizacdo dos componentes da mucosa do
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estdbmago, inducao de estresse oxidativo, aumento da atividade da xantina oxidase,
aumento nos niveis de malondialdeido, e diminuicdo nos niveis de glutationa
peroxidade, redutase e transferase (MARROTA et al., 1999). 3) Infeccdo por H.
pylori, um bacilo microaerofilico espiral ndo invasivo gram-negativo que tem a
capacidade de colonizar a mucosa gastrica. O H. pylori € encontrado em mais de
50% da populacdo mundial, sendo mais prevalente nos paises em desenvolvimento
(80%). Esta estatistica reflete a diferenca de praticas de saude publica entre os
paises desenvolvidos e nao desenvolvidos, como saneamento basico e,
possivelmente, ao maior acesso ao uso de antibidticos (USTUN et al., 2006;
MALFERTHEINER et al.,, 2000). A bactéria H. pylori induz inflamacdo gastrica,
estresse oxidativo, dano ao DNA, apoptose das células epiteliais e induz uma
desregulacéo do ciclo celular (LEE et al., 2004).

Os fatores enddgenos indutores da lesdo gastrica compreendem doencas
associadas ou alteragbes da mucosa provocadas por estresse, que resultam na
hipersecrecdo gastrica. A reacdo de estresse e mediada por duas vias distintas, o
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e o sistema simpatoadrenal (SAAVEDRA et al.,
2011) os quais, durante condi¢Oes de estresse séo alterados, levando a aumento na
secrecdo de &cido gastrico, pepsina, alteracdes na liberacdo de glicocorticoides,
catecolaminas, na microcirculagdo do tecido gastrico, que, associados, podem
causar quadros de isquemia gerando necrose tecidual e o surgimento de Ulceras
gastricas. Entre as doencas, destaca-se a sindrome de Zollinger-Ellison,
caracterizada por tumor secretor do hormoénio gastrina (gastrinoma), que causa
hipersecrecdo de &cido gastrico, com consequente dano ao epitélio gerando lesbes
(WILCOX & HIRSCHOWITZ, 2009).

Independente do fator indutor, a Ulcera gastrica € resultante do desequilibrio
entre a producdo de &cido gastrico e os fatores fisiolégicos de protecao
desencadeados pelas células do trato gastrointestinal. O processo resultante €
caracterizado pela necrose das células epiteliais e inflamacgéo local, com intensa
migracdo de leucdcitos para o foco inflamatoério. Os neutréfilos circulantes sdo os
primeiros leucocitos a alcancarem o local da lesao e, subsequentemente, induzem a
resposta inflamatodria inata (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). No local da leséao,
os neutrofilos secretam mediadores quimicos, a fim de contribuir para a destruicéo
do agente lesivo. No entanto, neste processo, em especial nos de longa duracéo, os

neutrofilos secretam e liberam uma variedade de agentes quimicos que contribuem
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para a lesao tecidual (GREEN et al.,, 2003, 2004; KOLACZKOWSKA & KUBES,
2013). Assim, o clearance e o bloqueio na migracdo de neutréfilos para o tecido
gastrico é um fator importante na resolucédo do processo inflamatério (ALESSANDRI
et al., 2013).

A resolugéo do processo inflamatério possui mediadores, receptores e vias de
ativacao propria, que diferem dos processos de inducao da inflamacdo (SERHAN et
al., 2005; SERHAN et al.,, 2007; NATHAN & DING, 2010; RECCHIUTI, 2013).
Atualmente, a resolucao do processo inflamatério € divida em trés diferentes fases, a
saber: downregulation na sinalizacdo pré-inflamatéria, apoptose de leucdcitos e a
fagocitose de leucdcitos apoptoticos por macrofagos teciduais (eferocitose), seguida
da migracao para os linfonodos (Figura 3) (LEE & SURH, 2012).

Figura 3. Imagem ilustrativa do processo de resolucéo da inflamacéo.
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A fase inicial da resolucdo envolve a supressdo da sinalizacdo pro-
inflamatoéria e a liberagdo de mediadores anti-inflamatorios, como IL-10, TGF-18,
enzimas proteoliticas e mediadores lipidicos por células residentes e macrofagos. A
supressao visa inibir o influxo de neutrofilos, que é pré-requisito para a resolucao da
inflamacédo (LEE & SURTH, 2012). No entanto, a inibicdo no recrutamento de
neutrofilos é somente uma das etapas necesséarias para o retorno da homeostasia
tecidual, sendo necessérios, ainda, a efetiva apoptose de neutréfilos e o clearance
destes por macréfagos residentes para a finalizagdo do processo inflamatorio
(ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). Interessantemente, os neutréfilos em processos de
apoptose atenuam a inflamacédo por diferentes mecanismos, sendo relevante o
switch na producdo de mediadores pré para anti-inflamatorios, que interferem
negativamente para a migracdo de neutréfilos. Neste contexto, os neutréfilos
secretam a proteina ANXA1 (37 kDa), que se liga com alta afinidade em fosfolipidios
na presenca de Ca™ (RAYNAL & POLLARD, 1994). A sintese da ANXAL é regulada
principalmente pelos glicocorticéides, sendo uma importante proteina na acédo anti-
inflamatoria dos glicocorticoides sintéticos e enddégenos (WEIN et al., 2004; SOLITO
et al., 2006; PERRETTI & D'AQUISICTO, 2009). Em condicdes basais, ANXAL é
encontrada no citoplasma de neutrofilos, macréfagos e mondcitos de humanos e de
murinos. Em condi¢Bes de ativacdo celular, a ANXAL1 é rapidamente deslocada do
citoplasma para a membrana, é secretada (PERRETTI et al., 1996; VONG et al.,
2007) e liga-se a um receptor de sete dominios transmembrana acoplado a proteina
G, o FPR2. A atuacdo da ANXALl estd relacionada com a sua capacidade de
interagir com as membranas celulares, principalmente por mecanismo justacrino, e
esta interacdo € reversivel e regulada especialmente por modificacbes pos-
translacionais, como a fosforilacdo, principalmente, da porcdo N-terminal
(SCHLAEPFER & HAIGLER, 1987). A interagdo da ANXA1 com o receptor FPR2 e
importante na resolucao do processo inflamatério modulando a adesédo e migracao
de leucocitos, além de promover a apoptose de neutrofilos e o clearance destes por
macrofagos (PERRETTI et al., 2002; PERRETTI & SOLITO, 2004; SCANNELL et al.,
2007; DALLI et al., 2008; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). A lactoferrina, outra
importante proteina que esta contida dentro de granulos secundarios de neutrofilos,
apresenta efeitos similares aos da ANXALl, pois quando liberada, liga-se a
receptores especificos, inibindo a sinalizacéo intracelular da MAPK, a qual é crucial

para o processo de adesao dos leucécitos ao endotélio (BOURNAZOU et al., 2009).
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Durante o processo de apoptose ocorrem alteragcbes na expressao de
moléculas na superficie de células em processo de morte, sendo estas alteractes
responsaveis pelo reconhecimento das mesmas por fagoécitos (FADOK et al., 1998;
GARDAI et al., 2006; GREGORY & POUND, 2010). Neutrdéfilos apoptoticos passam
a expressar sinais de find me e eat me. As sinalizacdes de find me séo fatores
secretados pelo neutrofilo que atraem scavengers. Quatro sinais de find me estéo
bem descritos na literatura, sendo estes a lisofosfatidilcolina, esfingosideo 1-fosfato,
fracktalkina e os nucleotideos ATP e UTP (ELLIOTT et al., 2009; GUDE et al., 2008;
LAUBER et al.,, 2003; TRUMAN et al., 2008). As sinalizacbes de eat me séao
marcadores de superficie que permitem a identificacdo da célula em apoptose. Sao
moléculas expostas na membrana da célula ou que sofrem modificacdes durante
apoptose, como por exemplo, os peptideos derivados do dominio N-terminal da
ANXA1l (BLUME et al., 2012). O mais conhecido e descrito sinal de eat me € a
fosfatidilserina. Assim, a interacdo entre os sinais de eat me nas células apoptoticas
aos receptores nos macrofagos levam a firme adesdo celular e a subsequente
ativacdo das vias de fagocitose. Em conjunto, estes eventos asseguram que as
células apoptéticas sejam eficientemente removidas do tecido, antes da ruptura de
membranas com a liberacdo de mediadores citotdxicos, minimizando danos aos
tecidos e evitando a perpetuacdo da resposta inflamatéria (ALESSANDRI et al.,
2013).

Os macrofagos, responsaveis pelo clearance de neutréfilos apoptéticos, séo
células que possuem importante plasticidade funcional e fenotipica, que se torna
aparente durante a fase de resolucéo do processo inflamatério (ORTEGA-GOMEZ et
al.,, 2013). Ap6s a fagocitose de neutrofilos apoptoticos, ocorre a inibicdo na
producao de citocinas pro-inflamatdrias e de mediadores lipidicos, com concomitante
aumento na transcricdo de citocinas anti-inflamatérias em macrofagos, que se
caracteriza principalmente pela liberacdo de IL-10, TGF-18 e VEGF (FADOK et al.,
1998). A liberacdo destes mediadores é extremamente importante para o retorno da
homeostasia e também para o reparo tecidual. A IL-10 € uma citocina pluripotente
considerada a mais importante na resposta imune, € secretada pela maioria das
células do sistema imune intato e adaptativo, incluindo células dendriticas,
macrofagos, mastocitos, células natural killer, eosinéfilos, neutrofilos, entre outras.
Animais deficientes de IL-10 apresentam resposta imune prolongada e exacerbada,

gue em muitos casos e acompanhada por inflamacdo excessiva e dano tecidual.
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Assim a secrecdo deste mediador é extremamente importante para o retorno da
homeostasia em um processo inflamatério (NG et al., 2013; MARLOW et al., 2013).
O TGF-1B é responsavel por promover a diferenciagdo de fibroblastos em
miofibroblastos, induzir a expresséo de inibidores de metaloproteinases que regulam
o remodelamento da matriz extracelular e induzir a sintese de colageno. Ja o VEGF
exerce um papel importante na cicatrizacdo tecidual, e neste caso também da
mucosa gastrica, pois a remissao da Ulcera gastrica € altamente dependente de
angiogénese. Foi demonstrado que a administracdo de um plasmideo codificado
para VEGF aumentou a angiogénese e acelerou a cicatrizagdo; no entanto a
administragao de anticorpo anti-VEGF aboliu este efeito (JONES et al., 2001; OHNO
et al., 2008; SATO et al., 2013).

O &cido gastrico por muito tempo foi considerado somente um agente
necrotizante, no entanto, tem sido relatado que a exposicdo moderada ao acido
gastrico pode originar lesdes gastricas via producdo de &anion superoxido
mitocondrial, atuando como um indutor do estresse oxidativo (NAGANO et al., 2012;
TAMURA et al.,, 2013). O estresse oxidativo é definido como uma perturbacédo da
homeostasia oxidante-antioxidante e este desequilibrio leva a formacéo de espécies
reativas de oxigénio, sendo as principais 0 anion superoxido e o radical hidroxila,
potentes agentes citotoxicos (OCK et al.,, 2012). Ainda, as espécies reativas
formadas a partir da acdo do acido gastrico podem alterar vias de sinalizacdo como
a MAPK, NFxB e STAT3 (SOUZA et al., 2002; ABDEL-LATIF et al., 2004; DVORAK
et al., 2007; TAMURA et al., 2013).

Ainda, quando as barreiras fisicas de defesa séo transpostas, mecanismos
complexos de protecéo epitelial e subepitelial sédo ativados, na tentativa de reduzir o
estresse oxidativo (DONG & KAUNITZ, 2006). Esses mecanismos sao constituidos
por enzimas antioxidantes, como a SOD, catalase e pequenas moléculas como a
glutationa, que tem como funcdo transformar as espécies reativas em moléculas
menos reativas como agua e oxigénio (DROGE, 2002). A SOD é a principal enzima
antioxidante, sua participacdo na reducdo do estresse oxidativo esta relacionada a
catalisacdo da dismutacdo do anion superoxido em peroxido de hidrogénio e
oxigénio molecular. Embora o peroxido de hidrogénio ndo seja um radical, pode
causar danos celulares graves, devido a geracdo de radicais hidroxil através da
reacao de Fenton. Os radicais hidroxil sdo altamente agressivos e levam a oxidagao

de macromoléculas. Portanto, o peréxido de hidrogénio deve ser rapidamente
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convertido em &gua pelas enzimas catalase, GPx e GR, evitando assim o
surgimento de lesdes celulares (BAYIR, 2006; SCHAFER & WERNER, 2008).

Além da inibicdo do potencial oxidativo, as células epiteliais do tecido gastrico
secretam importantes mediadores como a PGI2 e, principalmente, a PGE2. O reparo
tecidual da Ulcera géastrica € um processo ativo e complexo que envolve a
reconstru¢do da mucosa e do tecido, formagdo de novas vénulas e o
reestabelecimento da arquiteta glandular (PERINI et al., 2003). As prostaglandinas
geradas especialmente nas margens da Ulcera gastrica pela COX-2 parecem
desempenhar um papel crucial na cicatrizagdo da Ulcera por desencadear
proliferacdo de células, angiogénese e restauracao da integridade da mucosa. Ja a
COX-1, que é expressa constitutivamente na mucosa gastrica tem como funcao
produzir prostaglandinas que atuam promovendo a secrecdo de muco e bicarbonato,
e na regulacdo do fluxo sanguineo na mucosa gastrica (BRZOZOWSKI, 2003;
TULASSAY & HERSZENYI, 2010). A secrecao de prostaglandina, em associacao a
producdo de NO pelas células epiteliais, além de inibirem a producdo do &cido
gastrico, favorecem a manutencao da integridade tecidual e a rede microcirculatoria
e, consequentemente, a perfeita perfusdo sanguinea. Em conjunto, estes fatores
contribuem para evitar o dano das camadas epiteliais mais profundas da mucosa
(GRANGER et al., 1994; WALLACE & MILLER, 2000).

Associados, os dados da literatura descritos acima mostram a complexidade
da génese da Ulcera gastrica e que processos que facilitem a instalacdo ou que
inbbam a resolugdo da inflamacdo s&o fendmenos fundamentais para o

desenvolvimento da lesdo tecidual.

1.2 Tratamento

Por muitos anos a terapia antillcera foi baseada somente no uso de
antidcidos, usados para neutralizar a secrecdo gastrica, restricdo alimentar e
procedimentos cirdrgicos. Atualmente, os principais farmacos utilizadas para tratar
esta condicdo sao os antagonistas dos receptores de histamina do tipo 2 (cimetidina,
ranitidina, nizatidina e famotidina) e inibidores da bomba de prétons H*/K* ATPase
(omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e esomeprazol) (KUBECOVA et al., 2011,
SHEEN & TRIADAFILOPOULOS, 2011). Os antagonistas de receptores de

histamina do tipo 2, embora eficaz na cicatrizacdo de Ulceras gastricas, ndo sao
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capazes de evitar o aparecimento de Ulceras recorrentes. Por esta razdo
comecaram a ser utilizados, durante longos periodos, como terapia de manutencao.
No entanto, apds sete dias de tratamento € observada tolerancia, seguida por
reducdo de 50% na eficacia do tratamento (SACHS et al., 2007, 2010). Por outro
lado, os inibidores da bomba de protons ndo apresentam perda de eficiéncia e, por
esta razdo, sao atualmente os medicamentos mais prescritos e utilizados no
tratamento da Ulcera gastrica. Porém, se usado por longos periodos, podem causar
efeitos adversos, como hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia e
doencas hematopoiéticas, os quais inibem a adesdo ao tratamento (SHEEN &
TRIADAFILOPOULQOS, 2011; ABRAHAM, 2012; DEEPINDER & BRAUNSTEIN,
2012).

1.3 Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS)

Os PPARs sdo receptores nucleares que pertencem a superfamilia de
receptores intracelulares hormonais que medeiam a transcricdo génica de fatores
apos sua ativacdo. Estruturalmente, os PPARs sdo semelhantes aos receptores
para esteroides e receptores de hormonios tireoideanos (LAUDET et al., 1992;
CHANG et al., 2007). A superfamilia PPAR até o momento € composta por trés
isotipos: PPARa, NR1C1 (receptor nuclear da subfamilia 1, grupo C, membro 1);
PPARp/3, NUC ou NR1C2 (receptor nuclear da subfamilia 1, grupo C, membro 2), ou
simplesmente PPARS; e PPARy, NR1C3 (receptor nuclear da subfamilia 1, grupo C,
membro 3) (PATERNITI et al., 2012; AHMADIAN et al., 2013). O isotipo PPARa foi 0
primeiro a ser clonado em 1990 (ISSEMANN & GREEN, 1990); mais tarde, em 1992,
Dreyer et al. (1992) clonaram juntamente com o PPARa mais duas isoformas
PPARpB/3 e PPARY.

A isoforma PPARa € expressa predominantemente no figado, coracdo e
tecido adiposo marrom (FRUCHART et al., 2001) e ainda em células endoteliais,
monaocitos, macrofagos e células T (SCHOONJANS et al., 1996; TORRA et al., 2001,
ROSENSON et al., 2012). O PPARa desempenha multiplas fungcées no organismo,
mais notavelmente no perfil lipidico, onde provoca o aumento dos niveis de HDL,
diminuicdo de triglicerideos e &cidos graxos livres, e transformacdo de LDL em

moléculas de alta densidade, que sdo menos aterogénicas (STAELS et al., 1995;
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DESVERGNE et al., 2004; EVANS et al., 2004; PYPER et al., 2010; ROSENSON et
al., 2012). Dados da literatura mostram que a ativacdo do receptor PPARa em
células do musculo liso, células endoteliais e macréfagos, resulta em efeito anti-
inflamatorio que € mediado pela inibicdo do NFxB, da expressédo de VCAM-1, e vias
da AP-1, culminando com a reducdo dos niveis de proteina C reativa e IL-6
(STRAUSS & GLASS, 2007). Interessantemente, camundongos deficientes para
PPARa apresentam resposta inflamatéria estimulada com LTB4 prolongada
(DEVCHAND et al., 1996). O receptor PPARa pode ser ativado, tanto por ligantes
naturais que incluem as prostaglandinas, leucotrienos e derivados de acido graxos,
como o &cido eicosapentaendico e doxosahexaendico, como pelos ligantes
sintéticos clofibrato, gemfibrozil, fenofibrato e bezafibrato (SPENCER et al., 1997;
BISHOP-BAILEY & BYSTROM, 2009).

