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RESUMO

HELUANY, C. S. Papel da exposicdo a Hidroquinona na artrite reumatoide
experimental induzida pelo colageno. 2017. 154f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2017.

Artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, que causa inflamacdo crbnica nas
membranas sinoviais de diversas articulagbes. O modelo experimenal de artrite induzida
pelo colageno (AIC) é empregado para investigar os mecanismos da AR e para identificar
potenciais agentes terapéuticos. Embora a etiologia da AR ainda seja desconhecida, ha
evidéncias que a AR se desenvolve em individuos predispostos geneticamente, ap0s
exposicao a fatores ambientais, como o tabagismo, que se destaca como maior fator de risco
para inducdo da AR e para o agravamento em pacientes com AR ja estabelecida. Porém, o
mecanismo efetivo da acdo dos diversos componentes do cigarros ainda precisa ser
elucidado. A Hidroquinona (HQ) é um composto fendlico, encontrada em concentracdo
elevada no cigarro, com maior ativade pro-oxidativa, além de ser produto da
biotransformagdo do benzeno, também encontrado no cigarro. Neste caso, a HQ ¢
responsavel pela imunotoxicidade e mielotoxicidade do benzeno. Devido a alta exposi¢do
de fumantes a HQ e a associacdo do tabagismo com a AR, investigamos se a exposi¢do a
HQ teria participacdo no desenvolvimento da AIC em ratos Wistar. Para tanto, animais
foram expostos @ HQ em diferentes protocolos experimentais, a saber: A — por 35 dias
consecutivos, durante fase de inducdo e desenvolvimento da artrite; B — por 14 dias
consecutivos, até a segunda injecdo de coladgeno, na fase de sensibilizagdo e inducdo da
AIC; C — por 7 dias consecutivos, do 29° ao 35° dia, na fase posterior ao desenvolvimento
da AIC. Os resultados obtidos mostraram que a HQ agravou a AR nos 3 grupos
experimentais, aumentando os parametros clinicos, o nimero de células no liquido sinovial,
a inflamacdo nas sindvias, caracterizada por maior influxo de neutrofilos, proliferacdo de
sinovidcitos (histologia por HE e imunohistoquimica), aumento nos niveis de IL-6 e IL-1
(ELISA) no liquido sinovial e rearranjo do colageno na sindvia (microscopia por segundo
harménico). No entanto, os efeitos mais acentuados foram observados em animais dos
grupos A e C, que também tiveram perda de peso significativa. Ademais, exposi¢do a HQ,
nos 3 grupos experimentais, causou expressdo aumentada do receptor aril hidrocarboneto
(AhR), um receptor ativado por xenobidticos durante a AR, e aumento nos niveis do fator
de transcricdo ROR e de IL-17 na sindvia. Como AhR/ROR/IL-17 em linfocitos e
neutréfilos € uma via importante na génese da AR, ensaios in vitro foram realizados para
elucidar o papel da HQ nesta via. A incubagcdo com HQ in vitro de esplendcitos de animais
naive elevou a expressdo de AhR e de secrecdo de IL-17 (por citometria de fluxo), as quais
foram bloqueadas pelo antagonista de AhR (a-naftoflavona). Em conjunto, os resultados
obtidos nos permitem concluir que a HQ, como um importante componente do cigarro
agrava a CIA em ratos, e a ativagdo via AhR/IL-17 é um possivel mecanismo da patogénese
da artrite.

Palavras-chave: Poluigdo ambiental, fumaga do cigarro, metabolito do benzeno, membrana
sinovial, ratos, AhR.



ABSTRACT

HELUANY, C. S. Role of Hydroquinone exposure on experimental collagen-induced
arthritis. 2017. 154p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that causes chronic inflammation in
the joint synovial membranes. The experimental model of collagen-induced arthritis (CIA)
is used to investigate the involved mechanisms in RA and to identify novel therapeutic
agents. The genesis of RA is multifactorial, involving interplay of genetic and
environmental factors and smoking is the trigger factor in the development or RA and
worsens the pre-existing RA but the mechanisms undlerlying are yet to be elucidated.
Hydroquinone (HQ) is a phenolic compound, found in high concentrations in cigarette,
where HQ is the major oxidative component. Moreover, HQ is benzene metabolite, which is
also found in cigarette smoke, being responsible for the myelotoxicity and immunotoxicity
detected during benzene exposure. Due to this association, we aimed to investigate the role
of HQ exposure on CIA development in Wistar rats and the involved mechanisms. Animals
were exposed to HQ according to different protocols: A — during 35 consecutive days,
during the sensitization and devolpment phases of the disease; B — during 14 consecutive
days, until the second injection of collagen, during the sensitization phase; C — during 7
consecutive days, from day 29 to 35, after the development phase of CIA. The results
showed that HQ worsened the RA in the 3 experimental protocols, HQ elevated the clinical
parameters of CIA development, increased inflammation in the synovial membrane,
characterized by increased influx of neutrophis, synoviocytes proliferation (visualized by
Immunohistochemistry and Histology analysis), augmented the levels of 1L-6 and IL-1f in
the synovial fluid (ELISA assay) and led to intense collagen deposition on the synovia. The
most pronounced effects where observed in animals from groups A and C, which also had
weight body loss. In addition, in the 3 protocols, HQ exposure also increased the expression
of AhR receptor, a receptor activated by xenobiotics during RA, and increased the
expression of ROR and levels of IL-17 secretion in the synovial membranes. As
AhR/ROR/IL-17 in lymphocytes and neutrophils is an important pathway involved in the
genesis of RA, in vitro studies have been performed to elucidate the role of HQ exposure in
this pathway. The HQ in vitro treatment augmented the expression of AhR and secretion of
IL-17 by splenocytes (FACS assay) and the administration of an AhR antagonist (-
naphtoflavone) blocked these effects. Taken together, the results obtained here allow us to
conclude that HQ, as an important cigarette component, aggravates CIA in rats, and the
activation of AhR/IL-17 pathway is a possible mechanism involved in the RA pathogenesis.

Key-words: environmental pollution, cigarette smoke, benzene metabolite, synovial membrane,
rats, AhR.
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1.1 Artrite reumatoide
Artrite reumatoide (AR) € uma doenca, autoimune, que causa inflamacgdo crénica nas

membranas sinoviais de diversas articulagdes, incluindo méos, punhos, cotovelos, joelhos,
tornozelos, pés, ombros, coluna cervical, podendo também atingir alguns drgdos como pulmdes,
coragdo, rins e olhos. Em geral, a AR acomete tanto grandes, bem como pequenas articulacdes,
em associacdo com manifestacOes extra-articulares sistémicas, que incluem rigidez matinal,
fadiga e perda de peso. Quando envolve outros 0rgdos além das articulagdes, a morbidade e a
gravidade da doenca sdo maiores, podendo diminuir a expectativa de vida em até 5 a 10 anos
(OLIVERI et al., 2005; CARBONELL et al., 2008; BANSBACK et al., 2009; ALETAHA et
al., 2010).

A AR é caracterizada pela poliartrite periférica, simétrica e a progressdo do quadro
estd associada ao surgimento de deformidades e alteragdes das articulacdes, devido a erosfes
Osseas e da cartilagem, que podem comprometer 0os movimentos, levar a destruicdo das
articulagdes e posterior incapacitacdo dos individuos afetados (LIPSKI, 1998; MCINNES e
SCHETT, 2011).

A AR afeta aproximadamente 0,5 - 1 % da populacéo, sendo que atinge mais mulheres
do que homens, com uma taxa 3 vezes maior no sexo feminino, e sua prevaléncia aumenta com
0 avanco da idade, sendo o pico de incidéncia entre 40 e 70 anos de idade (OLIVERI et al.,
2005; PEDERSEN et al., 2009; CROSS et al., 2014). A forma juvenil da AR é conhecida como
artrite idiopatica juvenil e sua incidéncia ocorre entre 1 a cada 10.000 criangas com idade abaixo
dos 16 anos, porém sua etiologia ainda é desconhecida. Este tipo de artrite acomete um nimero
menor de articulagcdes, mas podem levar a alteragfes no crescimento, inflamacédo, deformidades,
rigidez articular, fraqueza muscular e diminuicdo da atividade funcional (PETTY et al., 2001;
MANNERS e BOWER, 2002; STANLEY e WARD-SMITH, 2011; SMITH et al., 2015).