A isoforma PPARB/S apresenta efeitos semelhantes a isoforma PPARa, é
ubiquitariamente expresso no organismo e tem um papel crucial na oxidacdo de
acidos graxos, diferenciacdo de adipdcitos, crescimento celular e gasto de energia
(BRAISSANT et al., 1996; FREDENRICH & GRIMALDI, 2005). Adicionalmente, tem
sido reportado que ligantes do receptor PPARB/5 podem inibir a expresséo de varios
mediadores pro-inflamatorios, como TNFa, IL-1, VCAM-1, PAF e COX-2
(PATERNITI et al., 2010). Os agonistas PPARB/6 vém sendo amplamente
investigados como potenciais drogas para o tratamento de dislipidemias e
obesidade. No entanto, at¢é o momento nenhuma medicacdo que atue
exclusivamente neste receptor foi aprovada para utilizagcdo (WAITES et al., 2007,
TSENG & TSENG, 2012).

O PPARYy apresenta trés diferentes formas, PPARyl, PPARy2 e PPARy3
(MEDINA-GOMEZ et al.,, 2007, TONTONOZ & SPIEGELMAN, 2008). A forma
PPARy2 é exclusivamente expressa no tecido adiposo marrom e branco, ja as
demais isoformas apresentam maior distribuicdo no organismo, com expressao em
macréfagos, osteoblastos, neutrofilos, células T, células endoteliais, células do
musculo liso vascular, células tumorais, e em 6rgdos como préstata, mama e ovario
(MEDINA-GOMEZ et al., 2007; SARAF et al., 2012; SANTIN et al., em anexo). Os
agonistas PPARy sdo conhecidos principalmente como sensibilizadores de insulina,
no entanto, também apresentam atividade anti-inflamatéria e antiaterogénica

resultante da inibicdo de fatores de transcricdo nuclear como o NFkB e AP-1
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(STRAUSS & GLASS, 2007; CARIOU et al., 2012). Os principais ligantes para esta
isoforma sdo as moléculas tiazolidinicas, que incluem: pioglitazona e rosiglitazona
(XU et al., 1999; BERGER & MOLLER, 2002; KNOUFF & AUWERX, 2004).

Entretanto, existem alguns agonistas que tem capacidade de ativar
simultaneamente duas isoformas, esse grupo de compostos € denominado de duplo-
agonistas. Os derivados do glitazar compdem este grupo, pois ativam receptores
PPARa e PPARYy, e sdo utilizados no tratamento de resisténcia a insulina e
dislipidemia. No entanto, os efeitos aditivos, complementares ou sinérgicos ainda
nao foram completamente estabelecidos (TENENBAUM et al., 2005; BALAKUMAR
et al., 2007). Os agonistas PPAR pan tém a capacidade de ativar todas as isoformas
(o, B/ € 7). A ativacdo PPAR pan amplifica os efeitos terapéuticos e reduz os efeitos
adversos comuns em agonistas especificos, como por exemplo o ganho de peso e
0s riscos cardiovasculares (BALAKUMAR et al., 2007).

Os PPARs séo ligantes de ativacao de fatores de transcricdo e exercem suas
acOes em diferentes tipos celulares, induzindo ou inibindo a expressao génica de
uma variedade de genes e, desta forma, estdo envolvidos em uma diversidade de
processos fisiopatoldégicos (BERGER & MOLLER, 2002; KOTA et al., 2005). Na
expressao génica, o PPAR forma um heterodimero com o receptor retindide X
(RXR). A interacdo de proteinas é um fator regulador na atividade dos receptores
PPARs, 0s quais nos seus estados inativados estdo ligados a proteinas co-
repressoras. Apés a interacao do ligante com o receptor PPAR ocorre a dissociacao
das proteinas co-repressoras e, sucessivamente, sdo recrutadas proteinas co-
ativadoras, como a proteina ligante de PPAR e co-ativador de receptor de esteroide-
1, que fazem a translocacdo do receptor PPAR do citoplasma para o ndcleo. O
heterodimero PPAR/RXR é associado a um complexo multiproteico, o qual se liga
ao elemento PPRE no dominio promotor de genes alvos para estimular a transcricdo
da proteina (BERGER et al., 2005; CARIOU et al., 2012) (Figura 4).

Ainda, o complexo pode ativar ou inibir diretamente outra via de transcricao,
independente de ligacdo aos PPREs (Figura 4) (COLLINO et al., 2008; BISCETTI et
al., 2009). Dados da literatura mostram que agonistas PPARy enddgenos e sintéticos
inibem a producdo de NO, TNFa, IL-1 e IL-6 induzida pelo fMLP em mondcitos e
macrofagos e antagonizam a atividade de fatores transcricionais como NFkB, STAT

e AP-1, de forma independente de ligacdo ao DNA (GIRI et al., 2004). Um estudo
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mostrou que a PGJ2 inibe a ativacdo do fator nuclear NFkB em células Hela, as
quais ndo expressam o receptor PPARYy, confirmando que os agonistas PPARy
podem agir independentemente do receptor (STRAUS et al., 2000; RICHARD et al.,
2007).

Inimeros compostos enddgenos sdo agonistas PPARs e se ligam a estes
com diferentes afinidades e seletividade. Tem sido mostrado que os PPARs sao
ativados por &cidos graxos insaturados, como o0s acidos palmiticos, oléicos,
linoléicos e &cido araquidbnico (BERGER & MOLLER, 2002); por derivados da
PGD2 e PGJ2 (FORMAN et al., 1995); por alquil fosfolipides e eicosandides
(FORMAN et al., 1997; YU et al., 1995). A relevancia fisiologica da ligacdo destes
compostos enddgenos tem sido discutida, mas ha fortes evidéncias que os PPARs
funcionem como sensores de acidos graxos livres nos tecidos (BISCETTI et al.,
2009).

Figura 4. Ativacao transcricional de PPARs
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A literatura é bastante ampla quanto a acao de agonistas sintéticos de PPARs
no tratamento de diversas doencas. O interesse pelo papel terapéutico dos
agonistas PPARs teve inicio com o uso de fibratos e tiazolidinas, empregados para
controlar a hiperglicemia e dislipidemia em pacientes diabéticos. Neste contexto, foi
mostrada a capacidade da pioglitazona, um agonista PPARYy, pertencente a classe
das tiazolidinas, de inibir o desenvolvimento de diabetes induzida por
estreptozotocina em ratos (TAKAMURA et al., 1999). Resultados obtidos de estudos
clinicos de fase Il realizados com aleglitazar, um duplo agonista PPARa e /3,
demonstraram diminuigdo da hiperglicemia e mudancas favoraveis no perfil lipidico
(HDL e triglicerideos), com perfil de seguranca aceitavel (CAVENDER & LINCOFF,
2009).

Tem sido amplamente demonstrado os efeitos anti-inflamatorios e
antiaterosclerético dos agonistas PPARs, o que tem sugerido seu uso clinico para
tratamento de diferentes doencas de origem inflamatoria (COLLINO et al., 2008;
KALAITZIDIS et al., 2009; APRAHAMIAN et al., 2009; IHLE et al., 2009; ARAUJO et
al., 2012; LINCOFF et al., 2013; WANG et al., 2013). Neste contexto, foi mostrado
que os agonistas PPARs inibem diferentes eventos do processo inflamatério a nivel
celular e vascular, como por exemplo, recrutamento de leucdcitos para o foco de
leséo, secrecdo de mediadores inflamatérios pelas diferentes células envolvidas no
processo (BISHOP-BAILEY & BYSTROM, 2009). Ainda, a ativacdo PPAR
ocasionada pela rosiglitazona é capaz de proteger o sistema nervoso central contra
disfuncBes microvasculares ocasionadas pela sepse, como o numero de leucocitos
em comportamento rolling, aderidos e migrados para a area lesionada (ARAUJO et
al., 2012). Um estudo utilizando a PGJ2, um agonista PPARy enddégeno, mostrou
gue o efeito sobre a migracdo de neutrofilos € dependente da ativacdo da via do NO
(NAPIMOGA et al.,, 2008). Estudos indicam, ainda, que os agonistas PPARsS
diminuem o estresse oxidativo (MICHALIK & WAHLI, 2006; ALESHIN & REISER,
2013), inibem ou induzem o processo de angiogénese (BISCETTI ET AL., 2009;
KHAZAEI et al., 2012; RIZVI et al., 2013) e favorecem o processo de cicatrizagao
tecidual (MICHALIK & WAHLI, 2006; LI et al., 2012; NAKAMURA et al., 2012).

Pelas atividades farmacoldgicas dos agonistas PPARs e com base na génese
do processo ulcerativo, tem sido proposto que estas moléculas possam ser Uteis no

tratamento da Ulcera gastrica. Pathak et al. (2007) mostraram, em diferentes
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modelos experimentais de Ulcera, que o bezafibrato, um agonista PPAR pan, impede
o desenvolvimento da lesao ulcerativa induzida por etanol e promove a restauragao
do tecido gastrico em ratos submetidos a Ulcera crbnica induzida por acido acético.
Adicionalmente, Brzozowski et al. (2005) mostraram que o efeito gastroprotetor da
pioglitazona, um agonista PPARy, foi acompanhado de aumento no fluxo sanguineo
e da producdo de PGE2, além de queda significativa nos niveis de TNFa e IL-1.
Especificamente no modelo de Ulcera causada por acido acético, o agonista PPARy
causou aceleracdo da cicatrizacdo acompanhada por aumento na expressao da
molécula de adesdo CD31 (PECAM-1), relevante para cicatrizagdo e
revascularizagao.

A proposta que o efeito protetor sobre a mucosa gastrica pode estar
relacionada as propriedades anti-inflamatorias dos PPARs tem sido reforcada em
diferentes modelos experimentais. Foi demonstrado que a pioglitazona reduz a
secrecdo local de mediadores proé-inflamatérios como, TNFa e IL-13, decorrente da
repressao da atividade do NFxB durante a cicatrizacéo de Ulceras cronicas induzidas
por acido acético (LAHIRI et al., 2009). Neste trabalho, também foi sugerido que o
efeito da pioglitazona possa envolver a participagdo de receptores de
glicocorticéides, pois ao utilizar tratamento farmacolégico com o antagonista de
receptor de glicocorticéide, RU38486, houve aumento significativo na expresséo de
TNFa e IL-1B. Ainda, ressalta-se que membros da familia de receptores hormonais
nucleares, como PPARYy e receptor de glicocorticdide, uma vez ativados por um
agonista, podem interagir fisicamente e modularem a transcricdo do mesmo gene
alvo (NIE et al., 2005; IALENTI et al., 2005; LAHIRI et al., 2009). Recentemente, a
atividade gastroprotetora do telmisartam, um agonista PPARy, foi associado a sua
acdo antioxidante, evidenciada no experimento de Ulcera induzida por indometacina
(MORSY et al., 2009). Adicionalmente, a rosiglitazona, um forte agonista PPARY,
reduziu de maneira significativa a infiltracdo de neutréfilos e as concentracdes de
citocinas pro-inflamatérias, em lesdes ulcerativas ocasionadas por isquemia e
reperfusao (VILLEGAS et al. 2004). A literatura sobre a acdo dos agonistas PPARs
sobre a Ulcera gastrica ainda é restrita, no entanto, mostra que estas moléculas
podem ser benéficas para o tratamento da doenca por atuarem em diferentes

mecanismos envolvidos na génese e no reparo da leséo ulcerativa.
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1.4 LYSO-7

A molécula indol-tiazolidinica denominada LYSO-7, ([5-(5-bromo-1H-indol-3-
metieleno)-3-(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona)]) (Figura 5), foi desenhada e
sintetizada pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o intuito de atuar como um
agonista PPAR e inibidor de COX-1 e COX-2 (SANTIN et al., 2013a).

Figura 5. Estrutura quimica do composto LYSO-7
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Fonte: Adaptado de Santin et al. (2013a).

Recentes evidéncias tém demonstrado que a inibicdo simultanea das enzimas
da COX e a ativacdo de receptores PPAR possam ser um alvo relevante no
tratamento de doencas inflamatorias e cancer. A expressdao PPAR reduzida e a alta
expressdo de COX-2 sao relacionadas com a progressdao de canceres e tumores
associados a infiltracdo de macrofagos (PANCIONE et al.,, 2009; MEYER et al.,
2009).

Estudos realizados em colaboragdo com o Diabetes Research Institute e
Universidade de Brasilia evidenciaram que o composto LYSO-7 apresenta atividade
agonista sobre as trés isoformas: PPARa, PPARB/5 e PPARy, sendo assim um
agonista PPAR pan. Ainda, o composto LYSO-7 apresenta cerca de 50% da
poténcia do celocoxibe sobre a COX-2 e 35% da poténcia da indometacina na
inibicAo da COX-1. Interessantemente, resultados obtidos em estudos in silico
corroboraram os dados experimentais. As pontuagbes de ancoragem para
celecoxibe e indometacina contra os alvos da COX foram maior do que para LYSO-7
e pioglitazona, mas a situacao foi revertida no caso de ligacdo da indometacina em
alvos PPAR, onde as pontuacdes de ancoragem para LYSO-7 e pioglitazona foram

maiores. De fato, os resultados de ancoragem para LYSO-7 contra alvos PPAR
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foram maiores do que os obtidos contra as enzimas da COX, corroborando a ideia
de que a inibicdo da COX ndo € o Unico alvo responsavel pela atividade do
composto LYSO-7 (SANTIN et al., 2013a).

Estudos realizados in vitro mostram que o tratamento de neutrofilos com
LYSO-7 ou pioglitazona previamente a estimulacdo com LPS inibiu a producéo de
NO e IL-1B. No entanto, o efeito ocasionado pelos tratamentos foi abolido em
neutrofilos previamente tratados com GW9962, um conhecido antagonista PPARYy
mostrando, assim, que a atividade da LYSO-7 em neutréfilos € dependente da
ativacdo PPARY (SANTIN et al., 2013a).

Apesar do fato do composto LYSO-7 ser um agonista PPAR pan, com fraco
efeito agonista sobre receptores PPARYy, o efeito anti-inflamatério do composto
LYSO-7 em neutrofilos € principalmente mediado por este receptor (SANTIN et al.,
2013a; SANTIN et al., em anexo) eicosapentaendico. Dados da literatura sugerem
que a suave ativacao de receptores PPARY, ao invés da sua total ativacdo, possa
ser uma Otima estratégia para melhorar a sensibilidade a insulina e evitar efeitos
desfavoraveis da ativacdo PPARy (COCK et al, 2004; AMATO & NEVES, 2012).
Com base neste conceito, tem sido proposto que 0s agonistas parciais de receptor
PPARy possam ser uma estratégia para manter os beneficios da ativacdo deste
receptor e ao mesmo tempo reduzir os efeitos adversos, dose-dependentes,
observados com o uso dos agonistas seletivos. A base molecular dos efeitos destas
novas moléculas agonistas parciais ainda ndo esta bem esclarecida, mas
provavelmente resulta de uma ligacdo distinta ao receptor ou efeitos diferentes sobre
o recrutamento de cofatores transcricionais (CHOI et al., 2010; 2011; AMATO et al.,
2012). No entanto, ndo se podem excluir o papel dos receptores PPARa e PPARP/3
nos efeitos farmacologicos do composto LYSO-7.

Estes dados, em conjunto, sugerem que a LYSO-7 possa ter efeito
terapéutico em diferentes doencas de origem inflamatdria, tanto na inducdo do

processo como na resolu¢cdo do mesmo.
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2 OBJETIVOS

A literatura tem mostrado a importancia da agédo de agonistas PPARs na
terapéutica de diferentes doencas e, mais recentemente, sobre a Ulcera gastrica.
Assim, este projeto investigou os mecanismos de acdo da LYSO-7, uma molécula
indol-tiazolidinica desenhada e sintetizada para ser um agonista PPAR e inibidor de
COX, sobre o desenvolvimento e resolugdo da Ulcera gastrica experimental em

camundongos e sua toxicidade sobre alguns parametros in vivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss, ou
Balb/c machos, pesando entre 25 e 35 g provenientes do Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — USP. Adicionalmente foram empregados camundongos
Balb/C machos nocautes para o gene de anexina-Al (ANXA1™), gerados a partir de
matrizes gentilmente cedidas pelo Dr. Mauro Perretti (Willlam Harvey Research
Instititute of London). Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em
salas com controle de temperatura (22-25°C), umidade (40-60%) e ciclos
controlados (claro/escuro, 12 horas cada), tendo racdo e agua ad libitum. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA). Doze horas anteriores aos experimentos, quando necessario, 0s
animais foram mantidos em jejum e uma grade foi adicionada para inibir a coprofagia
tendo livre acesso a agua.

Quanto as questdes éticas, o projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da Faculdade Ciéncias Farmacéuticas da USP (Protocolos:
CEUA/FCF/298 e CEUA/FCF/399).

3.2 Ulcera gastrica induzida por etanol/HCI

O método empregado foi descrito por Mizui & Doteuchi et al. (1983), com
algumas modificagcdes. Os camundongos Swiss foram divididos em diferentes
grupos que foram pré-tratados por via oral com bezafibrato 25 ou 50 mg/kg (agonista
PPAR pan), veiculo ou LYSO-7 5, 25 ou 50 mg/kg. Apés uma hora, os animais
receberam 100 uL/10g de peso do animal de etanol 60%/HCI 0,03 M (Et/HCI) por via
oral e, uma hora apés a administracdo do agente lesivo, os mesmos foram
sacrificados. Em seguida, os estbmagos foram retirados e abertos ao longo da
curvatura maior. As imagens dos estdbmagos foram captadas e analisadas pelo

programa de analise EARP para determinar a percentagem de area lesada.
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3.3 Histologia

Apés o0 experimento de Ulcera aguda induzida por Et/HCI, os estébmagos
foram fixados em solucéo de formol, onde ficaram imersos por 24 horas e ap0s este
periodo foram imersos em uma solucdo de alcool 70%. Posteriormente, 0s
estdbmagos foram emblocados e cortados (7 ym de espessura) em micrétomo de
maneira semi-seriada. As laminas obtidas segundo esse processo foram submetidas
a coloracdo por hematoxilina-eosina para analises morfolégicas em microscopia-

Optica.

3.4 Avaliacéo da atividade PPARy do composto LYSO-7

Para avaliar a atividade agonista PPARy camundongos Swiss foram pré-
tratados com GW9962 (2 mg/kg, i.p., Sigma Aldrich), um antagonista PPARYy, ou
PBS quinze minutos antes do tratamento com LYSO-7 (50 mg/kg), apés uma hora
do tratamento a solucao de Et/HCI foi administrada. Uma hora apds a administracéo
do agente lesivo, os animais foram sacrificados. Em seguida, os estdmagos foram
retirados e abertos ao longo da curvatura maior. As imagens obtidas foram
digitalizadas e analisadas pelo programa de analise EARP para determinar a

percentagem de area lesada.

3.5 Microscopia intravital

A microscopia intravital € uma técnica utilizada para o estudo da dinamica dos
eventos da microcirculagéo in vivo, pela observacédo direta da rede microvascular de
tecidos transiluminados ou ndo. As imagens da microcirculagdo do estdbmago foram
obtidas em microscopia 6tica (Carl-Zeiss, Axioplan Il; objetivas 2,5; 10 ou 40 vezes)
e capturadas pela camera de projecdo de imagem (ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss),
ligada ao microscépio, acoplado a um sistema computacional. O computador possui
um programa de analise de imagem (Axio vision 4, Carl-Zeiss) que permite analises
quantitativas/qualitativas das imagens digitalizadas.

Camundongos Swiss foram anestesiados e submetidos a manipulagao

cirrgica para canulacdo da veia femural e traqueotomia bem como exposicédo da
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microcirculacdo do estdbmago para observacdo da rede microcirculatéria conforme
descrito acima. A observagdo da microcirculacdo do estdmago foi realizada em
microscopia de fluorescéncia, com epi-iluminacdo. Os leucdcitos foram marcados
com rodamina 0,02%. Os ensaios foram realizados com animais submetidos a ulcera
gastrica, tratados ou ndo com LYSO-7 (50 mg/kg). O experimento também foi
realizado utilizando animais sham. Ainda, com intuito de investigar a participacao do
NO na gastroprotecdo do composto LYSO-7, animais foram pré-tratados com L-
NAME (70 mg/kg, i.p), uma hora apés foi administrado o tratamento (LYSO-7, 50
mg/kg, v.0.) e uma hora depois administrado por via oral o agente lesivo Et/HCI.
Para cada animal foram visualizados 5 diferentes campos da microcirculagéo, sendo

avaliada a percentagem de vasos parados.

3.6 Atividade da enzima mieloperoxidase no estbmago

O tecido do estbmago foi pesado e imerso em tampao fosfato (pH 6,2
contendo 0,5% de brometo de hexadecil-trimetilaménio e 5 mM EDTA) na
concentracdo de 3 mL/g de tecido estomacal. A seguir, as amostras foram
homogeneizadas duas vezes consecutivas, por periodo de 30 segundos cada. Os
homogenatos resultantes foram centrifugados a 17.500 rpm durante 15 min a
temperatura de 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade de
MPO. Assim, 680 uL de PBS contendo 0,25% de albumina bovina sérica, 500 uL de
tampao fosfato pH 6.2, 100 uL de agua oxigenada (0,0005%), 40 uL da amostra e
100 uL de orto-dianisidina (1,25 mg/mL) foram transferidos para tubos de ensaio de
vidro para a reacao. Apos 15 min, a reacéo foi paralisada pela adicado de 100 pL de
azida sodica (1%). A quantificacdo da absorbancia foi realizada por

espectrofotometria (450 nm) em leitor de placas.

3.7 Parametros citolégicos — Sangue e Medula 6ssea

O sangue circulante foi obtido através da puncéo da aorta abdominal e as
células da medula éssea foram obtidas através da vivissec¢cdo nos animais para
retirada do fémur, mantendo as epifises preservadas. Ap0s a extracdo as epifises
foram removidas e o canal medular foi lavado com 2 mL de meio RPMI 1640 (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, USA), utilizando-se seringa de 3 mL e agulha de calibre 13
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mm. A suspensdo celular foi colocada em tubos falcon, cuidadosamente
homogeneizada com pipeta tipo Pasteur e mantida em banho de gelo. O ndmero
total de células foi quantificado com auxilio da camara de Neubauer, apos diluicdo
de 1:20 com liquido de Turk. A contagem diferencial de leucocitos no sangue
periférico foi realizada em esfregaco, os quais foram fixados em laminas, corados
com solucdo corante de May Grumwald-Giemsa. Os esfregacos foram analisados
em microscopio 6ptico com objetiva de imersédo (aumento de 100 vezes).

A quantidade de granulécitos na medula foi realizada por citometria de fluxo
utilizando o equipamento FACScalibur (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA).
Os leucdcitos obtidos da medula 6ssea foram incubados com anticorpo monoclonal
anti-granulécito Ly6G (FITC; BD Pharmigen, San Jose, CA, USA). O anticorpo foi
diluido 1:100 em PBS e a incubacéo foi realizada por 20 minutos a 4°C, sob
protecdo da luz. Imediatamente ap0s a incubacéo foi realizada a analise e os sinais
Opticos emitidos foram convertidos em sinais eletrbnicos, permitindo a leitura
computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, USA) pelo software FlowJo. Os
dados de 10.000 células foram obtidos sendo somente considerados os leucocitos
com morfologia vidvel para analise. Os resultados foram expressos utilizando o

numero absoluto de células.

3.8 Deplecao de neutroéfilos circulantes

Para deplecdo dos neutréfilos circulantes camundongos Swiss foram pré-
tratados 48 horas antes do experimento de inducédo de Ulcera gastrica com solucdo
de Et/HCI com 50 uL de anticorpo anti-granuldcito (Anti-Ly6G, eBioscience) ou PBS
estéril. A mensuracdo da quantidade total e diferencial de células foi realizada em 24
e 48 horas, utilizando camara de Neubauer e esfregaco sanguineo,

respectivamente.

3.9 Quantificagdo da expresséao proteica de iNOS, eNOS e PPARy

A quantificacdo da expressao proteica de INOS, eNOS e PPARy foram
realizadas por Western Blot, a proteina dos estobmagos foi extraida em tampao Tris
(50 mM, pH 7.4) contendo leupeptina (10 pg/mL), inibidor de tripsina (10 pg/ml),
aprotinina (2 ug/mL) e PMSF (1 mM). As proteinas do homogenato foram separadas



42

utilizando gel de poliacriacrilamida (SDS-PAPE; 7% ou 12%) de acordo com
Laemmli (1970) e foram transferidas eletroforeticamente para membranas de
nitrocelulose. Apos o bloqueio de sitios inespecificos com caseina 1%, as
membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario contra iINOS (500
ng/mL; BD Transduction Laboratories, USA), eNOS (500ng/mL; BD Transduction
Laboratories, USA) ou PPARYy (500 ng/mL; Santa Cruz, USA). As membranas foram
lavadas com tampéo Tris contendo 0,1% de Tween-20 e incubadas com anticorpo
secundério. Um ensaio de quimioluminescéncia (HRP SuperSignalWestPico; Pierce,
EUA) foi utilizado para detectar as bandas imunorreativas. As intensidades das
bandas foram estimadas por analise de densitometria e foram comparadas com a

intensidade da expressao de [3-actina.

3.10 Expressao génica de PPARy

A transcricdo de RNAm foi quantificada em amostras de tecido estomacal por
PCR-real time (RT-PCR). As amostras foram estocadas a -80°C em tubos livres de
RNA e solugcéo de lise. As amostras foram homogeneizadas por centrifugacao e
entdo digeridas com proteinase K (200ug/mL em solugcédo de lise) por 12 horas a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 14,000 rpm por 5 minutos
e a fase aquosa contendo RNA foi separada. A extracédo total de RNA foi realizada
com ABI PRISM 6100 &cido nucléico prepstation (Appplied Biosystem, USA). O RNA
foi seco utilizando um secador UNIVAPO 100H (UNIEQUIP). Subsequentemente, o
RNA foi dissolvido em agua livre de RNA (agua DEPC) para quantificacdo da
guantidade de RNA (ND-420, Nanodrop technology). A qualidade do acido nucléico
foi avaliada através da medicéo da relacdo A260/A280. Dez microlitros de RNA total
foram utilizadas para a reacdo de RT seguindo o protocolo do fabricante (kit High
Capacity cDNA Archive, Applied Biosystems, EUA). O cDNA foi entdo amplificado
por PCR em tempo real. A mistura de reacao continha TagMan DNA polimerase (®
TagMan Universal PCR Master Mix 2X) e os iniciadores. O PCR em tempo real foi
realizada em equipamento PRISM 7000 Sequence Detection System ABI (Applied
Biosystems, EUA).
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3.11 Atividade das enzimas antioxidantes no estdmago

3.11.1 Determinacao da atividade da Glutationa peroxidase (GPx )

O homogenato de tecido estomacal foi diluido em tampéao fosfato (1:10). Em
100 uL desta solugao foi adicionado 50 pL H,O, (0,25 mM), 20 uL de Glutationa
Reduzida (GSH) (10 mM), 20 yL NADPH (4mM), 10 pyL de enzima glutationa
redutase em PBS, pH 7,8. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 365 nm. Os

resultados foram expressos em mM/mim por mg de proteina.

3.11.2 Determinacdo da atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade dessa enzima foi determinada por espectrofotometria através da
oxidacdo de NADPH a 340 nm. A reacdo enzimatica foi constituida de 100 uL do
homogenato previamente diluido em tampao fosfato (1:10), 50 yL de tampéao fosfato
(1M), pH=7, 10 pL de EDTA (0,2 mM, 20 pL de GSSG (1 mM) e 20 yL de NADPH
(0,1 mM). O consumo de NADPH foi determinado pela diminuicdo da absorbancia a
340 nm. A atividade da enzima foi expressa em mM NADPH consumido/min/mg de

proteina. O coeficiente de extingdo para o NADPH foi 6,22 M™* cm™.

3.11.3 Determinacao da atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da reducdo do NBT (nitro
blue tetrazolium) pelo radical supéroxido gerado através do sistema hipoxantina/
xantina oxidase a 37°C. O homogenato de tecido foi diluido em tampéo fosfato (1:
10). Em 100 pL desta solugao, foram adicionados 40 puL de tampao fosfato 0,1 M
(pH: 7.4), xantina 0.07U/mL, 20 yL de hipoxantina (100 uM) e 20 pL de NBT. A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos

em U/mg de proteina.

3.11.4 Determinacgéo da atividade da Catalase (CAT)

A mucosa gastrica foi homogeneizada em tampéao fosfato pH 6,5. Em uma

cubeta de quartzo, 10 yL da amostra diluida foi adicionado a 990 pL de solugéo
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reacdo 20 mM (Tampao Tris/ EDTA 5mM, pH 8,0 + perdxido de hidrogénio 30% +
agua miliQ), foram feitas 2 réplicas de cada amostra. A absorbancia foi medida em

comprimento de onda de 240 nm.

3.12 Ulcera aguda induzida por indometacina

Foi empregada a metodologia descrita por Rainsford & Whitehouse, (2000),
com algumas modificacbes. Camundongos Swiss foram divididos em diferentes
grupos (n=6) que foram pré-tratados por via oral com pioglitazona (40 mg/kg), LYSO-
7 (50 mg/kg) ou veiculo. Apés uma hora, os animais receberam 100 mg/kg de
indometacina (v.0). Ap6s quatro horas da administracdo de indometacina os animais
foram sacrificados e os estbmagos retirados e abertos ao longo da curvatura maior,
esticados e fotografados, as imagens foram captadas e analisadas pelo software de
andlise de imagens EARP, a fim de determinar-se a porcentagem de area lesada. A
partir do estbmago dos animais submetidos ao ensaio de Ulcera aguda induzida por
indometacina foi preparado um homogenato para a quantificacdo da concentracao
de PGE2 (ELISA), IL-6, IL-10 e TNFa (CBA).

3.13 Parametros de secrec¢ao gastrica

Este experimento foi realizado conforme o método descrito por Shay et al.
(1945), com algumas modificacbes. Camundongos Swiss foram divididos em
diferentes grupos (n=6). Em seguida foram anestesiados e submetidos a uma
incisdo longitudinal abaixo ao processo apdfise xiféide, para amarracéo do piloro e a
administracdo por via intraduodenal dos diferentes tratamentos: veiculo, omeprazol
(30 mg/kg) ou LYSO-7 (50 mg/kg). Apds os tratamentos, as incisdes foram suturadas
e quatro horas ap0s a cirurgia 0s animais foram anestesiados e sacrificados. As
incisbes foram reabertas e apds pincamento da valvula cardia (para evitar-se a
perda do conteudo gastrico) o estbmago foi retirado. O conteddo estomacal foi
coletado e foram analisados os parametros: pH e concentracdo de ions hidrogénio.
Apos a determinacao do pH, foi adicionado 5 mL de agua destilada a amostra e esta
foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi titulado com solugéo
de hidroxido de sodio 0,01 N, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Os

resultados foram expressos em pH e mEqg/L/4h (Concentracdo de ions hidrogénio).
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3.14 Ulcera cronica induzida por acido acético

Foi utilizada a metodologia descrita por Takagi (1969), com algumas
modificagdes. Camundongos Balb/C WT e ANXA1™ foram divididos em diferentes
grupos (n=5). Em seguida foram anestesiados e submetidos a uma incisao
longitudinal abaixo ao processo apdfise xiféide. Apos a exposicdo do estbmago, foi
injetado na camada subserosa da parede externa do 6rgado 20 pL de solucédo de
acido acético 20%, na face posterior. O local foi pressionado por 30 segundos para
evitar o extravasamento do liquido injetado. Cuidadosamente o estémago foi lavado
com solucdo salina 0,9% e entdo foi feita a sutura da parede abdominal. No dia
seguinte apoés a cirurgia, foi dado inicio ao tratamento que teve duracdo de sete dias.
Os animais receberam por via oral veiculo, 50 mg/kg de LYSO-7 ou bezafibrato 50
mg/kg. Apés 7 dias de tratamento os animais foram sacrificados, e os estdmagos
retirados e abertos ao longo da grande curvatura. As imagens foram captadas e
analisadas pelo software de analise de imagens EARP, a fim de determinar se
ocorreu regressdao da lesdo nos tratamentos quando comparados com O grupo

veiculo. Foi realizada a determinacéo da percentagem de area lesada.
3.15 Viabilidade

Neutroéfilos foram obtidos da cavidade peritoneal de animais Balb/C WT e
ANXA através da administracdo de glicogénio de ostra (0,1%, i.p., Sigma Aldrich).
Neutréfilos (1x10°) foram incubados (a 37°C com 5% CO,) na presenca ou auséncia
de LYSO-7 (1, 5 ou 10 uyM) por 24 horas. A viabilidade dos neutrofilos foi
determinada por ensaio de citometria de fluxo, usando marcacdo com a proteina
Anexina-V e lodeto de Propidio (PI), para mensuracdo de apoptose e necrose
celular, respectivamente. Posteriormente, as células foram transferidas para tubos
especificos para o ensaio de citometria de fluxo e incubadas com a proteina Anexina
V (conjugada com o fluorocromo FITC) diluida em tampé&o para anexina (1:100) e
com 10 yL de Pl na concentracdo de 50 ug/mL. Apds 15 minutos de incubagao, a
temperatura ambiente, solucdo tampéo de ligacdo de anexina foi adicionada aos
tubos e as amostras foram lidas em citbmetro de fluxo. Imediatamente apos a
analise e o0s sinais 6pticos emitidos foram convertidos em sinais eletrénicos,

permitindo a leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, USA) pelo
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software FlowJo. Os dados de 10.000 células foram obtidos sendo somente

considerados os leucocitos com morfologia viavel para analise.
3.16 Ensaio de Fagocitose e liberacdo de mediadores

Os macrofagos foram obtidos através da injecéo intraperitoneal de tioglicolato
de soédio 4% em camundongos Balb/C WT e ANXA1". Quatro dias ap6s a injecéo de
tioglicolato os animais foram anestesiados e a cavidade peritoneal foi lavada com
PBS estéril, as células, apds a centrifugacdo foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR). A suspenséo celular (1x10’ células/poco) foi
incubada em placa de 24 pocos, sobre laminula de vidro redonda, 2 horas, 37°C
com 5% CO, para a aderéncia dos macrofagos. Apos este periodo, 0os pocgos foram
lavados 3 vezes com PBS estéril para a retirada das células ndo aderidas e foram
adicionados os tratamentos (LYSO-7 1, 5 ou 10 uM), apés uma hora foram
adicionados 0s neutréfilos senescentes (1x10° neutréfilos/poco). Os neutréfilos
senescentes foram obtidos previamente da cavidade peritoneal de animais Balb/C
WT através da administracdo de glicogénio de ostra (0,1%, i.p., Sigma Aldrich) e
incubados em placa de 24 pocos, com meio RPMI (1x10° neutréfilos/mL), por 18 h a
37°C com 5% CO, para atingirem o estado de senescéncia. As laminulas foram
lavadas 1 vez com PBS para retirada do excesso de neutréfilos senescentes e
coradas com solucdo corante de May Grumwald-Giemsa (Sigma Aldrich), modificada
(ROSENFELD, 1947). Posteriormente, as laminulas secas foram coladas
inversamente em laminas de vidro com Balsamo do Canada (Synth, Diadema, SP,
BR). A leitura das laminas montadas foi realizada em microscopio Optico com
objetiva de imersédo (aumento de 100 vezes). Foram observados 500 macrofagos e o
resultado da fagocitose de neutrofilos senescentes foi expresso em porcentagem.
No sobrenadante do ensaio de fagocitose foram dosados os niveis de TNFaq, IL-10,

TGF-1B e VEGF de acordo as instru¢des do fabricante.
3.17 Expresséo de CD36 em macrofagos
A expressdo de CD36 em macrofagos foi realizada por citometria de fluxo

utilizando o equipamento FACScalibur (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA).

Os macrofagos foram obtidos através da injecao intraperitoneal de tioglicolato de
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s6dio 4% em camundongos Balb/C WT e ANXA1”. Quatro dias apds a injecéo de
tioglicolato os animais foram anestesiados e a cavidade peritoneal foi lavada com
PBS estéril, as células, apos a centrifugacao foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR). A suspensdo celular (1x10’ células/poco) foi
incubada na presenca ou auséncia de LYSO-7 durante 2 horas a 37°C com 5 %
CO,. Os macrofagos foram incubados com anticorpo monoclonal anti-CD36 (FITC;
BD Pharmigen, San Jose, CA, USA) e anti-F4/80 (PE-Cy5; BD Pharmigen, San
Jose, CA, USA). O anticorpo foi diluido 1:100 em PBS e a incubacéo foi realizada
por 20 minutos a 4°C, sob protecdo da luz. Imediatamente apds a incubacao foi
realizada a analise e o0s sinais Opticos emitidos foram convertidos em sinais
eletrbnicos, permitindo a leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA,
USA) pelo software FlowJo. Os dados de 10.000 células foram obtidos sendo
somente considerados os leucocitos com morfologia viavel para andlise. Os

resultados foram expressos utilizando o numero absoluto de células.