A AR acarreta um grande impacto ndo apenas para 0 paciente, mas também para a
sociedade, uma vez que o individuo afetado depara-se com grandes alteracGes nas condi¢Ges
fisicas e psicoldgicas, que desencadeiam alteragdes sociais e até mesmo econdmicas.
Fisicamente, 0 doente apresenta maior comprometimento para realizacdo de atividades simples.
Socialmente, uma porcentagem significativa dos doentes com AR abandonam o posto de
trabalho devido a incapacidade de levarem uma vida “normal”, e por fim, economicamente, o
tratamento torna-se dispendioso, visto que pessoas com AR necessitam de acompanhamento
médico com certa frequéncia, com custos elevados. Com base no exposto, a AR é considerada
um grande problema de saude publica, principalmente para a populacdo idosa (SYMMONS et
al., 2002; OLIVERI et al., 2005; BANSBACK et al., 2009; PEDERSEN et al., 2009; SCOTT,
WOLFE e HUIZINGA, 2010; SOUBIER et al., 2010).
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A articulacdo sinovial, também conhecida por articulacdo diartrodial mdvel, é uma
estrutura complexa, formada por duas superficies articulares dsseas, cartilagem articular,
membrana sinovial (ou sindvia), capsula articular, tend@es, ligamentos e menisco, além da

presenca do liquido sinovial que lubrifica e nutre as articulagbes (Figura 1).

Fémur

Cartilagem Liquido sinovial
Menisco
Ligamento Membrana
cruzado anterior sinovial
Fibula
Tibia

Figura 1: Representacdo da articulacdo e seus componentes. Fonte: Figura adaptada de
BENNIKE et al., 2014.

As superficies articulares sdo camadas especializadas de 0ssos compactos nas
superficies, que se articulam com outros 0ssos. A cartilagem articular, que reveste a superficie
articular, é composta predominantemente por matriz extracelular, constituida por colageno,
proteoglicanos, acido hialurénico e por condrécitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O ligamento capsular é uma capa fibrosa densa, que reveste a membrana sinovial.
Este ligamento pode se espessar em certas areas para formar os ligamentos extracapsulares que
conectam 0s 0sso0s adjacentes e ajudam a estabilizar as articulagBes. O liquido sinovial esta
presente em todas as cavidades articulares e possui fun¢do de protecdo das superficies da
cartilagem articular, em parte, ao reduzir o atrito. Ademais, o liquido sinovial facilita o
transporte de nutrientes e de produtos residuais, incluindo proteinas e metabdlitos, entre a
membrana sinovial vascularizada e cartilagem avascularizada (SWANN et al., 1981; HUI et al.,
2012; MATEOS et al., 2012;JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Muitos componentes do fluido
sinovial sdo derivados do plasma, sendo que ambos possuem muitas semelhancas em termos de
suas composicdes proteicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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As membranas sinoviais envolvem as articulagdes diartrodiais moveis, bursas e
tenddes do corpo. A funcdo priméria deste tecido vascular especializado é de servir como um
sistema de filtro, que lubrifica e nutre as estruturas articulares, bem como possui funcdo de
amortecedor. As membranas sinoviais podem ser afetadas por varios distarbios localizados em
uma articulacdo especifica ou distdrbios de natureza sistémica, como doengas inflamatorias,
infecciosas, degenerativas, traumaticas ou neoplasicas (CHUNG, BOUCHER e RESNICK,
2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A membrana sinovial é um tipo de tecido conectivo, formada por duas camadas
principais, a camada sinovial intima e a camada sinovial sub-intima. A regido sub-intima é um
tipo de tecido conjuntivo flexivel, que facilita os movimentos suaves das articulacbes. Esta
contém sangue e vasos linfaticos, fibras nervosas e poucas células, incluindo macréfagos,
fibroblastos e adipocitos (TARNER et al., 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; LETTIERI
et al., 2014). A camada sinovial intima € composta pelos dois tipos celulares predominantes que
compdem a membrana sinovial, os sinoviécitos semelhantes a macréfagos, também chamados
de sinovidcitos tipo A, e os sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (SSF), também conhecidos
como sinovidcitos tipo B. Estes sinovidcitos receberam estas denominagfes devido as suas
morfologias e a expressdo de marcadores de superficie similares a macrofagos e fibroblastos,
respectivamente (IWANAGA et al.,, 2000; BARTOK e FIRESTEIN, 2010; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013) (Figura 2).

Figura 2: Representacdo dos dois principais tipos celulares que compdem uma membrana
sinovial. Células sinoviais tipo A (indicadas por A) estdo localizadas na camada superficial da
regido intima sinovial, enquanto que células sinoviais tipo B (indicadas por B) sdo caracterizadas
por processos citoplasmaticos e estdo presentes nas regifes mais profundas da camada intima
sinovial. Fonte: IWANAGA, et al., 2000.
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Os sinovidcitos tipo A sdo minoria na sindvia, e sdo caracterizados por numerosas
invaginacbes de membrana, as quais sdo delimitadas por canaliculos intracelulares de varias
profundidades. Ja os sinovidcitos tipo B sdo predominantes na sindvia, e sao caracterizados por
serem células mesenquimais e apresentarem longos processos citoplasmaticos, orientados
perpendicularmente na cavidade articular, além de apresentarem nulcleo pouco denso, reticulo
endoplasmatico extenso e complexo de Golgi bem desenvolvido (FIRESTEIN, 1997). Anélises
ultraestruturais demonstraram que, em condi¢des normais, 0s sinoviocitos tipo B sdo
considerados 0s elementos constitutivos responsaveis pela estrutura especifica do tecido
intersticial e pela regula¢do da composicao do liquido sinovial (DELRIO e FADDA, 1990)

Os sinovidcitos tipo B possuem papel importante na homeostasia articular por
secretarem compostos essenciais para a lubrificacdo e manutencdo da viscosidade no espaco
articular. Estes sinovidcitos também sdo importantes para manutengdo do tecido articular, por
produzirem varios componentes do tecido conjuntivo, como fibronectina, coladgeno IV e V,
laminina, proteoglicanos e metaloproteinases e, estdo envolvidos, direta ou indiretamente, no
controle da composicdo proteica do liquido sinovial, bem como expressam integrinas,
receptores de integrinas e a molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1) (BOMBARA et
al., 1993; FIRESTEIN, 1996).

Muitas das lesdes que caracterizam a AR concentram-se nas membranas sinoviais das
articulagdes. A sindvia normal (Figura 3A), que é composta por um fino revestimento celular,
com espessura de uma a trés camadas de células e por um intersticio subjacente que contém
vasos sanguineos e poucas células. Durante a AR, a sindvia passa por altera¢cbes morfoldgicas e
funcionais e torna-se acentuadamente alterada (Figura 3B), apresentando uma camada de
revestimento mais espessa, composta por oito a dez camadas de espessura, constituida por
células ativadas e por um intersticio altamente inflamatdrio, repleto de linfécitos B, linfécitos T,
influxo de células do sistema imune inato como macrofagos e neutrofilos, além de ocorrerem
alteragdes vasculares, como trombose e neovascularizagdes. Ainda, no sitio local da inflamacéao
a camada de revestimento sinovial engrossa-se notavelmente, devido principalmente & invasao
dos macrofagos e a proliferacdo dos fibroblastos sinoviais residentes (CROFFORD et al., 1994;
ROCHA et al., 2002; MIRANDA-CARUS et al., 2004; CHOY, 2012; BURMESTER, FEIST e
DORNER, 2014). Adicionalmente, nos locais onde a sindvia e a cartilagem sdo continuas, o
tecido sinovial formado por uma massa de células invasivas e em proliferacdo invade e destroi a
cartilagem, assim como o tecido ésseo adjacente (Figura 3B) (FIRESTEIN, 1996;
BURMESTER et al., 1997; FOX, 1997).
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Figura 3: Representagdo comparativa entre uma membrana sinovial normal e uma
membrana sinovial durante processo inflamatorio na AR. A: Estrutura de uma articulacao
normal, saudavel; B: Estrutura de uma articulagdo afetada por AR, onde observa-se influxo de
células do sistema imune, infiltracdo de diversos mediadores inflamatérios, expansdo de
sinoviocitos tipo B, presenca de condrocitos e osteoclastos, € aumento na concentragdo de
células do fluido sinovial, com formacdo de edema que consequentemente geraam danos na
cartilagem e posterior eroséo 6ssea. Fonte: CHOY, 2012.