3.18 Expresséo proteica de ANXA1 e PPARy em macrofagos

Os macroéfagos foram obtidos através da injecéo intraperitoneal de tioglicolato
de sédio 4% em camundongos Balb/C WT e ANXA1". Quatro dias ap6s a injecdo de
tioglicolato os animais foram anestesiados e a cavidade peritoneal foi lavada com
PBS estéril, as células, apds a centrifugacdo foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR). A suspensdo celular (1x10’ células/poco) foi
incubada na presenca ou auséncia de LYSO-7 durante 2 horas a 37°C com 5 %CO..
Apés este periodo as células foram coletadas. A quantificacdo da expressao proteica
de ANXAL e PPARy foram realizadas por Western Blot, a proteina dos macrofagos
tratados ou ndo com LYSO-7 foi extraida em tamp&o Tris (50 mM, pH 7.4) contendo
leupeptina (10 ug/mL), inibidor de tripsina (10 pg/ml), aprotinina (2 ug/mL) e PMSF
(1 mM). As proteinas do homogenato foram separadas utilizando gel de
poliacriacrilamida (SDS-PAPE; 15%) de acordo com Laemmli (1970) e foram
transferidas eletroforeticamente para membranas de nitrocelulose. Apos o bloqueio
de sitios inespecificos com caseina 1%, as membranas foram incubadas overnight
com anticorpo primario contra ANXA1 (500 ng/mL; BD Transduction Laboratories,
USA) ou PPARYy (1 pg/mL, Abcam, San Francisco, CA, USA,). As membranas foram
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lavadas com tampéo Tris contendo 0,1% de Tween-20 e incubadas com anticorpo
secundério. Um ensaio de quimioluminescéncia (HRP SuperSignalWestPico; Pierce,
EUA) foi utilizado para detectar as bandas imunorreativas. As intensidades das
bandas foram estimadas por analise de densitometria e foram comparadas com a

intensidade da expressao de [3-actina.

3.19 Ensaios toxicolbgicos

3.19.1 Ensaio toxicolégico agudo: dose-fixa

ApoOs 12 horas de jejum os camundongos foram tratados com veiculo,
pioglitazona (2000 mg/kg) ou LYSO-7 (2000 mg/kg). ApGs a administragdo, durante
as primeiras 12 horas, nos periodos de 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas os
sinais toxicos de carater geral foram observados, sendo avaliados 0s seguintes
parametros: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, aperto da
cauda, contor¢cdo, trem posterior, tdnus corporal, forca de agarrar, ataxia, tremores
convulsdes, estimulacdes, cauda em straub, hipnose, anestesia, lacrimagéao, ptoses,
miccao, defecacdo, piloerecdo, respiracdo, cianose. A partir da 42 hora até 14 dias
apos a administracdo da dose, foi observado no 7° e 14° dia a variacdo de peso. Ao
fim do periodo de observacdo, foi contabilizado o nimero de mortes e todos os
animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados, sendo observadas as
caracteristicas macroscépicas dos pulmdes, rins, intestinos, figado, utero, baco e
coracao (OECD 420, 2001).

3.19.2 Ensaio toxicolégico crénico: Doses repetidas

Animais foram tratados diariamente durante 28 dias com veiculo, LYSO-7 (50
mg/kg) ou pioglitazona (50 mg/kg). A cada dois dias foram verificados o consumo de
racao e a variacdo de peso dos animais. Semanalmente foi mensurada a glicemia
dos animais utilizando aparelho de glicemia capilar. Apds 28 dias, 0os animais foram
anestesiados para retirada de sangue e coleta do lavado medular para verificagao

dos parametros citologicos. No sangue foram avaliados parametros hematologicos
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(hemograma completo), paréametros bioquimicos (Triglicerideos, colesterol total,
HDL, LDL, VLDL e glicemia) e enziméticos (ALT e gama-GT). Os érgaos, figado,
baco, pulméo, coracao, rim, pancreas, estbmago e intestino delgado foram retirados
para analise histologica (OECD 407, 1995).

3.19.3 Ensaio Micronucleo

Apébs 12 horas de jejum os camundongos foram tratados por gavagem com
veiculo, pioglitazona (2000 mg/kg), LYSO-7 (2000 mg/kg) ou MMS (50 mg/kg, i.p.,
grupo controle positivo). 24 h ap0s os tratamentos os animais foram anestesiados
para retirar os fémures. As células foram obtidas do canal medular que foi lavado
trés vezes com 1 mL de soro fetal bovino gelado. O material coletado foi submetido
a centrifugacdo a 1000g durante 10 minutos para formacdo do precipitado. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 500 pL de soro
fetal bovino. A viabilidade celular foi verificada utilizando a técnica de exclusdo por
azul de tripan 4%. Desta suspensao foram realizados os esfregacos das células. As
laminas foram fixadas e coradas pelo método de Rosenfeld.

Foram avaliados 1000 eventos por lamina aonde foram observados o niumero
de eritr6citos monocromaticos (EM) e policromaticos (EPC), a proporcao entre estes
e a avaliacdo de eritrocitos contendo micronucleo (EPCMN) (MAVOURNIN, et. al.,
1990; OECD, 1997; KRISHNA & HAYASHI, 2000).

3.20 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos serdo expressos em média + erro
padrdao da média (E.P.M.) e analisados estatisticamente por Teste “t” de student ou
pela andlise de variancia com comparacbes multiplas (ANOVA) e, quando
necessario, foram utilizados como pés-teste o Teste de Tukey-Kramer ou Dunett. Os
dados foram analisados no programa GraphPad Prism, admitindo como
significativamente estatistico o p<0,05. Bem como, foram correlacionado 0s
resultados obtidos neste estudo com os dados de estudos prévios reportados pela

literatura.
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4 RESULTADOS

4.1 LYSO-7 protege o tecido gastrico dos danos provocados pela

administracéo de Et/HCI

A administracdo oral de Et/HCI é um modelo experimental para induzir Ulcera
gastrica amplamente utilizado na literatura (MIZUI & DOTEUCHI, 1983; SUN et al.,
1991; LI et al., 2008). Utilizando esta metodologia foi possivel observar lesées no
tecido gastrico 1 hora apdés a administracéo da solucéo de Et/HCI. O pré-tratamento
com LYSO-7 diminuiu, de maneira dose-dependente, a lesdo do tecido gastrico

(Figura 6A e B).

Figura 6. Efeitos do tratamento oral com veiculo, bezafibrato ou LYSO-7 no modelo
de Ulcera gastrica aguda induzida por Et/HCI.
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Camundongos Swiss foram tratados 1 hora antes da administragdo da solugdo de Et/HCI. O tecido
gastrico foi removido cirurgicamente uma hora apdés a administragdo de Et/HCI. A) percentagem de
area lesionada; B) imagens representativas do tecido gastrico. Dados expressos como média + e.p.m.
de cinco animais em cada grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do pos-
teste de Dunnett. *p <0,05 vs veiculo.
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4.2 O tratamento in vivo com LYSO-7 aumenta a expressao génica e

proteica de PPARYy no tecido gastrico.

O composto LYSO-7 é uma molécula indol-tiazolidinica concebida para ser
um inibidor de COX e agonista PPAR pan (SANTIN et al., 2013a). Os resultados
obtidos mostram que o efeito protetor no modelo de Ulcera gastrica induzida por
Et/HCI é dependente da sua atividade sobre o receptor PPARY, pois o efeito protetor
sobre o tecido gastrico foi bloqgueado em camundongos pré-tratados com GW9962,
um reconhecido antagonista PPARYy (Figura 7A e B). Adicionalmente, o tratamento in
vivo com LYSO-7 provocou aumento na expressao proteica e génica de PPARy no
tecido gastrico de animais submetidos ao ensaio de Ulcera aguda induzida por
Et/HCI (Figura 8A, B e C).

Figura 7. Participacao do receptor PPARY no efeito protetor do composto LYSO-7 no
modelo de Ulcera aguda induzida por Et/HCI em camundongos
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Camundongos Swiss machos foram pré-tratados com GW9962 ou PBS (i.p.) e tratados com veiculo
ou LYSO-7 (p.o.) quinze minutos mais tarde. A solugdo de Et/HCI foi administrada 1 hora apos os
tratamentos. O tecido gastrico foi coletado 1 hora ap6s a administracao de Et/HCI. A) percentagem de
area lesionada; B) imagens representativas do tecido gastrico. Resultados expressos como media *
e.p.m. de 5 animais em cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do
pos-teste de Dunnett. **p <0,01 vs respectivo veiculo.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com LYSO-7 sobre a expressao proteica e génica
de PPARYy no tecido géstrico.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7, v.0., 1 hora antes da
administracdo oral da solucdo de Et/HCI. O tecido foi coletado 1 hora apds a administracdo de
solucdo de Et/HCI. A) expressdo génica de PPARy no tecido gastrico; B) expressdo proteica de
PPARYy no tecido gastrico; C) imagem representativa do gel de eletroforese. Resultados expressos
como media = e.p.m de 4 animais em cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
seguido do pds-teste de Tukey. *p<0,01 vs veiculo.

4.3 LYSO-7 néo interfere nos parametros de secrecéo gastrica

Os dados apresentados na tabela 1 mostram que o pH e a concentragédo de
fons H" no estbmago de animais submetidos a ligadura de piloro foram de 3,26 e
135,0, respectivamente. Estes valores foram modificados pelo tratamento com
omeprazol, o qual ocasionou um aumento no pH e uma reducéo na concentracéo de
jons H*. No entanto, o tratamento com LYSO-7 n&o alterou nenhum dos parametros

avaliados.
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Tabela 1. Efeitos do tratamento com omeprazol e LYSO-7 sobre os parametros de
secrecao géastrica obtidos em animais com ligadura de piloro.

Tratamento Dose pH [H+] mequiv./mL/4h
(mg/kg)
Veiculo - 3,26+ 0,12 135,0 £ 10,41
Omeprazol 30 4,24 £ 0,19* 62,5+ 5,18
LYSO-7 50 3,32+ 0,17 117,5 £ 18,33

Resultados expressos como media + e.p.m. de 5 animais por grupo. Analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA seguido pelo p6s-teste de Dunnett’s. *p<0,05 vs veiculo.

4.4 LYSO-7 inibe a migracédo de neutrofilos para o tecido gastrico

Embora a participagdo de neutréfilos nos danos induzidos pela administragéo
de Et/HCI ja tenha sido proposto por diversos autores, o seu real papel sobre o
processo ndo foi previamente mostrado. Assim, com o0 intuito de avaliar a
participacdo dos neutréfilos na lesdo gastrica induzida por Et/HCI animais foram pré-
tratados com 50 uL de anticorpo anti-granulécito (anti-Ly6G) ou PBS estéril pela via
intraperitoneal. Apds 24 e 48 horas, o sangue periférico foi coletado pela veia
submandibular para quantificar a percentagem de neutrdéfilos circulantes. Os dados
obtidos mostram que animais tratados com anticorpo monoclonal anti-granulécito
apresentam reducdo de 95% na quantidade de neutrdfilos circulantes apds 48 horas
(Figura 9A), bem como reducdo na extensdo da lesdo gastrica provocada pela
administracdo da solucdo de Et/HCI (Figura 9B e C) quando comparado a animais
pré-tratados com PBS. As imagens histoldgicas e a atividade da enzima MPO no
tecido gastrico reforca que os neutrofilos rapidamente se acumulam no tecido
gastrico apos a administracao de Et/HCI, efeitos estes que foram reduzidos pelo pré-
tratamento com LYSO-7 (Figuras 10A, B e C).

A andlise histolégica revelou ainda que o tecido gastrico de animais pré-
tratados com LYSO-7 apresenta leve descamacao das células que recobrem o

estbmago e uma baixa infiltracdo de leucécitos. No entanto, animais pré-tratados
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com veiculo apresentaram hemorragia, fortes danos glandulares e celulares é
infiltrac@o de leucdcitos (Figura 10C).

O composto LYSO-7 também inibiu a mobilizacdo de neutréfilos da medula
Ossea para o sangue periférico, pois a reducdo e aumento do niumero de neutrofilos
na medula 6ssea e no sangue, respectivamente, observados em animais tratados
somente com o veiculo foram revertidos em animais tratados com LYSO-7. Os
valores obtidos em animais tratados com a LYSO-7 foram equivalentes aos
observados em animais naive, que ndo receberam nenhum tratamento (Figura 10D
e E).

Figura 9. Participacdo dos neutrofilos no dano gastrico provocado pela solucdo de
Et/HCI.
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Camundongos Swiss machos foram pré-tratados com PBS ou anticorpo anti-granulécito (i.p.), o
sangue foi coletado em 24 e 48 horas ap6s. A solugdo de Et/HCI foi administrada, v.0. 48 horas mais
tarde. O tecido gastrico foi coletado apds 1 hora da administracdo de Et/HCI. A) Numero de
neutréfilos no sangue; B) percentagem de lesdo gastrica; C) imagens representativas do tecido
gastrico. Resultados expressos como media + e.p.m de 4 animais em cada grupo. Analise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA seguido do pds-teste de Dunnett. *p<0,05 e ***p <0,001 vs PBS.
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Figura 10. Efeitos da LYSO-7 sobre o trafego de neutrdéfilos na vigéncia de Ulcera
aguda induzida por Et/HCI em camundongos.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7 1 hora antes da administracéo
oral da solucéo de Et/HCI e o tecido gastrico, sangue e o perfusato da medula dssea foram coletados
1 hora mais tarde. A) atividade da enzima MPO no tecido gastrico; B) nimero de leucdcitos no tecido
gastrico; C) imagem representativa da infiltragdo de leucécitos e danos no tecido gastrico (aumento
de 100x e 400x); D) nimero de granul6écitos na medula 6ssea; E) nimero de neutréfilos na
circulacdo. Resultados expressos como media + e.p.m. de 5 animais em cada grupo. Analise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do pdés-teste de Tukey. *p <0,05; **p <0,01 vs
veiculo; *p<0,05; *#p<0,01 vs naive.
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4.5 LYSO-7 reverte a estase do fluxo sanguineo no tecido gastrico
induzido por Et/HCI. Efeito mediado pelo NO

A analise da rede microcirculatéria utilizando a técnica de microscopia
intravital em animais anestesiados foi realizada para verificar possiveis alteracdes
microcirculatorias no estbmago. Cabe ressaltar que o estudo de microscopia
intravital realizado neste trabalho difere de outras metodologias j& relatadas na
literatura (OHNO et al., 1995), uma vez que o protocolo realizado nao requer
manipulacdo cirdrgica (realizacdo de incisdes) no estdbmago, somente a
exteriorizacdo do orgdo. Os resultados obtidos mostram que a administracdo de
Et/HCI causa rapida estase na rede microcirculatéria e que o pré-tratamento com
LYSO-7 inibiu este efeito (Figura 11A e B).

O NO tem sido proposto com um importante mediador endégeno de protecao
contra lesBes gastricas induzidas por diferentes agentes. Os resultados obtidos
mostram que o pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo especifico da sintese
de NO, ocasiona aumento nas lesbes provocadas pelo EtHCI e, inibe,
parcialmente, os efeitos protetores da LYSO-7 (Figura 11C e D). Ainda, o pré-
tratamento com L-NAME, bloqueou a acdo da LYSO-7 sobre o fluxo sanguineo na
microcirculacao géstrica (Figura 11E e F), mas ndo alterou o bloqueio sobre o influxo
de neutrdfilos no tecido gastrico causado pela LYSO-7 (Figura 11G).
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Figura 11. Efeitos da LYSO-7 sobre o fluxo sanguineo da microcirculacdo no tecido
gastrico apds administracédo de Et/HCI.
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Camundongos Swiss machos foram pré-tratados com L-NAME (i.p.) e 15 minutos mais tarde foram
tratados com veiculo ou LYSO-7, v.0.. Solugcdo de Et/HCI foi administrada 1 horas mais tarde. O
tecido gastrico foi cirurgicamente exposto para observagdo in situ por microscopia intravital 1 hora
depois dos tratamentos. A) percentagem de vénulas em processo de estase; B) imagem
representativa das vénulas na microcirculagéo gastrica; C) percentagem de area lesada; D) imagens
representativas do tecido géastrico; E) percentagem de vénulas em processo de estase; F) imagem
representativa das vénulas na microcirculacdo gastrica; G) atividade da MPO no tecido gastrico. As
setas brancas indicam as vénulas em processo de estase. Resultados expressos como media +
e.p.m. de 5 animais em cada grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do
pos-teste de Tukey. **p<0,01 vs. veiculo; *p<0,05 vs. veiculo + L-NAME e “p<0.01 vs. naive.
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Com base na clara evidéncia da participacdo do NO sobre os efeitos
protetores da LYSO-7 no modelo de Ulcera induzida por Et/HCI, as a¢Bes do
composto LYSO-7 sobre a expressdo proteica das enzimas da NOS foram
investigadas no tecido gastrico. Os dados apresentados na Figura 12 mostram que o
tratamento com LYSO-7 foi capaz de diminuir a expressao de iNOS e aumentar a
expressdo de eNOS no tecido gastrico (Figura 12A, B e C).

Figura 12. Efeitos do composto LYSO-7 sobre a expressdao da NOS em animais
submetidos ao ensaio de Ulcera aguda induzida por Et/HCI.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7, v.0., 1 hora antes da
administragdo oral da solucéo de Et/HCI. O tecido gastrico foi coletado 1 hora apds a administragao
da solugcédo de Et/HCI. A) imagem representativa do gel de eletroforese; B) expressdo proteica de
INOS; C) expresséo proteica de eNOS. Resultados expressos como media + e.p.m. de 4 animais em
cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do pos-teste de Tukey.
*p<0,05 vs veiculo; “p<0,05 vs naive.
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4.6 LYSO-7 modifica o perfil das enzimas do sistema antioxidante

O perfil das enzimas do metabolismo antioxidante foi realizado no tecido
gastrico. A inducdo da ulcera gastrica com Et/HCI provocou elevagcédo na atividade
enzimatica da catalase e reduziu a atividade da SOD, GPx, GR e GST. O pré-
tratamento com LYSO-7 aumentou a atividade da catalase e SOD, e restaurou 0s
niveis das enzimas GPx, GST e GR a parametros semelhantes aos encontrados em

tecidos coletados de animais naive (Figura 13 e 14).

Figura 13. Efeito do composto LYSO-7 sobre atividade enzimatica no estbmago de
animais submetidos ao ensaio de Ulcera aguda induzida por Et/HCI.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7, v.o., 1 hora antes da
administracdo oral da solucéo de Et/HCI. O tecido géstrico foi coletado 1 hora apds a administragao
da solucdo de Et/HCI. A) Superéxido dismutase (SOD) e B) Catalase (Cat). Resultados expressos
como média + e.p.m de 5 animais. Comparac¢éo estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguida
pelo pés-teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 vs veiculo; “p<0,01 e **p<0,001 vs naive.
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Figura 14. Efeitos do composto LYSO-7 sobre a atividade enzimatica no estbmago
de animais submetidos a Ulcera aguda induzida por Et/HCI.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7, v.0., 1 hora antes da
administragdo oral da solu¢@o de Et/HCI. O tecido gastrico foi coletado 1 hora apés a administracéo
da solucdo de Et/HCI. A) Glutationa peroxidase (GPx); B) Glutationa redutase (GR); C) Glutationa
transferase (GST). Resultados expressos como média + e.p.m. de 5 animais. Comparagao estatistica
foi realizada utilizando ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey. *p<0,05 vs veiculo e #p<0,05,
#h<0,01 vs naive.