Em pacientes com AR, a membrana sinovial é caracterizada pela hiperplasia celular
das células sinoviais, aumento da permeabilidade vascular, edema e organizagéo de foliculos
linfoides nas articulagdes e pela infiltragdo de células inflamatérias, as quais proliferam
invasivamente, evoluindo posteriormente para destruicdo das cartilagens e 0ssos adjacentes
(DREIER et al., 2001; CASSIM et al., 2002).

A proliferacdo sinovial, juntamente com eventos de neovascularizagdo e
extravasamento leucocitario transformam a sinévia normalmente acelular em um “pannus”
sinovial invasivo semelhante a tumores (FEARON et al., 2016). Esse “pannus” é caracterizado
pelo aumento no espessamento da camada de revestimento, causado pela combinacdo de
proliferacdo celular in situ, influxo de células da circulagdo e redugdo da apoptose com aumento
da demanda de oxigénio pelos fagocitos, que somados criam consequentemente um

microambiente hipoxico. A oxigenacdo inadequada conduz a uma resposta inflamatéria
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exacerbada e aos mecanismos de angiogénese (JONGBLOED et al., 2006; MIHALY,
NINOMIYA-TSUJI e MORIOKA, 2014). Em conjunto, o desencadeamento destes processos
contribui para uma posterior infiltracdo de células inflamatérias, producdo de mediadores
inflamatorios e degradacdo da matriz extracelular (KENNEDY et al., 2010; NG et al., 2010;
YANG e KARIN, 2014; REIS et al., 2015).

Adicionalmente, durante a inflamacdo articular hd uma expansdo dos sinovidcitos tipo
B nas membranas sinoviais. Alguns autores sugerem que esta expansdo seja resultante do
aumento da proliferacdo e na reducéo da apoptose (OSPELT, 2004; FIRESTEIN, 2009; PAP e
GAY, 2009; CHOY, 2012). Os sinovidcitos ativados durante a AR contribuem para a
hiperplasia celular e medeiam a destruicdo da cartilagem. Estes sinoviocitos diferem dos
sinovidcitos normais, tanto na morfologia, bem como nas suas caracteristicas bioldgicas e
patoldgicas, uma vez que durante 0s processos inflamatdrios tornam-se capazes de secretar
varios mediadores inflamatorios, tais como citocinas, fatores de crescimento e mediadores
lipidicos, como o leucotrieno B4 (LTB,) e a prostaglandina E2 (PGE,), que estdo envolvidos na
progressédo da inflamac&o articular e no desencademaento da dor articular e formagao de edemas
(CROFFORD et al., 1994; KOJIMA et al., 2002; ROCHA et al., 2002; MARTEL-PELLETIER
et al., 2003). Soma-se a estes, o fato de que estas células sdo as principais responsaveis pela
degradacdo da cartilagem durante o processo inflamatdrio articular, devido a sua capacidade de
secretarem elevadas concentraces de proteases como as metaloproteinases de matriz (MMPs)
(CHO et al., 2002; KOJIMA et al.,2002; MIRANDA-CARUS et al., 2004).

A subsequente destruicdo da cartilagem e dos 0ssos é também mediada por enzimas
secretadas pelas células sinoviais e por células inflamatérias na matriz extracelular, como as
MMPs, serinoproteases e agrecanases, que degradam a matriz extracelular, sendo consideradas
umas das principais mediadoras de destruicdo das estruturas articulares (FELDMAN;
BRENNAN e MAINI, 1996a; RENGEL, OSPELT e GAY, 2007). Adicionalmente a esta
habilidade em degradar diretamente as cartilagens e 0ssos, estas enzimas sdo capazes de ativar
outras proteases e, assim, iniciar uma cascata de varios fatores de degradacdo de matriz
(OSPELT et al., 2004). Vérias citocinas pré-angiogénicas e fatores de crescimento, incluindo
fator de crescimento tecidual (TGF-p), interleucina 8 (IL-8), fator de crescimento granulocitico
de macréfagos (GM-CSF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), sdo liberados no
liquido sinovial por células inflamatorias recrutadas e pelos sinovidcitos (RITCHLIN, 2000;
OSPELT et al., 2004; BRENNAN e MCINNES, 2008) .

Ademais, um papel importante na patogénese da AR tem sido atribuido a desregulacéo
na resposta do sistema imune adaptativo, na qual células T reguladoras (Treg), células T

efetoras e células B produtoras de antigenos possuem acéo central na doenca (BELLUCI et al.,
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2016). A observacdo do acumulo de células T na sindvia levou a hipéGtese de que a AR é
desencadeada por uma reagdo inflamatéria dependente de células T a antigenos desconhecidos
(BURMESTER, FEIST e DORNER, 2014). Além disso, dados da literatura mostraram que
houve uma melhora na sintomatologia da doenca em pacientes ap6s o tratamento com inibidores
da via de co-estimulacéo de células T, influenciando a interecéo entre células apresentadoras de
antigenos e células T (FIOCCO et al., 2008). As células B também possuem um papel
importante na patogénese da AR, a partir da apresentacdo de (auto)antigenos, seguido pela
producdo de autoanticorpos, e na posterior formacdo de imunocomplexos e na liberacdo de
citocinas (MARTINEZ-GAMBOA et al., 2006).

E sabido que células T efetoras e reguladoras, células B e citocinas pré-inflamatérias
como TNF-a, IL-1B, TL-17, NO, INF-y, fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e
TGF-B possuem papel central na patogénese da inflamacdo sinovial e na destruicdo das
cartilagens e das articulagdes na AR (TAKEMURA et al., 2001; BUGATTI et al., 2007;
BRENNAN e MCINNES, 2008). Paralelamente, macréfagos, linfdcitos e fibroblastos ativados
podem estimular a angiogénese, essencial para a evolucdo da inflamacdo e perpetuacdo da
sinovite (SZEKANECZ e KOCK, 2001; JONGBLOED et al., 2006; MIHALY, NINOMIY A-
TSUJI e MORIOKA, 2014).

Os sinovidcitos tipo B e as células inflamatdrias produzem citocinas pro-inflamatorias,
tais como interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), 0s quais possuem papéis importantes na patogénese da AR, por serem potentes
ativadores de sinoviocitos, osteoclastos e condrocitos, além de desempenharem papel
importante na comunicagéo celular nas articulagbes (FELDMAN, BRENNAN e MAINI, 1996b;
MCINNES e SCHETT, 2007).

As citocinas desempenham um papel central tanto para o inicio, bem como para a
progressdo e perpetuacdo da doenca, como tem sido demonstrado pelo sucesso dos tratamentos
com medicamentos baseados na inibicdo de TNF-o ¢ do receptor de interleucina-6 (IL-6R)
(FIRESTEIN, 2004; 2005; MCINNES e SCHETT, 2007; SMOLEN et al., 2007; CHUNG et al.,
2011).