4.7 LYSO-7 inibe a lesdo induzida pela administracdo aguda de

indometacina

O tratamento com LYSO-7 reduziu significativamente a area lesada provocada
pela administracdo de indometacina em comparagdo a area lesada de animais
tratados com veiculo (Figura 15A). A analise do mediador inflamatério PGE2 no
homogenato de estbmago dos animais submetidos ao ensaio mostrou que a
administragcdo de indometacina ocasiona diminuicdo na concentracdo de PGE2. O

tratamento com LYSO-7 néo foi capaz de prevenir a diminuicdo na concentracao de
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PGE2 (Figura 15B). Entretanto, o pré-tratamento com LYSO-7 foi capaz de diminuir
a concentracdo de TNFo e aumentar os niveis de IL-10 no tecido gastrico (Figura

15C e E). Os niveis de IL-6 ndo foram alterados (Figura 15D).

Figura 15. Efeitos do composto LYSO-7 sobre a uUlcera aguda induzida por
indometacina.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com veiculo ou LYSO-7, v.0., 1 hora antes da
administracdo de indometacina. O tecido géstrico foi coletado 1 hora apds a administracdo de
indometacina. A) Percentagem de é&rea lesada; B) concentracdo de PGE2; C) Concentracdo de
TNFa; D) Concentragdo de IL-6; E) Concentracdo de IL-10. Dados expressos como média + e.p.m.
de 5 animais por grupo. Andlise estatistica realizada utilizando ANOVA seguida dos pés-teste de
Dunnett’s. *p<0,001 ou **p<0,01 vs veiculo.

4.8 LYSO-7 diminui a area lesada no modelo de Ulcera cronica

O modelo de ulcera crbnica, induzida por acido acético a partir de uma injecao
na camada subserosa do estdbmago, foi caracterizado a partir da analise
macroscopica do estdbmago de animais submetidos ao ensaio (Figura 16C). Vale
ressaltar que estes ensaios foram conduzidos em camundongos da linhagem
Balb/C, uma vez que se tinha o objetivo de investigar o papel da ANXAL nos efeitos
induzidos pela LYSO-7. Os animais nocautes para ANXAL sao da linhagem Balb/C e

assim, neste estudo, os animais controles passaram a ser denominados de WT e 0s
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nocautes de ANXA1". A injecao de 20 pL de uma solugao de acido acético a 20% foi
suficiente para evocar leséo local e extensiva no tecido gastrico (Figura 16A). Os
resultados obtidos mostram que os tratamentos com LYSO-7 (50 mg/kg) ou
bezafibrato (50 mg/kg) diminuiram significativamente a porcentagem de area lesada
quando comparado a animais tratados com veiculo.

A inducdo da Ulcera cronica em animais ANXA1™” foi mais acentuada que a
observada em animais WT (Figura 16C). O tratamento com LYSO-7 ou bezafibrato
nao foram tdo eficientes em animais ANXA1” como em animais WT, uma vez que a
porcentagem de reducdo da lesdo géstrica causada tanto pelo bezafibrato como
pela LYSO-7 foi menor em animais deficientes de ANXAL (Figura 16B).

Figura 16. Efeitos do composto LYSO-7 na resolucao da ulcera crénica induzida por
acido acético.
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Camundongos machos Balb/C WT e ANXA1" foram submetidos a inducdo de Ulcera crbnica por
acido acético. 24 h apos do procedimento cirargico, os animais foram tratados com veiculo,
bezafibrato (50 mg/kg) ou LYSO-7 (50 mg/kg) durante sete dias e os animais foram sacrificados 24 h
apos a Ultima dose dos tratamentos. A) Percentagem de area lesada; B) Percentagem de reducéo da
lesdo em relacdo ao veiculo; C) imagem representativa do tecido géastrico. Dados expressos como
média + e.p.m. de 5 animais por grupo. Andlise estatistica realizada utilizando ANOVA seguida dos
pos-teste de Tukey. **p<0,001 vs veiculo WT ou vs mesmo grupo WT; **¥p<0,001 vs veiculo
ANXAL", #p<0,01 vs veiculo WT. As setas pretas indicam a localizacdo das lesdes no tecido
gastrico.
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4.9 LYSO-7 induz a apoptose de neutréfilos

Dados obtidos pela técnica de citometria de fluxo, utilizando marcador de
apoptose anexina V ou iodeto de propidio para necrose, mostram que o tratamento
in vitro com LYSO-7, na dose de 10 yM, durante 24 horas aumenta o nimero de
neutrofilos em apoptose (Figura 17A), sem alterar a porcentagem de células em
apoptose tardia (Figura 17B). Neutréfilos provenientes de animais ANXA1”
apresentaram maior porcentagem de neutrofilos em processo de apoptose e em
apoptose tardia quando comparado a neutréfilos de animais WT. Os tratamentos

com LYSO-7 ndo alteraram estes padrdes de morte celular (Figura 17).

Figura 17. Efeitos do composto LYSO-7 sobre a apoptose de neutréfilos
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Neutréfilos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/C WT e ANXAL1™" 4 h apos a
injecdo intraperitoneal de glicogénio de ostra (1%, 3 mL). Neutréfilos (1x106) foram incubados com
veiculo ou LYSO-7 (1, 5 e 10 uM) por 24 horas. Apos este periodo os neutrofilos foram incubados
com Anexina V e PI. Os resultados expressam média + e.p.m. de células obtidas de 4 animais. A)
Percentagem de apoptose; B) Percentagem de apoptose tardia. *p<0,05 vs basal, #p<0,05 VS
respectivo valor no animal WT.

4.10 LYSO-7 aumenta a fagocitose de neutréfilos apoptéticos. Efeito
dependente de ANXA1

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram que a LYSO-7 aumenta a

fagocitose de neutrdéfilos apoptoéticos por macréfagos peritoneais, de maneira dose-
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dependente. Em macréfagos provenientes de animais deficientes de ANXAL, o
tratamento com LYSO-7 néo induziu aumento da atividade fagocitica (Figura 18A).
O aumento do indice de fagocitose acarretado pela LYSO-7 pode ser evidenciado
pelas imagens obtidas das laminas de fagocitose de animais WT tratados com
LYSO-7 (Figura 18B). Diferentemente, observa-se que macréfagos de animais
deficientes de ANXA1 se aproximam de neutrofilos apoptoéticos, porém ndo ocorre a

fagocitose (Figura 18B).

Figura 18. Efeitos da LYSO-7 sobre a fagocitose de neutréfilos apoptoéticos por
macroéfagos.
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Macréfagos de animais Balb/C WT e ANXA1" foram tratados ou ndo com LYSO-7 durante 1 hora. Os
neutréfilos foram incubados por 18 horas para se tornarem apoptéticos e incubados com os
macréfagos por 2 horas. A) Percentagem de fagocitose (indica o niumero de macréfagos que
fagocitaram neutréfilos apoptéticos), mensurada por microscopia Optica; B) imagem ilustrativa do
ensaio de fagocitose, a seta preta indica um macréfago que fogocitou neutréfilo apoptotico. A seta
vermelha indica macré6fagos que nao fagocitaram neutréfilos apoptoéticos. Dados expressos como
média + e.p.m. de macrofagos obtidos de cinco animais por grupo. Analise estatistica realizada
utilizando ANOVA seguida dos pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs basal; “p<0,05;
#p<0,01; **p<0,001 vs respectivo valor do animal WT.
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4.11 LYSO-7 diminui a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e

aumenta a liberacdo de citocinas pro-resolutérias.

Um importante fator na resolucdo do processo inflamatério é o bloqueio na
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e o aumento na liberacdo de mediadores
anti-inflamatdrios (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). Neste contexto, foi mensurado a
concentracdo de TNFa, IL-10, TGF-18 e VEGF no sobrenadante do ensaio de
fagocitose de neutréfilos apoptoéticos por macréfagos peritoneais. Os dados obtidos
mostram que o tratamento in vitro com LYSO-7 diminui a liberagdo de TNFa e
aumenta a secre¢do de IL-10, TGF-1p e VEGF (Figura 19). Na cultura de
macrofagos de animais deficientes de ANXA1l, a LYSO-7 somente aumentou a
secrecgao de IL-10, sem alterar TNFa, TGF-1p e VEGF (Figura 19).

Figura 19. Efeitos da LYSO-7 sobre a secrecdo de mediadores quimicos por
macrofagos peritoneais na vigéncia de fagocitose de neutrofilos apoptoticos.
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Macrofagos de animais Balb/C WT e ANXA1™ foram tratados ou ndo com LYSO-7 durante 1 hora. Os
neutréfilos foram incubados por 18 horas para se tornarem apoptéticos e incubados com os
macrofagos por 2 horas. A mensuracdo dos niveis de mediadores quimicos foi realizada no
sobrenadante do ensaio de fagocitose de neutréfilos apoptéticos. A) TNFa; B) VEGF; C) IL-10; D)
TGF-1B. Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Analise estatistica
realizada utilizando ANOVA seguida dos poés-teste de Tukey. *p<0,05, p<0,01 vs basal; #p<0,05 S
respectivo valor no animal WT.
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4.12 O efeito da LYSO-7 sobre a fagocitose de neutréfilos apoptoticos

por macréfagos néo é dependente de CD36

O aumento na expressdao de CD36 tem sido estabelecido como um
mecanismo na fagocitose de células apoptoéticas. Estudos recentes tem demostrado
que agonistas PPARy aumentam a fagocitose de células apoptoéticas por
aumentarem a expressao deste receptor (ASADA et al., 2004; OLAGNIER et al.,
2011). No entanto, os dados obtidos mostram que o tratamento com LYSO-7 né&o
provoca aumento na expressao deste receptor em macrofagos obtidos de animais
WT e animais deficientes de ANXA1 (Figura 20).

Figura 20. Efeitos da LYSO-7 na expressdo de CD36 em macrofagos.
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Macréfagos de animais Balb/C WT e ANXA1" foram tratados ou ndo com LYSO-7 durante 1 hora. A
mensuracdo da expressdo de CD36 foi realizada por citometria de fluxo. A) Intensidade de
fluorescéncia média; B) Percentagem de células positivas para CD36. Dados expressos como média
+ e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica realizada utilizando ANOVA seguida dos pos-
teste de Tukey. *p<0,05 vs respectivo valor no animal WT.

4.13 Efeitos da LYSO-7 sobre a expresséo proteica de ANXALl e PPARy

em macrofagos

Os dados obtidos mostram que o tratamento com LYSO-7 nao provoca
aumento na expressao proteica de ANXA1 em macrofagos. No entanto, o tratamento
com LYSO-7, como esperado, aumentou a expressdo de PPARy. Porém,

interessantemente, macréfagos provenientes de animais ANXAL1” apresentam
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menor expressao de PPARy tanto em condicdo basal como tratada com LYSO-7
(Figura 21).

Figura 21. Expressao proteica de ANXA1 e PPARy em macrofagos.
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Macréfagos de animais Balb/C WT e ANXAL™ foram tratados ou ndo com LYSO-7 durante 1 hora. (A)
expressdo proteica de ANXAL e imagem representativa do gel de eletroforese; B) expresséo proteica
de PPARy e imagem representativa do gel de agarose. Resultados expressos como media * e.p.m.
de 4 animais em cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do pés-teste
de Tukey. **p<0,05 vs respectivo basal.

4.14 LYSO-7 néo provoca alteracdes toxicologicas agudas

Durante as primeiras 4 horas de observacdo p6s-administracao de LYSO-7 ou
pioglitazona (2000 mg/kg, v.0.) ndo foram verificadas alteracdes como irritabilidade,
resposta ao toque, contor¢do, alteragbes no trem posterior ou tdnus corporal,
tremores, convulsdes, movimento de straub, hipnose, sinais de anestesia, aumento
ou diminuicdo de defecacdo, piloerecdo ou cianose. Ndo foram encontradas
alteracdes relevantes nas visceras dos animais. Exames histopatolégicos ndo foram
necessarios, uma vez que nao foram observadas alteragfes na autépsia. Ainda nao
foram observadas variacdes de peso acumulado durante os 14 dias do experimento
(Figura 22).
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Figura 22. Variacdo de peso em animais submetidos ao ensaio de toxicologia aguda
dose-fixa.
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Camundongos Swiss machos foram tratados com uma Unica dose (2000 mg/kg, v.0.) de LYSO-7 ou
pioglitazona. Os animais foram pesados no 1°, 7 e 14° dia. Dados expressos como média + e.p.m. de
cinco animais por grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do pés-teste de
Tukey.

4.15 LYSO-7 nao provoca alteracdes no modelo de toxicologia crbénica

de doses-repetidas

O tratamento crbénico por 28 dias com LYSO-7 ndo provocou alteracfes
significativas na porcentagem de peso acumulado, consumo de ragao (Figura 23A e
B) e na concentracdo de glicose (pés-prandial) (Figura 24). No entanto, animais
tratados com pioglitazona apresentaram diminuicdo na variacdo de peso acumulado

guando comparado a animais naive e tratados com veiculo (Figura 23A).
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Figura 23. Variacdo de peso acumulado em animais tratados durante 28 dias com
veiculo, pioglitazona ou LYSO-7.
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Camundongos Swiss machos foram tratados uma vez ao dia durante 28 dias com LYSO-7 (50 mg/kg,
v.0.) ou pioglitazona (50 mg/kg, v.0). O peso dos animais e a quantidade de racdo consumida foi
avaliada a cada 3 dias. A) Variacdo de peso acumulado; B) Consumo de racdo. Dados expressos
como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
seguido do pdés-teste de Tukey. *p<0,05 vs veiculo.
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Figura 24. Variacdo na glicose poés-prandial de animais submetidos ao ensaio
toxicolégico de doses repetidas.
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Camundongos Swiss machos foram tratados uma vez ao dia durante 28 dias com LYSO-7 (50 mg/kg,
v.0.) ou pioglitazona (50 mg/kg, v.0). a cada 7 dias era realizada a mensuracéo da glicemia poés-
prandial. Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA seguido do pos-teste de Tukey.

Os parametros hematolégicos relacionados a classe eritrocitaria néo
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos avaliados (Tabela 2). Na
analise dos parametros leucocitarios, foi possivel verificar que o tratamento com
veiculo, pioglitazona ou LYSO-7 ocasiona diminui¢cdo no niumero de leucécitos totais,
diferenca resultante da diminuicdo no nimero de linfocitos e neutréfilos presentes no
sangue circulante (Tabela 3). Ndo foram encontradas diferencas na quantidade total
de leucécitos na medula 6ssea dos animais submetidos ao ensaio (dados nao
mostrados).
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos relacionadas a classe eritrocitaria em animais
submetidos ao ensaio toxicoldgico cronico de doses-repetidas.

Grupos RBC HGB HCT Plaquetas MCvV
6 3 3 3 3
10 /mm g/dL % 10 /mm fm
Naive 8,40+0,33 14,25+0,63 39,80+1,82 1183 +88,61 48,5+0,85

Veiculo 8,12+0,22 14,20+0,20 38,35+0,75 1109+72,10 47,5+0,47
Pioglitazona 8,29 + 0,34 14,20+0,54 39,20+1,87 1100 +25,62 47,0 +0,73

LYSO-7 7,36 £0,23 13,90+0,18 39,30+ 1,04 1390+ 104,3 47,0 +0,20

Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica realizada
utilizando ANOVA seguida dos pOs-teste de Tukey.

Tabela 3. Parametros hematoldgicos relacionados a classe leucocitaria em animais
submetidos ao ensaio toxicoldgico cronico de doses-repetidas.

Grupos Leuctcitos Neutréfilos Neutrédfilos Linfocitos  Linfocitos

3 3 3 3 3 3

10 /mm % 10 /mm % 10 /mm

Naive 3,20+£0,28 21+2,73 0,56 +0,03 77,5+286 2,57+0,26
Veiculo 1,95 +0,26* 18 +0,85 0,34 £ 0,05* 80,5+0,94 1,60+ 0,20*

Pioglitazona 1,80 £ 0,46* 15+ 3,55* 0,39 +0,07* 84,0+ 3,35 1,45+ 0,41*

LYSO-7 1,80+0,20* 19+2,15 0,37+0,04* 81,0+2,15 1,42 +0,16*

Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica realizada
utilizando ANOVA seguida dos pds-teste de Tukey. *p<0,05 vs naive.

Quanto aos parametros bioquimicos avaliados, foi possivel verificar que o
tratamento com LYSO-7 ou pioglitazona provoca aumento nos niveis de
triglicerideos apds 28 dias de tratamento quando comparado a animais do grupo

veiculo. No entanto, o tratamento com LYSO-7 ou pioglitazona ocasionou aumento
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nos niveis de HDL (Tabela 4). Para os demais parametros avaliados ndo foram

encontradas diferencas significativas.

Tabela 4. Parametros bioquimicos de animais submetidos ao ensaio toxicolégico
cronico de doses-repetidas.

Grupos ALT Gama GT Glicose

U/L U/L mg/dL

Naive 76,50 £13,12 51,00+9,29 152 +9,68
Veiculo 58,00 +£4,48 69,50 + 10,46 186 + 18,71

Pioglitazona 67,00 = 9,77 47,00 +7,58 150 + 8,68

LYSO-7 88,00+11,01 77,00+3,92 150+ 13,56
Colesterol

Grupos Triglicerideos Total HDL LDL VLDL

mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Naive 71,50 + 23,80 107 + 18,85 59+7,96 38,40+3,27 14,30+4,76
Veiculo 75,00 + 17,11 136 + 4,52 51+1,19 50,00+6,41 15,00+ 3,42
Pioglitazona 136,00 + 20,99 117 + 18,29 72 £2,97* 28,80+534 27,20+4,19
LYSO-7 168 + 25,84" 140 + 8,90 74 +573* 27,60+ 3,57 23,40 6,12

Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica realizada
utilizando ANOVA seguida dos p6s-teste de Tukey. *p<0,05 vs naive; #p<0,05 em vs veiculo.

Andlise histologica do coracédo, pulmdao, baco, figado, rim, estbmago, intestino
e pancreas foram realizados, no entanto nenhuma alteracdo morfologica foi
encontrada em animais tratados com veiculo, LYSO-7 ou pioglitazona (dados né&o

mostrados).
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4.16 LYSO-7 nédo provoca efeitos mutagénicos em eritrocitos

policromaticos da medula 6ssea.

A partir dos dados obtidos ndo foram encontradas diferencas em animais
tratados com uma unica dose de 2000 mg/kg de LYSO-7 ou pioglitazona no nimero
e porcentagem de microndcleos quando comparados a animais naive ou tratados
com veiculo (Tabela 5). Apenas o grupo controle positivo MMS 50 mg/kg, como ja
esperado, apresentou efeitos toxicos. Nao foram observados resultados significantes
no percentual entre eritrécitos policromaticos e monocromaticos (dados néo

mostrados).

Tabela 5. Percentagem de eritrcitos policrométicos (EPC) micronucleos (EPCMN)
no teste de micronucleos realizado com LYSO-7 e pioglitazona.

Grupo Dose EPCMN/1000 EPC
(mg/kg) NUumero %
Naive - 3,25+ 0,96 0,32 + 0,09
Veiculo - 4,33+ 0,49 0,43+0,04
LYSO-7 2000 3,66 + 0,55 0,36 + 0,05
Pioglitazona 2000 5,16 + 0,90 0,51 +0,09
MMS 50 41,63 £ 2,24* 4,16 £ 0,22*

Dados expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. Andlise estatistica realizada
utilizando ANOVA seguida dos p6s-teste de Tukey. *p<0,05 vs naive.
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5 DISCUSSAO

Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da Ulcera gastrica sdo
limitados a inibicAdo da secrecdo de acido gastrico pelas acdes de inibidores da
bomba de prétons e antagonista de histamina do tipo-2 (KRZNARIC et al., 2011).
Além de apresentarem um Unico mecanismo de acgdo, estes farmacos apresentam
uma série de efeitos adversos, por este motivo hd um esfor¢co na busca por novas
estratégias farmacologicas. Desta forma, utilizando diferentes modelos
experimentais de Ulcera gastrica, os dados obtidos no presente trabalho mostram
que a molécula indol-tiazolidinica agonista PPAR pan e inibidora de COX,
denominada LYSO-7, ndo altera os parametros de secrecdo gastrica, no entanto
promove gastroprotecdo por inibir o influxo de neutréfilos para o foco de lesédo e
manter o fluxo sanguineo na rede microcirculatéria do estdbmago, efeito este
mediado pelo NO. Adicionalmente, a LYSO-7 atua na resolucdo do processo
inflamatorio promovendo downregulation na secrecdo de mediadores inflamatorios,
apoptose e eferocitose de neutréfilos apoptaticos.

O Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) desenhou e sintetizou a molécula denominada
LYSO-7, ([5-(5-bromo-1H-indol-3-metieleno)-3-(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona)]), com o intuito de atuar como um agonista PPAR e inibidor de COX-1 e
COX-2. Uma série de ensaios in silico, in vitro e in vivo foram realizados para
caracterizar a LYSO-7. O efeito das moléculas tiazolidinicas ocorre pela ligacdo da
regido 2,4-diona ao receptor do acido retindide (RXR), acoplado aos PPARs para
formar complexos heterodiméricos, o qual se liga a elementos responsivos (PPRE),
e leva a regulacdo da transcricdo de genes (VAN BEEKUM et al., 2009;
DREIJERINK et al., 2009). Esta interacdo entre o composto LYSO-7 e o receptor,
bem como com as enzimas da COX, foi confirmado em estudos de docking
molecular. Ainda, ensaios de ativacdo transcricional mostraram que o composto
LYSO-7 liga-se as trés isoformas PPARa, PPARB/6 e PPARy, sendo assim
caracterizado como um agonista PPAR pan. Apesar do fato do composto LYSO-7
ser um agonista PPAR pan, com fraco efeito agonista sobre receptores PPARY, 0
efeito anti-inflamatério do composto LYSO-7 em neutréfilos é mediado

principalmente pela ativagdo de PPARYy, uma vez que a diminuicdo da secrecao de

IL-1B e NO foi inibida pela incubacdo com GW9962 (SANTIN et al., 2013a), como ja
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salientado, um antagonista de PPARy amplamente empregado para a identificacédo
do mecanismos de acdo de novas moléculas (TAKAGI et al, 2004; REDDY et al.,
2008; NAITO & YOSHIKAWA, 2010; LIM et al., 2012; MARTIN et al., 2012). Dados
da literatura sugerem que a ativacao parcial de receptores PPARy, ao invés da sua
total ativacdo, possa ser uma estratégia importante para melhorar a sensibilidade a
insulina e evitar efeitos desfavoraveis da ativacdo PPARy (COCK et al, 2004;
AMATO & NEVES, 2012). Assim, os estudos aqui conduzidos foram realizados para
validar a possivel aplicacao terapéutica do composto LYSO-7. Assim, verificamos a
citoprotecdo causada pelo LYSO-7 na Ulcera gastrica induzida pela solugdo de
Et/HCI e confirmamos os dados obtidos in vitro, uma vez que o tratamento com
LYSO-7 ocasionou aumento na expressao proteica e génica do receptor PPARy no
estbmago de animais e, ainda, o efeito citoprotetor da LYSO-7 in vivo foi inibido pelo
pré-tratamento com GW9962 (SANTIN et al., 2013b).

Baseado nos efeitos da LYSO-7 e na génese da Ulcera gastrica, onde o
influxo de células inflamatdrias, principalmente de neutrdfilos, tem sido descrito
como um suposto indutor do processo lesivo (WALLACE et al., 1995; BESERRA et
al.,, 2011), nos levou a estudar os mecanismo moleculares envolvidos na
citoprotecdo apresentada pela LYSO-7. A participacdo dos neutrofilos na lesdo
provocada pela administracéo de Et/HCI foi pela primeira vez evidenciada a partir do
resultados obtidos neste trabalho. A inducao da Ulcera géastrica com Et/HCI provocou
uma lesdo com caracteristica necrética e com acumulo de neutréfilos no tecido
gastrico, ja animais depletados de neutréfilos com anticorpo anti-granulécito
apresentaram significativa reducédo na area lesada (SANTIN et al., 2013b). Juntos,
esses dados corroboram que a inibicdo do recrutamento de neutréfilos possa ser um
importante alvo na terapia antitlcera (BAYIR et al., 2006; ROCHA et al., 2011),
mecanismo este apresentado pela LYSO-7, uma vez que animais tratados com
LYSO-7 apresentaram menor migracdo de neutréfilos para o tecido gastrico
(SANTIN et al., 2013b).

Varios estudos tem demonstrado o papel da ativagdo PPAR no influxo de
neutrofilos em diferentes modelos de inflamac&o sendo que a maioria dos trabalhos
mostra um efeito inibitério sobre o processo (CELINSKI et al., 2011; LONG et al.,
2011; FARNESI-DE-ASSUNCAO et al., 2012). A migracéo de neutrdfilos para o foco

inflamatorio € um evento complexo e altamente controlado por uma série de
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mediadores quimicos (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). Inicialmente a migracao
de neutréfilos depende de interagbes moleculares entre as membranas dos
leucdcitos circulantes e das células endoteliais, que sdo mediados pela expressao
de moléculas de adesdo na superficie de ambas as células. A CD62L medeia o
rolling de neutrofilos na margem do endotélio vascular e interage com carboidratos
constitutivos ou com CD62P e CD62E expressas nas células endoteliais (GREEN et
al., 2003, 2004; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). A CD62L é clivada pela acao
de metaloproteases sinalizando para uma posterior firme adesédo ao endotélio, a
qual é mediada por moléculas da familia das integrinas, especialmente a CD18, que
€ expressa por leucdcitos e interage com uma diversidade de componentes da
membrana endotelial e moléculas da superfamilia de imunoglobulinas. Por fim, os
neutréfilos transmigram entre as juncbes endoteliais através de interacdes
heterofilicas e homofilicas de moléculas da superfamilia de imunoglobulinas como,
por exemplo, CD31 (PECAM-1), para subsequente migracao para o foco inflamatério
(KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). Os efeitos apresentados pelos agonistas
PPAR envolvem a direta inibicdo da interacdo leucdcito endotélio e a quimiotaxia
(IMAMOTO et al., 2004; LIANG et al., 2010), bem como a secrecao de mediadores
quimiotaxicos (RICOTE et al., 1998; REILLY et al., 2000; WANG et al., 2001). De
fato, um estudo realizado em paralelo em nosso laboratério demostrou que a LYSO-
7 atua diretamente sobre as funcBes adesivas e locomotoras de neutrdfilos, pela
diminuicdo do numero de leucécitos em comportamento rolling e aderidos ao
endotélio microvascular do mesentério de ratos apés aplicacdo do fMLP. Estes
efeitos podem ser dependentes da acéo do LYSO-7 sobre a expressao de moléculas
de adeséo e sobre os mecanismos da locomocéao orientada, ja que a incubacéo de
neutréfilos com a LYSO-7 inibiu a expressao génica e proteica de CD62L e CD18, a
guimiotaxia, o influxo de calcio e a ativacdo do NFxB em neutréfilos estimulados com
fMLP (SANTIN et al., em anexo). Ainda, os resultados obtidos no presente trabalho
mostram, pela primeira vez, que um agonista PPAR afeta o trafego de neutrofilos da
medula 6ssea para 0 sangue, uma vez que a mobilizacdo de neutréfilos maduros
medulares para 0 sangue que ocorreu durante o desenvolvimento da Ulcera gastrica
foi abolida em animais tratados com LYSO-7 (SANTIN et al., 2013b).
Interessantemente, os efeitos sobre a migracdo de neutréfilos ndo foram
modificados em animais pré-tratados com L-NAME, um antagonista inespecifico das

NOS. Porém, de maneira diferente, a manutencédo do fluxo sanguineo na superficie
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da rede microcirculatéria da mucosa géstrica evocada pelo tratamento com LYSO-7
ocorre via NO e, esta parece ser dependente da reduzida e elevada expressao
proteica de INOS e eNOS, respectivamente. O papel benéfico do NO na Ulcera
géstrica foi elucidado em estudos in vivo empregando blogueadores da sintese de
INOS e eNOS, sendo que o blogueio da eNOS favoreceu o desenvolvimento de
lesdo gastrica, e o tratamento com doadores de NO foi capaz de reverter o efeito
lesivo (GUO et al.,, 2006; KATO et al., 2009; EL-DEMERDASH et al., 2010). A
maioria dos trabalhos descritos na literatura concluem que o equilibrio entre a
sintese de INOS/eNOS é capaz de proteger a mucosa gastrica de lesées (GUO et
al., 2006; MA & WALLACE, 2000; GUHA et al., 2010). Os resultados aqui obtidos
corroboram estes dados, uma vez que o composto LYSO-7 promoveu aumento na
expressao proteica de eNOS e diminuicdo da expressao proteica de iINOS no tecido
gastrico. Da mesma forma, a rosiglitazona, um conhecido agonista PPARYy, induziu
aumento na expressao de eNOS no tecido renal apos isquemia e reperfusdo (BETZ
et al., 2012), o telmisartan, um agonista PPARy e bloqueador do receptor de
angiotensina do tipo Il, diminuiu a resisténcia vascular na artéria mesentérica de
ratos, dependente da indugéo da expressédo de eNOS (YUEN et al., 2011), e o papel
antidepressivo e anticonvulsivante da pioglitazona também esta relacionado a maior
expressao de eNOS no cérebro (SADAGHIANI et at., 2011).

O estresse oxidativo é definido como uma perturbacdo da homeostasia
oxidante-antioxidante, e este desequilibrio leva a formacdo de ROS, sendo as
principais o anion superoxido e o radical hidroxila, os quais podem levar a leséo
celular (OCK et al., 2012). Ainda, as espécies reativas formadas a partir da acao do
acido gastrico podem alterar vias de sinalizacdo como a MAPK, NFkB e STAT3
(SOUZA et al., 2002; ABDEL-LATIF et al., 2004; DVORAK et al., 2007; TAMURA et
al., 2013). Assim como o &cido gastrico, a administracdo de Et/HCI| ocasiona
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio no estbmago, a qual tem
papel crucial no desenvolvimento de Ulceras gastricas. Este aumento é evidenciado
principalmente pela deplecdo da glutationa e liberacdo de &anions superodxido
(HIRAISHI et al.,, 1999). Além disso, a administracdo de etanol afeta também o
sistema enzimatico de defesa antioxidante enddégeno, provocando reducdo na
atividade das enzimas GPx, GR e GST (RUKKUMANI et al., 2004). Este ciclo “redox”

da glutationa exerce um papel fundamental na mucosa gastrica, prevenindo o
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surgimento de lesbes provocadas pela administragdo de etanol. Os dados aqui
apresentados corroboram esse mecanismo na génese da Ulcera gastrica, e mostram
que o tratamento com LYSO-7 é eficaz na manutencéo do ciclo-redox. Os efeitos
provocados pela LYSO-7 séo principalmente decorrentes do aumento na atividade
da catalase, que favorece a metabolizacdo do perdxido de hidrogénio em &agua
(OSHINO et al.,, 1973); inibicAo da atividade da SOD, o que pode gerar
concentracbes menores de peroxido de hidrogénio, agente com maior atividade
citotoxica que o composto original (YASUI & BABA, 2006; CHANDEL & BUDINGER,
2007) e o reestabelecimento da atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR.

A formacdo da Ulcera géastrica € decorrente do desequilibrio de fatores
protetores e agressores. PGE2 e PGI2 produzidas no estbmago pela COX-1
desempenham um importante papel na protecdo do epitélio gastrico, por aumentar a
secrecdo de muco e bicarbonato e também reduzir a migracdo leucocitaria
(WALLACE, 2008). Indometacina e outros AINES inibem a sintese de
prostaglandinas a partir do blogueio da COX-1 nas células epiteliais gastricas, sendo
este 0 mecanismo proposto para explicar o efeito ulcerogénico dos AINES. Nossos
dados mostram que o pré-tratamento com LYSO-7 reduz a les@o gastrica provocada
pela administracdo de indometacina, além de inibir a migracdo de neutrofilos para o
tecido gastrico lesado, corroborando dados obtidos no modelo de Ulcera aguda
induzida por Et/HCI. Ainda, o composto LYSO-7 nao previne a diminuicdo na
concentracdo de PGE2 no tecido gastrico, o que indica que este composto atua
independente desta via. Provavelmente, como ja demostrado anteriormente, o
mecanismo gastroprotetor compreende a inibicdo da migracdo de células
inflamatorias para o foco inflamatério. Desta forma, a menor concentracdo dos
mediadores inflamatorios observados nos tecido gastrico lesionado pode refletir o
menor numero de células infiltradas.

Tradicionalmente, a terapia antitlcera tem focado em estratégias que
diminuem a liberacdo de acido gastrico. Porém, estas terapias ndao tém como
mecanismo de acdo inibir o processo inflamatério gerado pela lesdo ulcerativa
gastrica. No entanto, passado alguns anos, tem sido reconhecido que novas
estratégias terapéuticas para processos inflamatorios em geral baseadas na pro-
resolucdo possuem potencial para o tratamento de varias condi¢des inflamatorias,
entre elas a Ulcera gastrica. De fato, a resolucdo da inflamacéo e considerada um

processo alvo, que é distinto do processo de inflamacédo aguda (LEE et al., 2012;
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ALESSANDRI et al., 2013; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). Com base nos resultados
anteriores que claramente mostraram a participacdo de neutréfilos na génese da
Ulcera gastrica nos dois modelos aqui empregados e que a LYSO-7 inibe o influxo
de neutrofilos na etapa inicial do desenvolvimento da lesédo, investigamos, também,
se a LYSO-7 poderia ser efetiva nos eventos de resolugdo da inflamacao. Assim,
empregamos o0 modelo de Ulcera crénica induzida por &cido acético. Este modelo € o
que reproduz com maior realidade a Ulcera gastrica humana, o ensaio consiste na
aplicacao de uma injecdo de acido acético na camada subserosa da parede externa
do estdbmago provocando uma lesdo profunda e necrética (DE PAULA et al., 2006).
Neste modelo experimental, os tratamentos com LYSO-7 ou bezafibrato, durante
sete dias, iniciado 24 horas apOs o inicio do processo, levaram a reducédo
significativa na area lesada.

Na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos neste processo,
investigamos, inicialmente, se a LYSO-7 poderia atuar via proteina ANXA1, que
como salientado na Introducdo, € uma proteina abundante no citoplasma de
neutroéfilos, macréfagos e mondcitos, e quando os leucdcitos sdo ativados, a ANXAL
€ secretada por diferentes mecanismos, sofre fosforilacdo dependente de célcio, e
assim interage com receptores FPR2/ALXR para controlar a adesao e migracao,
além de promover a apoptose de neutrofilos e mediar o clearence de neutréfilos por
macrofagos, desempenhando um papel fundamental na resolucdo do processo
inflamatorio (COORAY et al., 2013). Assim, observamos que a resolucdo da ulcera
géstrica foi menor nestes animais, sugerindo a participagcdo da proteina ANXAL1 na
acao resolutiva do composto LYSO-7.

Atualmente a resolucdo do processo inflamatorio pode ser dividida em trés
fases: downregulation na sinalizacdo pro-inflamatoria, apoptose de neutréfilos e a
fagocitose de neutrofilos apoptoéticos por macréfagos seguida da migracao para os
linfonodos (LEE & SURH, 2012; ALESSANDRI et al., 2013). O papel da LYSO-7 nas
fases do processo de resolucdo, bem como o envolvimento da ANXAL nos efeitos
da LYSO-7 passaram a ser estudadas em ensaios in vitro. Os dados obtidos
mostram que o composto LYSO-7 induz a apoptose de neutrofilos e que este efeito
pode ndo ser mediado pela ANXAL, ja que a elevada apoptose em neutrofilos
obtidos de animais ANXA1” n&do foi modificada pela LYSO-7. A literatura tem
mostrado que células apoptoticas induzem e ativam receptores PPARf/S,

aumentando a secrecdo de opsoninas, moléculas que fazem a ponte entre as
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células apoptéticas e os receptores de fagocitose (MUKUNDAN et al., 2009). Este
dado é bastante interessante, pois a ANXAL é uma importante proteina sinalizadora
de eat me, que sdo marcadores de superficie que identificam uma célula em
processo de morte (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). A apoptose celular assegura a
eficiente remocdo dos neutrofilos do tecido antes da ruptura da membrana e
liberacdo de mediadores citotoxicos, minimizando os danos ao tecido e a
perpetuacdo da resposta inflamatéria (ALESSANDRI et al., 2013)

A deficiéncia na eliminac&o de neutroéfilos apoptéticos tem sido associada com
a autoimunidade e inflamagédo cronica e a remocao eficiente destas células
apoptoéticas por macréfagos € crucial para a resolucdo do processo inflamatdrio
(ALESSANDRI et al., 2013). Os dados aqui obtidos mostram que a LYSO-7 favorece
a eferocitose, o que ndo foi observado em macrofagos deficientes de ANXALl. Em
conjunto, estes resultados mostraram que os efeitos de agonistas PPAR sobre a
eferocitose poderiam estar diretamente ligados a ANXAL. De fato, a ANXA1 é um
importante mediador na sinalizacdo de eat me do neutréfilo apoptético com os
receptores no macréfago, sendo responsavel, por exemplo, pela ligacdo da fosfatidil
serina ao seu receptor (ARUR et al., 2003). E importante ressaltar que esta é a
primeira vez que se reporta o papel da ANXA1 nos efeitos dos agonista PPAR na
fagocitose de neutréfilos apoptoticos.