O TNF-a é uma citocina pleiotropica que exerce véarias fungoes na homeostase e
patogénese de diversas doencas. E produzida principalmente por mondcitos e macréfagos e
também por alguns tipos de células T, sendo considerada uma citocina central na patofisiologia
da AR (para revisdo ver NOACK e MIOSSEC, 2017), uma vez que desepenha funcdo na
inducdo de leucdcitos, na ativacdo endotelial, na ativacdo e sobrevivéncia dos sinoviécitos, na
angiogénese (MCINNES e SCHETT, 2007; BRENNAN e MCINNES, 2008; KALLIOLIAS e
IVASHKIV, 2016). O TNF-o induz a produgdo de IL-6 por sinovidcitos de pacientes com AR e
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possui um papel importante na autoimunidade, atuando principalmente através da inibicdo de
células T reguladoras (LEE et al., 2013; BYSTROM et al., 2016). Além disso, a inibi¢do de
TNF em pacientes com AR reduz o trafico de leucocitos nas articulacbes (TAYLOR et al.,
2000) e, em acdo conjunta com outras citocinas pré-inflamatorias, regula a osteoclastogénese
via varias mecanismos. Adicionalmente, o TNF-a € um importante fator ativador da formagéo
de osteoclastos, a0 mesmo tempo em que inibe a diferenciacdo e funcdo de osteoblastos,
promovendo um desbalango entre a destruicdo e formagdo 6ssea na AR (LAM et al., 2000;
OSTA, BENEDETTI e MIOSSEC, 2014). Ainda, 0 TNF-a esta presente principalmente nas
fases iniciais da doenca, porém com o avanco da mesma, sua concentracdo diminui, mas as
razbes para este perfil de secrecdo desta citocina ainda sdo desconhecidas (TAK e
BRESNIHAN, 2000).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pleiotropica, que desempenha diversas
atividades, sendo essencial para a regulacdo do sistema imune, é produzida por quase todas as
células estromais e células imunes (HUNTER e JONES, 2015). A IL-6 possui papel importante
na patogénese da AR, contribuindo para a progresséo e cronificacdo da doenga (HASHIZUME e
MIHARA, 2011), uma vez que medeia efeitos similares aqueles observados pela agédo do TNF-a
no microambiente sinovial. Além disso, a IL-6 estd envolvida em varias vias efetoras de
inflamagdo, através da ativacdo de células imunes, células endoteliais, sinoviocitos e
oesteoclastos (HASHIZUME e MIHARA, 2011; YUSOF e EMERY, 2013). Em modelos
animais para estudo da artrite, como artrite induzida pelo colageno (AIC) e artrite induzida por
antigeno (AIlA), a IL-6 possui papel central no desenvolvimento da doenca (ALONZI et al.,
1998; OHSHIMA et al., 1998), uma vez que foi visto que a delecdo de IL-6 protegeu 0s animais
de desenvolverem AIC (ALONZI et al., 1998). Além disso, em outros trabalhos foi visto que a
producdo excessiva de IL-6 no liquido sinovial de pacientes com AR correlacionava-se com a
maior atividade da doenca e maior destruicdo articular (SACK et al., 1993).

A interleucina 1 beta (IL-1p) também é uma citocina pleiotropica pré-inflamatdria que
possui papel central na patogénese da AR. A IL-1p é uma citocina que possui ativadade pro-
inflamatoria em niveis teciduais, secretada por macrdéfagos, mondcitos, neutrdfilos e células
dendriticas, € um importante componente de defesa contra infec¢des e também atua em células
T, principalmente na diferenciacdo de células Th17 (NETEA et al., 2010; AKDIS et al., 2016).
Esta citocina exerce papel na inflamagéo articular, na degradagdo da cartilagem e destruicéo
Ossea, pela ativacdo da osteoclastogénese (JACQUES et al., 2006). Adicionalmente, foram
detectados niveis elevados de IL-1B nas membranas e liquidos sinoviais em pacientes com AR
(DAYER e BRESNIHAN, 2002). Além disso, varios estudos com modelos animais mostraram
a importancia desta citocina na inflamagéo articular e subsequente dano tecidual, e nestes

trabalhos foi visto que a injecdo de IL-1p nas articulagdes do joelho de ratos e coelhos induziu
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ao acimulo de leucdcitos no liquido sinovial, a degradagdo da cartilagem e ao processo de
cronificagdo da artrite (CHANDRASEKHAR et al., 1990; NOACK e MIOSSEC, 2017).
Adicionalmente, IL-1p também foi encontrada nas sindvias inflamadas de camundongos com
AIC e AIA (VAN DE LOO et al., 1995; GABAY et al., 2001). Ainda, em humanos, estudos
utilizando terapia anti-1L-1 (utilizando Anakinra, que é um antagonista recombinante do
receptor de IL-1, o qual exibe um efeito protetivo contra a destruicdo 6ssea e da cartilagem),
demonstraram uma melhora nos sinais clinicos decorrentes da AR (COHEN et al., 2000;
MERTENS e SINGH, 2009).

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina altamente inflamatodria, que age em varios
tipos celulares que expressam o receptor de IL-17 (IL-17R), incluindo células imunes, como
neutréfilos, células epiteliais e fibroblastos. Dentre os membros da familia da IL-17, sabe-se que
0s subtipos IL-17A e IL-17F séo regulados principalmente em condi¢des inflamatdrias, bem
como em células T ativadas, e desta forma estes dois subtipos sdo candidatos promissores como
alvos de terapias na AR (BURMESTER, FEIST e DORNER, 2014). A IL-17 é produzida nédo
somente pelo subconjunto de células Th17, mas também por outras células inflamatérias, como
mastdcitos, os quais podem desempenhar um papel importante na AR (HUEBER et al., 2010).
Além disso, o receptor IL-17R é amplamente expresso em quadros de AR, e a sinalizagdo via
IL-17R leva a secrecdo de citocinas inflamatorias (tais como TNF-a, IL-6, IL-1p ¢ GM-CSF),
quimiocinas e prostaglandinas a partir de fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, além de
aumentar a expressdo de moléculas de adesdo, iniciando o recrutamento e ativagdo de netrofilos,
linfocitos e macrofagos, desencadeando a inflamacédo local e danos teciduais (GAFFEN, 2008;
HUEBER et al., 2010). Ainda, a IL-17 possui um importante papel na osteoclastogénese e,
portanto, na destruicdo d6ssea (SATO et al., 2006; VAN DEN BERG e MIOSSEC, 2007
FISCHER et al., 2015). Diversos trabalhos também tém demonstrado que a expressdo de IL-22
esta aumentada em tecidos sinoviais de pacientes com AR e que o aumento da sua regulagdo
esta correlacionado com o perfil patogénico desta doenca (ZHANG et al., 2011; DA ROCHA et
al., 2012).

Inimeros fatores de transcricdo nuclear estdo envolvidos na ativacdo de células na
proliferacdo sinovial na AR e a sintese de moléculas efetoras via NF-kB ¢ um dos elementos-
chave (MULLER-LADNER et al., 2007). Foi visto que este fator de transcricdo nuclear é
altamente ativo nas membranas sinoviais de pacientes com AR (MULLER-LADNER et al.,
2005). Desta forma, em resposta a estas citocinas ocorre a ativacdo do NF-xB, que leva a
progressdo e perpetuacdo da doenca pela habilidade de induzir a secrecdo de varios mediadores
inflamatdrios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e MMPs, além de fazer uma

conexdo entre a inflamacéo sinovial, hiperplasia celular e a degradagdo da matriz extracelular
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(VINCENTI, COON e BRINCKERHOFF, 1998; KOCH, 2005; MULLER-LADNER et al.,
2005; MCINNES e SCHETT, 2007).

Em resposta a todos estes mediadores inflamatérios citados acima, ha a interagdo de
leucdcitos as células vasculares. Dentre outras células imunes, linfécitos T (incluindo os tipos
Thl, Thl7, Treg e possivelmente Th22) iniciam uma cascata serial de rolamento, adesdo e
transmigracdo e extravasamento dos vasos sanguineos para as articulagbes inflamadas
adjacentes (MELADO et al., 2015). Ainda, varias quimiocinas induziveis, produzidas
principalmente pelas células sinovais ativadas e pelos leucocitos infiltrantes, sdo fortemente
expressas nas articulagdes inflamadas (WEHRENS, PRAKKEN e VAN WIJK, 2013).