O aumento na fagocitose evocado pelo tratamento com LYSO-7 pode ser
decorrente do aumento na expressao de receptores, como a fosfatidil serina e CD36,
gque sdo importantes na sinalizacdo de eat me. Trabalhos da literatura tem
demostrado que agonistas PPAR induzem a expressédo de CD36, com consequente
aumento na atividade fagocitica (ZHAO et al., 2009; OLAGNIER et al., 2011;
ROSZER et al., 2011). Porém, os resultados obtidos mostraram que a LYSO-7 néo
aumenta a expressdo de CD36 em macrofagos provenientes de animais WT ou
deficientes de ANXAL. Interessantemente, a expressdao de CD36 em animais
ANXA1” foi maior do que a verificada em animais WT. Este resultado ndo era
esperado uma vez que a CD36 é uma molécula que favorece a fagocitose que esta
reduzida em animais ANXAL1™”. Porém, ndo ha dados na literatura que permitam uma
discussédo mais aprofundada e resultados adicionais sdo necessarios para aquilatar
a importancia deste efeito.

Apés a eferocitose, os macréfagos sinalizam a inibicdo da secrecdo de

citocinas proé-inflamatoérias, e passam a sinalizar para secrecdo de citocinas anti-
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inflamatorias, mediadores lipidicos e fatores de crescimento (FADOK et al., 1998).
Os dados obtidos no sobrenadante do ensaio de fagocitose mostram que o
tratamento com LYSO-7 promoveu a diminuigdo nos niveis de TNFa e aumento na
liberacdo de IL-10, TGF-1B e VEGF. Diferentemente, este efeito ndo foi observado
no sobrenadante do ensaio de fagocitose utilizando macréfagos de animais
deficientes de ANXAL.

Os efeitos apresentados por macréfagos de animais WT tratados com LYSO-
7 sao, de acordo com a literatura, caracteristicos de macréfagos em fase de
resolucdo, uma vez que estes passam a secretar TGF-13, que € uma molécula
chave no clearance de células inflamatorias e no retorno da homeostasia do tecido
(ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). O TGF-1p contribui para a regeneraco tecidual e
na cicatrizagédo principalmente por promover: 1) a diferenciagdo de fibroblastos em
miofibroblastos; 2) expressdo de inibidores de metaloproteinases que regulam o
remodelamento da matriz extracelular; 3) sintese de colageno (ORTEGA-GOMEZ et
al., 2013). Macréfagos em fase de resolugdo também passam a secretar VEGF, um
importante fator de crescimento, assegurando a angiogénese e a restauracdo do
fornecimento de oxigénio para o tecido (KNIGHTON et al., 1983).

O envolvimento da ANXAL1l nas acbes da LYSO-7 foi corroborado pela
quantificacdo de mediadores anti-inflamatérios durante a fagocitose de neutrofilos
apoptéticos por macréfagos peritoneais obtidos de animais ANXA1”", uma vez que a
secrecdo de TNFq, IL-10, TGF-1p e VEGF nado foram modificadas na vigéncia de
tratamento com LYSO-7. Com o intuito de investigar os mecanismos envolvidos
duas hipoteses foram levantadas. Inicialmente inferimos, que a LYSO-7, apdés ligar-
se ao receptor PPARY, promoveria aumento na producéo e secrecao de ANXAL por
macrofagos. No entanto esta hipotese ndo foi confirmada, pois o tratamento com
LYSO-7 ndo aumentou a expresséao proteica de ANXAL1 em macréfagos de animais
WT. A segunda hipotese aventada seria modificacdes na expressdo ou ativacdo de
PPAR em macro6fagos de animais ANXA1™. Surpreendentemente, o resultado obtido
mostrou que macréfagos peritoneais de animais ANXA1” apresentam expressido
proteica reduzida de PPARy em condi¢gBes basais e, esta diferenca se mantém na
vigéncia de tratamento com o composto LYSO-7 quando comparado a macrofagos
provenientes de animais WT. Consideramos este resultado muito interessante,

considerando a importancia da ANXA1 e do PPAR na homeostasia e na regulagcéao
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de diferentes processos fisiopatologicos. Desta forma, esforcos do laboratério tém
sido realizados na tentativa de elucidar o mecanismo desta interacao.

De acordo com Balakumar et al. (2007) a ativacdo PPAR pan amplifica os
efeitos terapéuticos e reduz os efeitos adversos comuns em agonistas especificos,
por isto possiveis efeitos toxicos do composto LYSO-7 foram avaliados utilizando o
ensaio toxicologico agudo de dose-fixa. Neste ensaio foi possivel verificar que o
composto LYSO-7, bem como a pioglitazona, ndo apresentaram qualquer alteracéo
significativa no comportamento, bem como na avaliacdo macroscopica dos 0rgaos
24 horas e 14 dias ap0s a administracdo de 2000 mg/kg. A metodologia empregada
descrita pela OECD 420 (2001) permite uma classificagdo toxicolégica aguda,
utilizando o sistema de harmonizacéao global (GSH), sem pré-determinacédo de DL50.
Quando nenhuma morte e observada no decorrer do experimento, o0 GSH indica que
a substancia ou mistura de substancias que foram testadas até a categoria 4 (2000
mg/kg), € classificada na categoria 5 ou baixa toxicidade aguda, com DL50 superior
a 2000 mg/kg. Excepcionalmente, e apenas quando justificado por necessidades
legais especificas, o uso de um ensaio adicional utilizando dose fixa de 5000 mg/kg
pode ser considerado (OECD 420, 2001). No ensaio toxicolégico de doses-
repetidas, onde os animais foram tratados diariamente com LYSO-7 (50 mg/kg) ou
pioglitazona (40 mg/kg) durante 28 dias, os tratamentos ocasionaram diminuicao no
namero total de leucdcitos no sangue periférico, a diminuicdo foi dependente de um
menor namero de neutréfilos e linfocitos, no entanto, a diminuicdo ndo foi severa e
os valores nao ficaram fora dos valores considerados normais. Quanto a variacao de
peso, animais tratados com pioglitazona apresentam diminuicdo na porcentagem de
ganho de peso, sem alterar o consumo de racao, durante o experimento, este efeito
nao foi verificado com o composto LYSO-7.

Um importante fator a ser avaliado, principalmente tratando-se de novos
compostos, sdo seus efeitos mutagénicos. O ensaio micronicleo € um teste
citogénetico que permite detectar possiveis aberracbes cromossémicas em células
previamente expostas a agentes quimicos. O experimento é baseado na avaliacdo
do aumento na frequéncia de eritrécitos policromaticos com micronucleo (KRISHNA
& HAYASHI, 2000). Os dados obtidos mostram que o composto LYSO-7 e
pioglitazona ndo apresentam efeitos mutagénicos em eritrocitos policromaticos
utilizando a dose de 2000 mg/kg, quando comparado a animais tratados com MMS,

um conhecido agente que provoca aberracdes cromossomicas.
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Juntos, os dados obtidos mostram que a molécula indol-tiazolidinica LYSO-7,
atua como agonista PPAR pan, tendo seu efeito anti-inflamatorio e antitlcera in vivo
mediados pela ativacdo do receptor PPARYy, modula a migracdo de neutrofilos e o
fluxo sanguineo na microcirculacdo do tecido gastrico lesionado. Ainda, a
transativacao e transrepressao de eNOS e iNOS, respectivamente, parece ser um
mecanismo eficaz na homeostase vascular. Além destes efeitos, a LYSO-7 atua na
resolucdo do processo inflamatorio promovendo downregulation na secrecdo de
mediadores inflamatorios, apoptose e eferocitose de neutréfilos apoptoéticos, sem

apresentar efeitos toxicoldgicos nos modelos empregados.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o tratamento com
LYSO-7:

1) Diminui, de maneira dose-dependente, a lesédo do tecido géstrico provocada pela
administracdo de Et/HCI, sendo o efeito dependente da atividade PPARY;

2) Nao altera os parametros de secrecdo gastrica,;

3) Inibe o influxo de neutrofilos para o foco de leséo no tecido gastrico;

4) Inibe a estase microvascular provocada pela administracdo de Et/HCI, efeito
dependente de NO; evidenciado pela diminuicdo da expressdo de INOS e
aumento na expressao de eNOS;

5) Reestabelece a atividade das enzimas antioxidantes no modelo de Ulcera
induzida por Et/HCI.

Em conjunto estes dados mostram que a LYSO-7 € citoprotetor no modelo de
ulcera gastrica induzida pelo Et/HCI, dependente da atividade PPARy e da inibicao
do influxo neutrofilico e do balanco das atividades de eNOS e iINOS no tecido

gastrico;

6) Promove citoprotecdo no modelo de Ulcera induzida por indometacina, sendo que
a diminuicdo da concentracdo de TNFa e o aumento dos niveis de IL-10 no tecido
gastrico podem estar envolvidos no efeito observado;

7) Diminui a area lesada no modelo de ulcera cronica induzida por &cido acético,
efeito este dependente de ANXAL,

8) Induz a apoptose de neutrofilos proveniente de animais WT e estimula a
fagocitose de neutrdéfilos apoptéticos por macrofagos proveniente de animais WT ;
efeitos ndo observados em neutréfilos e macréfagos obtidos de animais
deficientes de ANXA1L,

9) Induz downregulation na secrecdo de mediadores inflamatérios durante o
processo de fagocitose de neutrofilos apoptéticos; efeito também dependente de
ANXAL,

10) Nao aumenta a expressao de CD36.
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11) Aumenta a expressdo proteica de PPARy, sem aumentar a expressao de
ANXAL.

Em conjunto, os dados obtidos mostram que a LYSO-7 é agente proé-
resolutivo na Ulcera gastrica croénica, e 0s mecanismos envolvidos podem estar
associados a sua atividade sobre a inducdo da apoptose de neutrofilos e da
fagocitose dos mesmos por macrofagos. Este dltimo efeito foi abolido em
macréfagos de animais ANXA1”, uma vez que a expressdo de PPARy nestas
células esté reduzida, mostrando, assim, o controle da ANXA1 na expressdo deste

receptor.
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GPCR-induced neutrophil adhesion and migration by acting on PPARY.
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ABSTRACT:



We have previously shown that LYSO-7, a PPAR pan agonist, present in vivo high
anti-inflammatory activity, which is related to impaired neutrophil influx into inflamed
cavities. Although it has been shown that PPAR agonists inhibit neutrophil functions,
the molecular mechanisms of actions are not elucidated. Here we investigated the
profile of PPAR isoforms expressed by neutrophils and the actions of LYSO-7 on
adhesive and locomotion activities evoked by G-protein coupled receptors (GPCR)
activation. Leukocyte-endothelial interactions were quantified by intravital
microscopy. Protein expression PPAR (western blot) and gene expression (RT-PCR)
of CD62L and CD18, neutrophil adhesion to primary culture of microvascular
endothelial cell (PMEC), neutrophil chemotaxis (multiwell chamber), intracellular
calcium levels (flow cytometer) and translocation of NF-xB were in vitro evaluated on
neutrophils obtained from peritoneal cavity of male Wistar rats. LYSO-7 or formyl-
methionyl-leucil-phenylalanine (fMLP) treatments enhanced neutrophil expression
PPARYy and /6, with marked increase on PPARYy expression. LYSO-7 pre-treatment
into mesenteric postcapillary venules decreased fMLP-induced leukocyte-endothelial
interactions. The direct action of LYSO-7 on neutrophils was observed by reduced
neutrophil adhesion to LPS-activated PMEC. These effects may reflect a direct
inhibitory action of LYSO-7 on NF-«xB nuclear translocation, impairing gene and,
consequently, membrane expression of CD62L and CD18 on neutrophils. Taken
together, data here obtained show that PPAR agonists acts through PPARy on
neutrophils, by blocking adhesive and locomotory functions evoked by GPCR
activation.

Keywords: intravital microscopy; CD62L; CD18; NF-«B; calcium.

INTRODUCTION



Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are transcription factors of
the nuclease hormone receptor superfamily, and their important role on the
regulation on metabolism, inflammation and immune responses have been fully
shown (Di Paola et al., 2011). Actually, three PPAR isoforms have been identified,
PPARa, PPARB/d and PPARy (Paterniti et al., 2012; Ahmadian et al., 2013), and a
diversity of studies have highlighted that activation of all isoforms is involved in the
control of inflammatory gene expression, and can negatively interfere with pro-
inflammatory transcription factor signaling pathways in inflammatory cells (Bishop-
Bailey and Bystrom, 2009). Although PPARs agonists have been fully clinically
employed by the beneficial effects to glucose and lipids metabolism and immune
system, their therapeutic efficacy has been discussed, especially to cause adverse
effects on the cardiovascular system and induce gain weight. Therefore, PPAR pan-
agonists have been proposed as a potential tool to amplify the therapeutic action and
reduce the mainly adverse effects (Feldman et al., 2008; Zhang et al., 2012). In this
context, we have shown that LYSO-7, the first indol-thiazolidiene PPAR pan agonist
described, induces a potent in vivo anti-inflammatory activity and lesser adverse
effects as compared to pioglitazone treatment, a PPARy agonist (Santin et al., 2013a,
2013b). The LYSO-7 in vivo anti-inflammatory activity was observed in experimental
models of acute inflammation, and a potent inhibition on neutrophil influx to inflamed
cavities was detected, suggesting that neutrophil adhesion and locomotory properties
could be a direct target of LYSO-7.

Neutrophils were used to be the relevant cell in the innate immune response;
nonetheless their actions on interface of innate/adaptative immune responses, as
well as their ability to display adaptative functions has been shown, which has

enhanced the importance of neutrophils in the host defense (Ostanin et al., 2011,



Puga et al., 2011; Kolaczkowska and Kubes, 2013). Neutrophils are rapidly mobilized
and are the first cells to arrive at the lesion site, where they phagocyte pathogens by
killing different mechanisms, as they release granules of enzymes or by the
generation of ROS (Li and Ng, 2012). Neutrophils express a wide range of
membrane receptors, such as adhesion molecules and chemoattractant receptors,
prompting them to react to exogenous stimuli and endogenous chemical mediators
(Li and Ng, 2012). Neutrophil recruitment is a complex process and involves a
cellular and molecular signaling. First, flowing neutrophils roll along the endothelium,
dependent on the binding of CD62L, which is expressed by activated leukocytes, and
interacts with constitutive carbohydrates, or even to CD62P or CD62E expressed on
endothelial cells (Green et al., 2004, Chavaski, 2012). The following, firm adhesion to
the endothelium is mediated by the expression and function of integrin family
molecules, especially CD18, by interacting with a diversity of endothelial membrane
components and immunoglobulin superfamily molecules, which is pivotal to the
subsequent transmigration into the extravascular matrix (Serhan, 2007;
Kolaczkowska and Kubes, 2013). In the tissue, neutrophils directly migrate to the
lesion site, in response to chemotactic mediators generated by the activation of
plasma protein or secreted by activated resident cells. However, uncontrolled
inflammatory processes can lead tissue damage to the host, consequently the
neutrophil migration into lesion site represents an important point of control, to limit
the inflammatory process, and it may represent a therapeutic strategy (Kolaczkowska
and Kubes, 2013). Based on these evidences, it may be supposed that neutrophils
are target of PPAR agonists, nevertheless, the molecular mechanisms involved, as

well as the actions of a PPAR pan agonist has not been elucidated.



Therefore, here we show that PPARy is the principal PPAR receptor
expressed by neutrophils, and it is responsible for the modulatory effects of PPAR

agonists on adhesion and locomotion activities induced by GPCR activation.

METHODS AND MATERIALS

Animals

Male Wistar rats (150-250 g) were provided by the Central Animal House of
the School of Pharmaceutical Science and the Chemistry Institute of the University of
Séo Paulo. The animals were housed in standard cages, at room temperature
(25+3°C), with 12 h dark/12 h light cycles, and supplemented with food and water ad
libitum. They were transferred to the laboratory 12 hours prior to the experiments and
were given water ad libitum. All procedures were performed according to the
Brazilian Society of Science of Laboratory Animals guidelines for the proper care and
use of experimental animals.

Neutrophil isolation
Neutrophils were obtained from male Wistar rats 4 h after an intraperitoneal

(i.p.) injection of 10 mL of 1% sterile oyster glycogen solution in phosphate-buffered
saline (PBS). Following this period, the animals were anesthetized with ketamine (80
mg/kg) and xylazine (8 mg/kg) and the cells were collected by rinsing the abdominal
cavity with 10 mL of sterile PBS. The number of viable cells (98%) was counted in a

Neubauer chamber using a light microscope (Nikkon, Japan)

Effects of LYSO-7 on PPAR protein expression

To evaluate the protein expression of PPARy, o and & in the neutrophils
treated with LYSO-7 was employed the western blot assay. Briefly, neutrophil
proteins were extracted in RIPA buffer (0.1% SDS, 1% Igepal CA-630, 1% sodium
deoxycholate, 10 mM Tris—HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) containing leupeptin (10

pg/mL), soybean trypsin inhibitor (10 pg/mL), aprotinin (2 pg/mL) and PMSF (1 mM).



Homogenized proteins (60 pg) were separated by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE; 15%) and were electrophoretically
transferred to a nitrocellulose membrane. After blocking non-specific sites with 1%
casein, membranes were incubated overnight with primary rabbit polyclonal
antibodies raised against PPARy (Abcam, San Francisco, CA, USA, 1 ug/mL),
PPARa (Abcam, San Francisco, CA, USA, 1 ug/mL) or PPARS (Abcam, San
Francisco, CA, USA, 2 ug/mL). Membranes were washed with Tris-buffered saline
containing 0.1% Tween-20 and incubated with horseradish peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit secondary antibody. A chemiluminescent assay (HRP
SuperSignalWestPico; Pierce, USA) was used to detect immunoreactive bands. The
intensities of the bands were estimated by densitometry analysis and were compared

to the intensity of 3-actin expression.

Effect of LYSO-7 on leukocyte rolling and adhesion

To evaluate the endothelial interactions rats were anesthetized by i.p. injection
of ketamine:xilazine (0.2 g/kg:0.02 g/kg) and the mesentery was surgically
exteriorized. Animals were maintained on a special board thermostatically controlled
at 37 °C, which included a transparent platform on which the tissue to be
transilluminated was placed. The preparation was kept moist and warmed by
irrigating the tissue with a warmed (37°C) Ringer-Locke solution (pH 7.2-7.4). The
rate of solution outflow onto the exposed tissue was controlled to keep the
preparation in continuous contact with a film of the solution. Transilluminated images
were obtained by optical microscopy, captured with a video camera and

simultaneously transmitted to a computer.