1.1.1 AR e fatores autoimunes

Doencas autoimunes, como a AR, sdo induzidas pelo ataque do sistema imune aos
seus proprios tecidos. Normalmente, o sistema imune ndo reage contra seus autoantigenos,
devido a processos centrais e periféricos de tolerancia imunolégica. Em individuos predispostos,
a tolerancia imunoldgica pode ser desativada por meio de modificacdes pds-traducionais, uma
vez que estes processos podem gerar novos epitopos, provocando, assim, a formagdo de novos
autoantigenos, diferentes daqueles quais o organismo tinha aprendido a ser tolerante. Dentre
estes eventos, podemos destacar a citrulinagdo, devido ao seu papel na inducdo de anticorpos
anti-proteinas citrulinadas (ACPAs), uma classe de autoanticorpos que séo utilizados para
diagnostico preditivo e valor prognostico para a AR. O processo de citrulinagdo ocorre pela
modificacdo pos-traducional, na qual o aminoécido citrulina é derivado do amino&cido arginina,
pela acdo da enzima peptidilargina deaminase (PAD) (GYORGI et al., 2011; VALESINI et al.,
2015).

De uma maneira geral, a citrulina, que é um aminoécido pouco frequente, é formada a
partir de uma desaminacdo de um residuo de arginina (que é um aminodacido polar carregado
positivamente). Esta desaminacdo ocorre na presenca da enzima PAD que age sobre o grupo
NH, da arginina (Figura 4).
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Figura 4: Processo de citrulinizagdo. Conversdo de argina em citrulina, pela acdo direta da
enzima peptidil arginina deiminase (PAD). Fonte: Rohrbach et al., 2012.

Existem varias isoformas de PADs, sendo que as isoformas PAD2 e PADA4 sdo
expressas nos sinovidcitos tipo A e tipo B, respectivamente, em quadros de AR. Foi visto que a
PAD4 altera fisiologicamente a funcdo de quimiocinas e estd implicada na geracdo de
autoantigenos na AR. Soma-se a estes, o fato de que anticorpos anti-PAD4 mostraram valores
preditivos e progndsticos em pacientes em AR (ZHAO et al., 2008; VALESINI et al., 2015).

Sabe-se que 0s ACPAs sdo detectaveis em mais de 80 % dos pacientes com AR, e
muitos estudos mostraram que esses autoanticorpos estdo presentes muitos anos antes da AR se
manifestar, além de estarem associados a manifestacOes extra-articulares severas e maior
guantidade de erosdes Osseas (NIELEN et al. 2006; LOPEZ-LONGO, SANCHEZ-RAMON, e
CARRENO, 2009; PAYET et al., 2014).

Na AR, quando mecanismos de tolerdncia sdo desregulados ou oprimidos, ocorre a
producdo de autoanticorpos caracteristicos, como o fator reumatoide (FR) e os ACPAs, sendo
gue os ACPAs apresentam uma especificidade e sensibilidade superior ao FR para o diagndstico
da AR (NISHIMURA et al., 2007; SAKKAS et al., 2014). Assim, pacientes com AR podem ser
divididos em 2 subconjuntos principais, caracterizados pela presenca versus auséncia de
anticorpos anti-proteinas citrulinadas e fator reumatdide. O subconjunto da doenca positiva para
autoanticorpos, também conhecido como AR seropositiva constitui aproximadamente dois
tercos dos casos de AR e geralmente apresentam uma evolucdo mais grave da doenca. Os
ACPAs e FR estdo presentes no sangue muito tempo antes do aparecimento das inflamagdes
articulares, o que sugere que o aparecimento da autoimunidade pode ocorrer em outros sitios
locais, como por exemplo, nos pulmdes (MALMSTROM, CATRINA e KLARESKOG, 2016).

Até o presente momento, a etiopatogenia da AR ainda é desconhecida (CHOY e
PANAYI, 2001; ROWAN et al., 2008), e o diagnostico para esta doenga autoimune é feito
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baseado nos critérios do Colégio Americano de Reumatologia. Dentre estes critérios, estd a
deteccdo e presenca de proteinas e autoanticorpos no soro dos pacientes, uma vez que diversos
grupos de pesquisa ja relataram que ha um periodo de desenvolvimento de AR soropositiva,
durante o qual hd uma elevacdo nos niveis de autoanticorpos e, a producdo de autoanticorpos
ocorre na auséncia de sinovite nas articulagdes (AHO et al., 1997; NIELEN et al., 2004;
DEMORUELLE et al., 2013).

Os ACPAs estdo presentes na maioria dos pacientes com AR e sdo dirigidos contra
diferentes proteinas citrulinadas, tais como vimentina, histona, enolase-a, fibrinogénio,
fibronectina, filagrina e colageno tipo Il, entre outros. Os ACPAs também sdo capazes de
reconhecer peptideos citrulinados virais, tais como peptideos citrulinados derivados do virus
Epstein-Barr (SNIR et al., 2010; PRATESI et al., 2013; MULLER e RADIC, 2014).

Ainda, os ACPAs sdo os melhores preditores da progressdo radiografica em estagios
iniciais de AR, bem como marcadores de progndstico para AR, pois podem ser detectados
mesmo na auséncia de sintomas clinicos, até mesmo varios anos antes da AR se manifestar
(MEYER et al., 2010). A literatura mostra também que imunocomplexos contendo ACPAs e
antigenos citrulinados exibem imunogecididade e artritogenicidade elevados (KIDD et al.,
2008). Os ACPAs aumentam injuria tecidual em modelos de AIC, e também podem induzir
osteoclastogénese e perda dssea (KUHN et al., 2006; WILLIS et al., 2011). Além disso, foram
observados autoantigenos citrulinados extracelulares nas articulagdes de pacientes com AR
(VAN BEERS et al., 2013) e foi observado também que as enzimas PAD2 e PAD4, que sdo
superexpressadas em neutrofilos, também foram detectadas nas sindvias de pacientes com AR,
em uma associagdo direta com o influxo de neutréfilos (FOULQUIER et al., 2007; JONES et
al., 2009; SPENGLER et al., 2015). Niveis elevados de colageno tipo Il citrulinado nas
membranas sinoviais de pacientes com AR sugerem gue modificacdes na cartilagem mediada
pela enzima PAD nas articulagdes com AR podem contribuir diretamente para a inducdo de
autoanticorpos (HAAG et al., 2014).

Adicionalmente, foi observada uma redugdo na gravidade da AIC em murinos, pela
administracdo de um inibidor da enzima PAD, o que déa suporte para um papel artritogénico para
0s eventos de citrulinacdo e para producdo desses autoanticorpos ACPAs na AR (HARRE et al.,
2012). ACPAs podem ser produzidos em drgaos linfoides ou localmente nas articulagfes. De
acordo com SNIR e colaboradores (2010), os niveis dos ACPAs estdo aumentados no liquido
sinovial em comparacdo com o soro, sugerindo a producédo local nas articulacdes, e proteinas
citrulinadas intercelulares foram detectadas nas membranas sinoviais durante AR. Outro sitio
local para os ACPAs sdo os pulmdes, sendo que foram observados altos niveis de ACPAS no
lavado broncoalveolar em comparagdo com o soro de pacientes em estagios iniciais de AR (DE
RYCKE et al., 2005; REYNISDOTTIR et al., 2014).
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A identificacdo de autoanticorpos e citocinas no soro muitos anos antes do diagndstico
da AR mostra a cinética do desenvolvimento da AR (MAJKA et al., 2008; DEANE, NORRIS e
HOLERS, 2010; KOKKONEN et al., 2010), onde ha um periodo assintomatico, no qual
provavelmente houve exposicdo a fatores ambientais como a exposicéo ao cigarro, seguido de
uma fase de ativagdo imune assintomatica, na qual anticorpos 1gG e marcadores inflamatorios
sdo encontrados. Estes sdo seguidos por uma fase com a presenca de sintomas articulares, mas
ainda na auséncia da artrite claramente definida, a qual é finalmente seguida de uma fase com os
sinais de artrite inflamatéria (Al), e que ao longo do tempo evolui para o quadro sintoméatico em
que é classificada como AR, de acordo com os critérios estabelecidos pelo Colégio Americano
de Reumatologia de 1987 e pelos critérios da Liga Europeia contra 0 Reumatismo de 2010
(ARNETT et al., 1988; ALETAHA et al., 2010). Fases similares de desenvolvimento foram
propostas em outras doencas autoimunes, tais como diabetes tipo | e lGpus eritematoso
sistémico (LESLIE, LIPSKY e NOTKINS, 2001; ARBUCKLE et al., 2003). Este padrdo sugere
gue ha uma série complexa de eventos, em que pessoas geneticamente susceptiveis sdo expostas
a fatores de risco ambientais, 0s quais desencadeiam a autoimunidade com a produgédo de
autoanticorpos, e um segundo ou mais eventos ou exposi¢cfes que podem conduzir a
desregulagdo da imunidade, levando ao desenvolvimento da AR sintomatica (MCINNES e
SCHETT, 2007; 2011). Assim, um diagnostico precoce e imediato, além de terapias eficazes
s80 cruciais para evitar a deterioracdo das articulacdes, a incapacidade funcional e a evolugéo

desfavoréavel da doenca.

1.1.2 AR e modelos experimentais

Até o presente, 0s processos inflamatorios articulares foram bem caracterizados em
modelos experimentais que mimetizam a AR humana. O desenvolvimento da AR vem sido bem
descrito em uma ampla variedade de modelos animais com utilizacdo de diversos estimulos,
como coldgeno, adjuvante de Freund, proteoglicanos, pristanos, avridinas, antigenos entre
outros, que sdo capazes de simular/desencadear respostas celulares, bioquimicas, imunolégicas
e alteracBes histolégicas que mimetizam em grande parte as condigBes patologicas da AR
humana (DURIE, FAVA e NOELLE, 1994; BRAND et al., 1996; ZHANG et al., 2013; PINTO
etal., 2015; SONG et al., 2015; BESSIS et al., 2017).

Neste contexto, o modelo experimental de artrite induzida por coldgeno (AIC)
apresenta caracteristicas fisiopatoldgicas semelhantes & AR humana, além de ser amplamente
utilizado para ilustrar os mecanismos patoldgicos relevantes na AR humana e para identificar
potenciais agentes terapéuticos (DURIE, FAVA e NOELLE, 1994, ZHANG et al., 2013; SONG
et al., 2015; BESSIS et al., 2017). Em ambos tipos de artrite, células do sistema imune e dos

tecidos sinoviais produzem uma série de citocinas inflamatorias e outros mediadores solUveis
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em uma cascata inflamatoria. Estas reac@es inflamatdrias estdo relacionadas com a gravidade da
lesdo dssea e destrui¢do da cartilagem durante a progressdo da AR (LUBBERTS e VAN DEN
BERG, 2003).

Em roedores, AIC pode ser induzida pela imunizacdo com emulséo de colageno tipo 1l
em adjuvante completo de Freund, que leva & producéo de anticorpos especificos para colageno
tipo 11 (BRAND et al., 1996; BEVAART, VERVOORDELDONK e TAK, 2010; SONG et al.,
2015). Fenotipicamente, animais com AIC apresentam proliferacdo incontrolada de sinovidcitos
tipo B, infiltracdo de leucécitos nas articulacGes e elevada expressdo local de NF-kB. A
expressdo aumentada de NF-kB é uma das principais caracteristicas fisiopatoldgicas da AIC,
pois a inibicdo farmacoldgica de NF-kB estd correlacionada com a diminuicdo da resposta
inflamatoria na AR (AY A et al., 2005; FAN et al., 2006; HSU et al., 2013).

1.1.3 Fatores de risco envolvidos na génese da AR

Um corpo crescente de evidéncias sugere que a AR se desenvolve em individuos
predispostos geneticamente, apos exposi¢do a fatores ambientais. As interacdes entre fatores de
pré-disposicdo genética e fatores ambientais tém sido identificados como sendo importantes
para a determinac&o do risco de se desenvolver AR (KASANTSEVA et al., 2012; KURKO et
al., 2013). Desta forma, a interacéo entre fatores genéticos e ambientais, como a exposi¢ao ao
cigarro fornecem pistas para a patogénese da doenca, mas a complexidade da etiopatogenia da
AR ainda precisa ser mais aprofundada (KARLSON e DEANE, 2012).

Assim, 0 “triangulo das Bermudas” para a inducdo da AR consiste em fatores
autoimunes, mencionados previamente, fatores genéticos e fatores ambientais, que
desencadeiam o aparecimento e a perpetuagdo de sinovite subjacente & AR (KLARESKOG,
PADYUKOV e ALFREDSSON, 2007; SZODORAY et al., 2010; de VRIES, 2011; KURKO et
al., 2013).

Atualmente, ainda ndo se tem um conhecimento claro de como fatores genéticos e
ambientais levam a perda de auto-tolerancia das células B, porém é sabido que certos alelos
presentes no MHC classe I, particularmente os alelos do tipo antigeno leucocitario humano
(HLA — Human Leukocyte Antigen) e o tabagismo representa importante fator de risco
(KLARESKOG et al., 2008).

Em relacdo aos fatores genéticos, investigadores demonstraram, através de
experimentos de sorotipagem, que a susceptibilidade a AR esté relacionada com a presenca de
genes no locus HLA (VIATTE, PLANT e RAYCHAUDHURI, 2013). Estudos de
caracterizacdo do locus HLA identificaram vérios alelos de risco para AR presentes na por¢ao

HLA-DRB1 e mostraram que moléculas HLA, gue possuem determinada sequéncia conservada
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de 5 aminoécidos e que sdo codificadas por epitopos compartilhados, estdo associdadas com a
producdo de ACPAs e principalmente com a incidéncia de AR soropositiva (VIATTE, PLANT
e RAYCHAUDHURI, 2013).

Estudos com modelos animais de AR, que tém explorado o papel de fatores de risco
ambientais, como o tabagismo, na patogénese da Al, tem fornecido poucas informagfes sobre
0s mecanismos especificos pelos quais as exposi¢des ambientais podem desencadear a AR. Pela
utilizacdo do modelo de AIC em murinos, OKAMOTO e colaboradores (2011) induziram uma
artrite inflamatdria, expondo os animais a inalacdo da fumacga condensada do cigarro.
Diferentemente, outro estudo mostrou que a exposicdo a fumaca do cigarro retarda o
desenvolvimento de AIC em camundongos, decorrente, provavelmente, da presenca de diversos
constituintes imunossupressores da fumaca do cigarro (LINDBLAD et al., 2009). Desta forma,
€ necessdrio a realizacdo de estudos mais aprofundados para elucidar os mecanismos
fisiopatoldgicos pelos quais a exposicdo a fatores ambientais desencadeam a AR, em especial 0
cigarro, por ser o principal fator ambiental que contribui para o desenvolvimento de AR.