Interaction between leukocytes and vessel walls were analyzed by
determining the number of rolling and adherent leukocytes on the postcapillary
venule wall (20-30 um diameter, 200 um length) of the mesentery. Leukocytes
moving in the periphery of the axial stream, in contact with the endothelium, were
considered to be rollers and their number was determined in 5 min periods. The
number of leukocytes adhered to the endothelium (stopped at the vessel wall) was
determined in the same vascular segment at the end of 5 min. The number of rolling
and adhered cells was quantified after topical application of vehicle or LYSO-7 (10
mM), in basal condition or after inducing a local inflammatory response by the topical
application of 10 pl fMLP (10~ uM). Three fields were evaluated per animal after

application.

Effects of LYSO-7 on adhesion molecules protein and gene expression

In order to investigate the effects of LYSO-7 on protein expression of CD62L
and CD18 the flow cytometry assay was employed. Neutrophils were incubated in
the absence or presence of LYSO-7 and simultaneously stimulated or not with fMLP
(107 uM, 1 h). Subsequently, cells were washed with cold PBS and incubated with
monoclonal antibody anti-CD62L conjugated with PE or anti-CD18 conjugated with
FITC at 4°C during 20 min in the dark. Cells were analyzed on a FACS Canto Il flow
cytometer (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA) and data from 10,000 events
were obtained and only the morphologically viable neutrophils were considered for

analysis. Results were expressed as mean of fluorescence intensity.



To gene expression of CD62L and CD18 total RNA was extracted from the
neutrophils using Trizol reagent, according to manufacturer’s instructions. RNA was
quantified by absorbance at OD260. cDNA was synthesized from the total RNA (2
Mg) via the use of an oligo(dT)15 primer (20 pg/ml) after incubation (70°C, 5min) in
the presence of a deoxynucleotide triphosphate mixture (ANTP, 2mM), ribonuclease
inhibitor (20 U), and Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (200 U)
that had been dissolved in a reverse transcriptase buffer (25 pL final volume). The
reverse transcription reaction occurred via incubation (42°C, 60 min), and the
obtained cDNA was incubated with Taq DNA Polymerase (2.5 U), 3’- and 5’-specific
primers (0.4 uM), and a dNTP mix (200 uM) in a thermophilic DNA polymerase buffer

that contained MgClI2 (1.5 mM).

Effects of LYSO-7 on adhesion in vitro assay

In vitro neutrophil adhesion assay was performed according to Stanimirovic et
al. (1997) with some modifications, to investigate the effects of LYSO-7 on the ability
of neutrophils to adhere on endothelial cell culture. Primary cultures of microvascular
endothelial cells (PMECs) were obtained from the rat cremaster muscle using the
method described by Chen et al. (1995) and modified by Lotufo et al. (2006). Rats
were anesthetized and non-coagulated by intraperitoneal injection of heparin (1000
units per animal). The animals were exsanguinated by cutting the bilateral carotid
arteries. Subsequently, the cremaster muscles were isolated, cut into pieces of
approximately 2mmx2mm, and two pieces were placed into each well in a 24 well

plate and cultured in DMEM supplemented with 20% fetal calf serum and 1%



gentamicin. After 48 h, the tissues were discarded and the medium changed. When
they achieved confluence, the cells were sub-cultured with trypsin—EDTA solution
into a 96 well plate and after confluence the adherence assay was performed. The
characterization of endothelial cell culture was performed by adding monoclonal
antibody against PECAM-1. Briefly, confluent endothelial cells were stimulated with
LPS (5 pg/mL) during 4 h (37°C, 5% CO,) to induce immunoglobulin superfamily
adhesion molecules expressions. Afterwards, endothelial cells were washed with
sterile HBSS and incubated with 2x10° neutrophils per well (30 min), which were
previously treated with LYSO-7 (10 uM) (1 h; 37°C) and stimulated or not with fMLP
(107 pM). After the incubation period, endothelium and adhered neutrophils were
washed and lysed with 100 uL of Triton X-100 (1% in HBSS) during 15 min (4°C).
Then, 100 pL of a solution containing equal parts of TMB (3,3’,5,5-
tetramethylbenzidine) and hydrogen peroxide were added in order to evaluate
myeloperoxidase activity, according to Suzuki et al. (1983). After 30 min, the reaction
was stopped with acid solution and the absorbance was quantified at 450 nm. The
number of adhered neutrophils was calculated correlating absorbance of each well to

a standard curve made with known neutrophils quantity.

NF-kB activation

The activation of NFkB was evaluated after treatment with LYSO-7 in the
presence of fMLP (10”7 puM). An NF-xB double-stranded consensus oligonucleotide
probe (5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) was end-labelled with [y32P]-ATP
(specific activity 3000 Cifmmol) in the presence of T4 polynucleotide kinase (10 min,
37°C; Sigma, St. Louis, MO, USA). Unincorporated nucleotides were removed in a

Sephadex G-25 spin column; 4 ug of nuclear extracts was incubated with a gel shift



binding buffer [10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulphonic acid pH 7.5;
50 mM KCI; 1.0 mM MgCl,; 0.5 mM EDTA pH 8.0; 0.5 mM dithiothreitol; 4% glycerol,
and 1.0 pg poly(dl-dC) poly(dl-dC)] in a total volume of 20 uL for 20 min at room
temperature. Each sample was then incubated with 20,000-50,000 c.p.m. of the
radiolabelled probe (30 min, room temperature). Protein-DNA complexes were
resolved by non-denaturing 6% acrylamidebisacrylamide (37.5:1.0) in a 0.25 Tris-
borate’ EDTA buffer at 150 V for 1.5 h at room temperature. The gels were dried and
subjected to autoradiography. The blots were analysed by scanner densitometry
(Image Master 1D®, Amersham Biosciences). Competitive binding assays were
conducted under same conditions with the addition of 2 pmol (100-fold molar excess)

unlabelled competitor oligonucleotide

Effects of LYSO-7 on neutrophil chemotaxis and calcium influx

To assess the chemotaxis neutrophils were incubated with vehicle or LYSO-7
for 1 h (37°C, 5% CO,). After washing, cells were resuspended at a concentration of
6 x 10° cells/mL in RPMI containing 0.1% BSA and 25 uL was loaded on the top well
of a commercially available Neuroprobe ChemoTx-101-3™ 96-well plate equipped
with a 3 um pore size filter (Neuroprobe, Leamington Spa, UK). As chemoattractant,
30 pL of fMLP 1078 uM was added in the bottom well and incubated for 2 h (37°C, 5%
CO,). Migrated neutrophils were counted after a dilution in Turk’s solution, using a
Neubauer haematocymometer.

To evaluate the effects of PPAR pan on neutrophils calcium influx, 1x10°
neutrophils were treated or not with LYSO-7 (10 uM) during 1 hour. After that, the
cells were incubated with Fluo-3-acetoxymethyl ester (Fluo-3 AM, eBioscience, San

Diego, CA, USA, 2 uM) for 30 min, 37 °C in the dark. The cells were washed (PBS,



37°C, 2x) and incubated with PBS for 30 min at 37°C in the dark, to conclude the
esterification. Immediately after the analysis was added or not fMLP (10°® mM). Data
from 10.000 cells were obtained (lexc= 488 nm; lemi= 525 nm) and only the
morphologically viable neutrophil were considered in the analysis. The experiments
were conducted with a FACS Canto Il flow cytometer (Becton and Dickinson, San

Jose, CA, USA).

Statistical analysis

The means and standard error of the mean (SEM) of all data presented here
were compared using Student’s t-test or ANOVA. Tukey’s multiple comparisons test
was used to determine the significance of differences between values according to
the experimental conditions. The statistical software GraphPad Prism® was used for

this purpose. p<0.05 was considered significant.

RESULTS

fMLP-stimulated neutrophils predominantly express PPARy, which is enhanced
by LYSO-7

Data presented in Figure 1 show that in vitro stimulation with GPCR agonist
fMLP increased PPARy and p/5 protein by neutrophils. Higher expressions of PPARy
were observed if neutrophils were incubated with LYSO-7 or fMLP and LYSO-7
(Figure 1). The expression of PPARp/6 were similar in fMLP or LYSO-7 incubated

neutrophils (Figure 1).

LYSO-7 reduces in vivo and in vitro leukocyte-endothelial interactions



In the early stages of an inflammatory response, the leukocyte traffic is
modified, with increasing number of rolling and adhered cells to the post-capillaries
venules near the lesion site (Langer and Chavakis, 2009). This phenomenon can be
easily observed in intravital microscopy after stimulation with phlogistic agents in
microcirculatory network. Here, topical application of fMLP on the mesenteric
microcirculation of animals increased the number of rolling and adhered cells. The
pre-treatment with LYSO-7 was able to abolish the fMLP response, decreasing the
number of rolling and adherent leukocytes (Figura 2A and B). The effect may be
dependent on a direct action of LYSO-7 on neutrophil adhesion properties, as LYSO-
7 inhibited in vitro fMLP-stimualted neutrophil adhesion to LPS-stimulated PMEC

(Figure 2C).

LYSO-7 modulates gene and protein expression of adhesion molecules on
neutrophils

Based on the previously data, we evaluated the molecular mechanism of
LYSO-7 on neutrophil adhesion properties, by measuring gene and protein
expression of CD62L and CD18 on LYSO-7-treated neutrophils. Data herein
obtained demonstrate that LYSO-7 reduced the amount of CD62L (Figure 3A and B)
and CD18 (Figure 4A and 4B) in basal and in fMLP-stimulated neutrophils. The
effects seems to be dependent on gene expression, as mMRNA levels for both

adhesion molecules were reduced Figure 3C and D and 4C and D).

LYSO-7 impairs fMLP-induced neutrophil chemotaxis
We evaluate the direct actions of LYSO-7 on the fMLP induced neutrophils

locomotory properties using chemotaxis assay. Figure 5 shows that neutrophils



treated in vitro with vehicle presented high migration front to the stimulus. On the
other hand, LYSO-7 showed to be a stronger inhibitor of fMLP-induced neutrophil

chemotaxis (Figure 5), as neutrophil migration was inhibited at 1uM. .

LYSO-7 impairs NF-kB activation and intracellular calcium mobilization

NF-xB is an important transcription factor that induces the synthesis of pro-
inflammatory molecules. The measurement of its activity may be used to indicate the
transcriptional activity (Collins et al., 1995). LYSO-7 pre-treatment impaired the NF-
kB activation evoked by fMLP on neutrophils (Figure 6A).

It is well established in the literature that fMLP stimulation causes a transient
increase in intracellular calcium, depending on the mobilization of intracellular stores
and subsequent influx across the plasma membrane, which is essential for
expression of adhesion molecules and neutrophil chemotaxis (Dufton and Perretti,
2010). The data here obtained show that fMLP promotes the release of large amount

of calcium, which was inhibited by LYSO-7 (10 mM) (Figure 6B).

DISCUSSION

Several studies have been reported the action of PPARa, /6 or y agonists on
cell activation employing different in vivo and in vitro inflammatory models, including
PMNs, monocytes, and lymphocytes. However, there are few data in the literature
about the PPAR pan-agonists actions, which have the ability to activate all PPAR

isoforms. It is important to emphasize that PPAR pan-agonist might overcome some



of the limitations associated with current PPAR specific agonist drugs, which manly
include weight gain and cardiovascular risks (Balakumar et al., 2007; Feldman et al.,
2008; Zhang et al., 2012). Here, using in vitro and in vivo assays we show that
LYSO-7 promote gene and protein expression of PPARB/3 and y in neutrophils,
leading to inhibition on leukocyte-endothelial interactions and chemotaxis evoked by
fMLP.

We have recently shown that LYSO-7 inhibit neutrophil influx in the air-pouch
model and ethanol/HCI-induced gastric ulcer model, and we have also suggested
that the neutrophils is the target cell of LYSO-7 actions (Santin et al., 2013a; Santin
et al., 2013b). These results drove us to continue the study of the effect of PPAR pan
activation on leukocyte-endothelial interactions, which was performed through the
intravital microscopy in the mesenteric microvasculature. Results demonstrated that
activation of all PPAR isoforms by LYSO-7 is associated with significant reduction in
leukocyte rolling and adhesion as evoked by fMLP. Furthermore, in vitro previous
treatment with LYSO-7 on neutrophils stimulated with fMLP inhibited their adhesion
on LPS-stimulated PMEC, showing the direct action of LYSO-7 on adhesive
properties of neutrophils. The recruitment of inflammatory cells into lesion site is
mediated by adhesion molecules, by evoking rearrangements of actin focal adhesion,
which provides basis for the firm adhesion, and consequently neutrophils migration
into the lesion site (Green et al., 2003, 2004; Kolaczkowska e Kubes, 2013). The
decrease in rolling and adhesion interaction in mice treated in situ and in vitro with
LYSO-7, shown the regulation of adhesion molecules expressions and/or function by
LYSO-7. Truthfully, the literature shows that activation of PPARB/5 and y regulates
the adhesion molecules expression in neutrophils and in the endothelium (Piqueras

et al.,, 2008). Troglitazone a specific PPARy agonist inhibit CD106 and CD54



expression on endothelial cells obtained from human saphenous vein (Chen et al.,
2007). Imamoto et al., (2004) show that pioglitazone, a PPARYy agonist, suppressed
the increase of CD18 expression on fMLP-activated leukocytes and CD106
expression on HUVEC cells after IL-1B activation. GW501516, a PPARB/5 agonist,
showed inhibition on CD106, CD62E and CD54 mRNA expression in endothelial
cells stimulated with TNF-a. (Piqueras et al., 2009). In this way, our results are
consistent with the literature, and report, for the first time, that a PPAR pan-agonist
inhibits the CD62L and CD18 gene and protein expression in fMLP-stimulated
neutrophils.

The expression of CD62L and CD18 can be modulating by NF-«B, an
important transcriptional factor, which is activated by endogenous and exogenous
substances during inflammatory response. NF-xkB activation results from IxB
phosphorylation by IKK and its ubiquitination and subsequent degradation in the
proteasome. NFkB then translocates to the nucleus where it binds to specific regions
of DNA to induce the transcription of inflammatory genes. Our results show that
LYSO-7 inhibits the NF-kB activation evoked by fMLP in neutrophils. Data from
literature show that inhibition of NF-xB activity by prostaglandin J2 can occur in a
PPARy-dependent manner through inhibition of the dissociation of repressor complex
(Richard et al., 2007). Interestingly, some studies show that prostaglandin J2 can
inhibit NF-xB in HelLa cells, which do not express PPARYy, showing that PPAR
agonist may act independently of PPARYy (Straus et al., 2000; Richard et al., 2007,
Rossi et al., 2000; Straus et al. 2000; Alves et al. 2010). In this context, it is important
to point out that PPAR agonists may develop multiple effects, and it may be not only
via PPAR-dependent pathways (Hill et al., 1999; Dyroy et al., 2005; Cuzzocrea et al.,

2006).



In addition, was evaluated the effect of LYSO-7 on chemotaxis evoked by
fMLP. Chemotaxis is a process that requires focal adhesion sites, actin cytoskeletal
polarization and microtubule reorganization to cell movement and orientation in
response to chemotactic agents. The perfect pool of membrane receptors and their
rearrangement on the cell surface during the migration is a crucial point (Ridley et al.,
2003). Our results show that LYSO-7 blocked the chemotaxis induced by fMLP in all
concentrations evaluated. fMLP is a chemoattractant that binds to seven domain
transmembrane receptor coupled to the Gi family of G proteins. After binding to
agonists, receptors activate the heterotrimeric G protein, which dissociates into a and
By subunits, activating phospholipase C (PLC). PLC hydrolyses phosphatidylinositol
4,5-biphosphate (PIP2) generating inositol-tri-phosphate (IP3), which releases
calcium from endoplasmic reticulum stores, and diacylglycerol (DAG), resulting in
activation of protein kinase C (PKC) isoforms. Cytosolic calcium levels enhancement
is a necessary condition for neutrophil response to formyl peptides and it occurs by
an initial transient release from intracellular storage sites followed by a more delayed
influx across the plasma membrane (Dufton and Perretti, 2010; Migeotte et al.,
2006). In this way, the results obtained show that LYSO-7 blocked the calcium
release, and consequently inhibited the neutrophil chemotaxis.

In conclusion, data herein obtained show that molecule PPAR pan-agonist
LYSO-7 promote the inhibition of neutrophil-endothelial interactions under flow in vivo
and in vitro. The anti-inflammatory properties on neutrophils are associated with
inhibitory effects on adhesion molecule expression, NF-«B activation and calcium
release. Taken together, these results suggest that PPAR pan molecules may be

represent a new therapeutic strategy in inflammatory process.
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Figure 1. Effects of LYSO-7 on PPAR protein expression in macrophages.
Peritoneal macrophages were treated with LYSO-7 and stimulated or not with fMLP
during 2 hours. A) Representative image of gel electrophoresis; B) PPARYy protein
expression on macrophages; C) PPARPB/S protein expression on macrophages.
Results are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using
ANOVA followed by Tukey’s test. *p<0.05, ***p<0.001 vs. basal.
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Figure 2. Effects of LYSO-7 on leukocyte-endothelial interactions in vivo and in
vitro. A) Percentage of rolling leukocytes; B) Percentage of adherent leukocytes; C)
Adhesion on endothelial cells stimulated with LPS in vitro. Results are expressed as
mean + SEM of 5 animals in each group. Statistical analysis was performed using
ANOVA followed by Tukey’s test. *p<0.05, **p<0.01 vs. fMLP
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Figure 3. Effects of LYSO-7 on CD62L protein and gene expression. A) CD62L
protein expression; B) CD62L protein expression; C) CD62L gene expression; D)
representative image of gel. Results are expressed as mean + SEM. Statistical
analysis was performed using ANOVA followed by Tukey’s test. *p<0.05 vs. fMLP
group.
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Figure 4. Effects of LYSO-7 on CD18 protein and gene expression. A) CD62L
protein expression; B) CD62L protein expression; C) CD62L gene expression; D)
representative image of gel. Results are expressed as mean = SEM. Statistical
analysis was performed using ANOVA followed by Tukey’s test. ***p<0.001 vs. basal
group; *p<0.05 vs fMLP group.
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Figure 5. Effects of LYSO-7 on chemotaxis. Results are expressed as mean +
SEM. Statistical analysis was performed using ANOVA followed by Tukey’s test.
***n<0.001; *p<0.05 vs. basal vehicle; #p<0.05 vs. vehicle + fMLP.
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Figure 6. Effects of LYSO-7 on NF-kB activation and calcium influx. Results
expressed as mean = SEM. Statistical analysis was performed using AN
followed by Tukey’s test. ***p<0.001; *p<0.05 vs. vehicle without fMLP; #p<0.05 vs.
vehicle + fMLP.