O uso do tabaco constitui a causa mais importante de morbidade e mortalidade no
mundo. Muitas doengas relacionadas ao tabaco sdo originadas de alteracdes bioldgicas
decorrentes de exposicdes inalatérias repetidas aos constituintes toxicos produzidos pela
pirossintese ou pela combustdo do cigarro (IARC, 1986; HUSGAVFEL-PURSIAINEN, 2004;
VINEIS et al., 2004). A fumaga do cigarro tem propriedades toxicas, genotoxicas, mutagénicas
e carcinogénicas (HUSGAVFEL-PURSIAINEN, 2004). Neste contexto, varios estudos
epidemiol6gicos mostraram que o tabagismo é o fator de risco ambiental mais forte ligado a AR
(VESSEY, VILLARD-MACKINTOSH e YEATES, 1987; KARLSON et al., 1999; STOLT et
al., 2003; COSTENBADER et al., 2006). Um possivel mecanismo seria um aumento na
expressdo de autoantigenos citrulinados nos pulmdes, e este fato, em individuos geneticamente
susceptiveis, desencadeia uma sequéncia de eventos imunol6gicos que conduzem para a quebra
de tolerancia imunoldgica aos antigenos citrulinados endégenos (KARLSON e DEANE, 2012).
Ao encontro com esta informacéo, outros trabalhos mostram que o cigarro aumenta em 30 % o
risco de desenvolvimento de uma AR positiva para ACPAs (KLARESKOG, GREGERSEN e
HUIZINGA, 2010) e que o tabagismo aumenta a expressdo de proteinas citrulinadas nos
pulmdes de fumantes saudaveis (MAKRYGIANNAKIS et al., 2008), e em pacientes em
estagios iniciais de AR (REYNISDOTTIR et al., 2014). Adicionalmente, lesGes articulares
decorrentes do uso do tabaco sdo atribuidas principalmente a presenca e producdo dos ACPAs
nos pulmdes (de ROQY et al., 2014).

Evidéncias clinicas sugerem que a exposi¢cdo ao cigarro pode agravar a AR ja
estabelecida, contribuindo para sua gravidade (SAAG et al., 1997; STOLT et al., 2003).



37

Adicionalmente, pacientes com AR, e que mantém o tabagismo, apresentam maior atividade da
doenca e maiores riscos de adquirirem invalidez (SAAG et al., 1997; PAPADOULOS et al.,
2005; MASDOTTIR et al., 2000; MANFREDSDOTTIR et al., 2006).

Estas evidéncias foram corroboradas pela maior prevaléncia de AR em mulheres
caucasianas com predisposi¢do genética e fumantes do que naquelas com predisposi¢do
genética, mas que ndo eram fumantes (CRISWELL et al., 2006). Ainda, estudos mostraram que
a exposicdo ao cigarro evitou o ganho de peso normal e induziu a atrofia musculo-esquelética
em ratos com artrite induzida por coldgeno (MOREIRA et al., 2011) e que o tabagismo esta
associado com a progressao radiografica na AR (SAAG et al., 1997; RUIZ-ESQUIDE et al.,
2011). No entanto, o mecanismo preciso pelo qual o cigarro e seus diversos componentes
toxicos afetam a progressdo radiografica e a importancia do cigarro nos demais efeitos da AR

nao estdo totalmente elucidados.

A fumaca do cigarro fornece muitos carcindégenos organicos para os pulmdes, além de
outros elementos toxicos (CHIB e MASIRONI, 1992). Alguns dos metais toxicos como cadmio,
niquel e chumbo (Cd, Ni e Pb) passam prontamente do fumo inalado para a corrente sanguinea e
podem se acumular em 6rgdos especificos, tais como figado e rins (CSALARI e SZANTAI,
2002). De acordo com AFRIDI e colaboradores (2015), as exposic¢des elevadas ao Cd, Ni e PB
provenientes do consumo do cigarro sdo sinérgicas aos fatores de risco associadas a AR. Soma-
se a isso o fato de que as folhas de tabaco acumulam naturalmente e concentram elevados niveis
de Cd, Ni, Pb, Fe, Cu e, consequentemente, o tabaco tornou-se uma fonte importante de
exposicao a estes metais toxicos para os fumantes (KAZI et al., 2009).

A quantidade total de carcindogenos varia de uma escala de 0 a 3 pg por cigarro
(CSALARI e SZANTAI, 2002). Foi visto que um pacote de cigarro libera 2—4 pg de Cd, 1-2 pg
de Pb e Ni nos pulmdes de uma pessoa fumante, e uma certa quantidade dos constituintes do
cigarro é liberado no ar que € inalado igualmente por pessoas fumantes e ndo fumantes
(HECHT, 2003).

O benzo[a]pireno (B[a]P) juntamente com a 3-metil-colantreno e 2,3,7,8-tetra-
clorodibenzo-p-dioxina (TCDD) sdo hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (HAPS) e uns dos
principais componentes toxicos da fumaca do cigarro. KOBAYASHI e colaboradores (2008)
mostraram que a exposicdo in vitro ao TCDD induz a expressdo das citocinas IL-1, IL-6 e I1L-8
em sinoviocitos tipo B na AR.

A nicotina, também é um dos mais importantes componentes do cigarro e, de acordo
com YU e colaboradores (2011) o pré-tratamento com nicotina agrava a AR induzida por
adjuvantes em modelos animais, além de modular os niveis dos autoanticorpos ACPAs. Estudo

recente mostrou que a nicotina pode exacerbar a AIC, uma vez que a nicotina possui papel na
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inducdo da formagdo de NETSs, levando & ativacdo imune e posterior liberagdo de autoantigenos,
através de eventos de netose. (LEE et al., 2017). Por outro lado, outros trabalhos mostraram que
a nicotina possui efeitos antiinflamat6rios em modelos animais de AR, nos quais foi visto, por
ensaios de avaliacdo clinica, quea exposi¢cdo a nicotina retarda o desenvolvimento e ndo agrava
a artrite em modelos de AIC em camundongos (LINDBLAD et al., 2009; VAN MAANEN et
al., 2009). ZHOU e colaboradores (2012) observaram que o tratamento com nicotina blogueou a
secrecdo de TNF-a, IL-6 e IL-8, de maneira dose-dependente, e bloqueou a subsequente
ativagdo da cascata de sinalizagdo mediada pelo NFkB em sinoviocitos tipo B isolados de
pacientes com AR. O efeito supressor da nicotina na AR também foi observado por YU e
colaboradores (2011), porém apenas quando a nicotina foi administrada depois do
desenvolvimento da AR, mas, ainda ndo esta claro porque a nicotina induziu a supressdo de
artrite neste modelos estudados. Ainda, foi observado por estudo epidemioldgico que em casos
de AR seropositiva em fumantes, a patogenicidade ndo € decorrente da acdo da nicotina, uma
vez que ndo foi observada associacdo entre o uso da nicotina e o risco da formacdo de ACPAs
(JIANG et al., 2014).

Em conjunto, fica claro que séo necessarias novas investigagdes para elucidar quais o0s
constituintes da fumaca do cigarro contribuem para o fen6tipo patogénico da artrite e para
geracdo de autoimunidade, em qual fase cada composto estd atuando e 0s mecanismos
envolvidos.

Do exposto, ressalta-se que a génese da AR é muito complexa e, como ja salientado
anteriormente, os fatores indutores estdo associados a pre-disposi¢do genética, autoimunidade e
a exposicdo a fatores ambientais. Dentre os fatores ambientais, é claramente evidenciado que o
tabagismo contribui para a génese e para 0 agravamento da doenca. No entanto, existem
controvérsias quanto aos mecanismos de acdo do cigarro e quais componentes deste poderiam

ser 0 agente envolvido na etiologia e patogenia da AR.

1.1.4 AR, tabagismo e AhR

A fumaca condensada do cigarro possui inmeros constituintes capazes de ativarem o
receptor Aril Hidrocarboneto (Aryl hydrocarbon receptor — AhR), como os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), incluindo o benzo[a]pireno e o TCDD. Este receptor também
conhecido como receptor de dioxina, é um fator de transcricdo induzido por ligantes,
principalmente por xenobidticos e pertence a familia PER-ARNT-SIM helix-loop-helix
(BURBACH et al., 1992; EMA et al., 1992; FUJII-KURIYAMA et al., 1994). O AhR esta
localizado no citoplasma e mantém-se em sua forma inativa na auséncia de seus ligantes. Na

vigéncia de ligacdo do receptor a agonistas, ocorrem alteragdes conformacionais com o
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desacoplamento de proteinas chaperonas, e o complexo formado receptor-ligante transloca-se
para 0 nucleo e dimeriza-se com o translocador nuclear do AhR (Arnt). Na por¢do nuclear, o
heterodimero Ahr/Arnt liga-se a uma sequéncia especifica de DNA, denominada elemento
responsivo a xenobidticos (XRE — xenobiotic responsive element), desencadeando assim a
sintese de proteinas que levam a toxicidade (para revisdo ver STOCKINGER et al., 2014).
(Figura 5)
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Figura 5: Via candnica do AhR. Na auséncia de um ligante, AhR esté presente no citoplasma,
ligado a filamentos de actina em um complexo inativo com varias proteinas chaperonas. Apos
ligar-se a um ligante, AhR se transloca para o nicleo, onde é liberado do complexo e se
heterodimeriza com o translocador nuclear de AhR (ARNT), e finalmente na porcdo nuclear o
heterodimero AhR/ARNT liga-se a regifes gendmicas que contém sequéncias especificas
denominadas DRE (elemento responsivo a dioxinas — dioxin response element), induzindo a
transcricdo de varios genes, tais como CYP1Al, CYP1A2, entre outros, desencadeando uma

variedade de efeitos toxicoldgicos. Fonte: Stockinger et al., 2014.

O receptor AhR medeia a hematoxicidade induzida pelo BZ ao induzir a acdo da
enzima hepatica CYP2EL, a qual é critica para a biotransformacgdo do BZ em seus metabolitos

fendlicos, como a HQ (YOON et al., 2002). Além disso, a ativagdo de AhR por agonistas, tais
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como os diversos hidrocarbonetos aromaéticos ciclicos provenientes do cigarro, tem sido
associada com alteragdes na proliferagdo celular, apoptose, promocdo de tumores, e
desenvolvimento e reproducdo (PUGA et al., 2000.2005;. SHIMIZU et al., 2000; BONNESEN
et al., 2001).

Ainda, um numero crescente de estudos tem relatado os diversos efeitos do AhR no
sistema imune, ao regular a geracao de células Treg, modular o balango Th1/Th2 (FUNATAKE
et al., 2005; NEGISHI et al., 2005), além de exercer um papel central na diferenciacdo e no
desenvolvimento de células Thl7 e Treg, que estdo relacionadas com o desenvolvimento de
diversas doencas autoimunes, como a AR (KIMURA et al., 2008; QUINTANA et al., 2008;
NGUYEN et al., 2013; CHENG et al., 2017). Ademais, KIMURA e colaboradores (2009)
mostraram que o receptor AhR regula diferencialmente a ativacdo do gene STAT e atividade do
fator de transcricio NFkB em células T e macréfagos, respectivamente, sugerindo que AhR
controla vérias respostas imunes através da regulacdo destes fatores de transcricéo.

Sabe-se que a ativacdo do AhR tem um papel central na AR, uma vez que este
contribui para o fenotipo inflmatorio e destrutivo da doenca (LAHOTI et al., 2014). Tem sido
demonstrado que compostos presentes na fumaca do cigarro ativam o AhR, e este tem sido um
dos principais mecanismos sugeridos para o agravamento da AR em fumantes (ADACHI et al.,
2013; NGUYEN et al., 2015). Estudos que mostraram a expressdo elevada de AhR em
membranas sinoviais de fumantes (KAZANTSEVA et al., 2012), e que a ativacdo de AhR por
poluentes ambientais induz a ativacdo e diferenciagdo de células Th17 na génese da AR,
corroboram com essa hipotese (NAKAHAMA et al., 2011; NGUYEN et al., 2015; CHENG et
al., 2017). Ainda, a acdo de AhR em células T contribui para o desenvolvimento da AIC em
camundongos (NGUYEN et al., 2015). Adicionalmente, foi mostrado que a fumaca condensada
do cigarro e outros ligantes puros do AhR exacerbaram a AR, alterando o metabolismo 6sseo e
induzindo respostas pro-inflamatérias em sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (TAMAKI et
al., 2004; ADACHI et al., 2013; TONG et al.,, 2017). Adicionalmente, sob condicGes de
inflamacdo, 0 AhR ativa/induz a expressao de varios fatores de crescimento e migragdo dos
sinovidcitos tipo B. Ainda, AhR ativado induz a expressdao de IL-1B, IL-6 e COX-2 em
sinovidcitos tipo B isolados de pacientes com AR, e tratamento com um antagonista deste
receptor inibiu fatores de crescimento de fibroblastos e diminuiu o fendtipo invasivo de
sinovidcitos tipo B (TAMAKI et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2008; NAKAHAMA et al.,
2011; NGUYEN et al., 2015).

Embora sejam conhecidos muitos dos ligantes de AhR presentes na fumaga do cigarro,
ainda ndo sdo entendidos os mecanismos pelos quais essas moléculas contribuem para o

desenvolvimento e agravamento da AR.
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1.2 Hidroquinona

A Hidroquinona (HQ - 1,4-dihidroxibenzeno, Figura 6) ¢ um produto derivado da
hidrdlise da arbutina (4-Hidroxifenil-B-D-glicopiranosideo), que é um composto fendlico
encontrado amplamente em plantas, além de estar presente em frutas como berries, pera e macd,
além de seus derivados tais como sucos e geléias. A arbutina é facilmente hidrolisada no
estbmago em HQ livre, a qual é amplamente absorvida pelo trato gastrointestinal
(MCDONALD et al., 2001). Além da composi¢do de arbutina em plantas, a HQ livre também
esta presente naturalmente em alguns alimentos e bebidas, tais como brécolis (0,1 ppm), vinho
tinto (0,5 ppm) e café (40 mg/Kg no gréo seco; 0,5 pug/mL no produto pronto para 0 consumo)
(IARC, 1987; JIN e SATO, 2003; DIMITROVA et al., 2005; THAVARAJAH e LOW, 2006).

HO OH

Figura 6: Estrutura quimica da Hidroquinona (HQ).

A HQ possui peso molecular de 110,11, é solivel em agua (70 g/L a 25 °C) e etanol,
apresenta ponto de fusdo 172,3 °C, ponto de ebulicdo 287 °C, pressdo de vapor 2,4 x 10> Pa
(1,8 x 10> mm Hg) a 25 °C, além de ser um agente redutor com potencial eletroquimico de
+286 mV para o par redox benzoquinona/hidroquinona, a 25 °C e pH 7,0 (IARC, 1987;
MCGREGOR, 2007). A HQ é uma substancia cristalina branca, e se em contato com o ar ou luz
ocorre oxidagdo e escurecimento da cor.

A HQ é utilizada na indlstria cosmética, sendo um dos tratamentos mais indicados por
dermatologistas para o clareamento da pele, com finalidades estéticas ou terapéuticas, além de
ser usada em tinturas de cabelo e em esmaltes para pintar as unhas e clinicamente é aplicada
topicamente para o tratamento de hipermelanose (WESTER et al., 1996). A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a comercializa¢cdo de cremes a base de HQ,
utilizando a concentracgdo de até 2 % de HQ, porém formulacGes com concentra¢des que variam
de 4 a 10 % de HQ sd@o encontradas em formulagbes manipuladas (DECAPRIO, 1999;
ANVISA, 2000; WESTERHOF e KOOYERS, 2005). O uso cosmético da HQ, com finalidades
de claraemento de pele, foi banido nos paises da Unido Européia e no Reino Unido, devido ao
potencial risco carcinogénico da HQ (Regulacdo nimero 1223/2009 do Parlamento Europeu e

do Conselho em produtos cosméticos, 2009).
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As ocorréncias antropogénicas da HQ provém principalmente da atividade industrial,
onde a HQ é importante para a indUstria quimica, usada principalmente como um antioxidante
na industria produtora de borracha, visto que a HQ é utilizada como inibidor da polimerizagdo
da mesma, além do seu uso nas inddstrias petroquimicas, na purificacdo do petréleo, na
formulacdo de solugdes reveladoras de fotografias preto e branco, entre outras inimeras linhas
industriais (IARC, 1987; WESTER et al., 1997; MCGREGOR, 2007). A literatura estima que a
producdo industrial de HQ seja em torno de 35.000 a 40.000 toneladas por ano (DECAPRIO,
1999; WESTERHOF e KOOYERS, 2005).

Ha registros que mostram que a HQ dispersa no ar pode estar conjugada a poeira em
concentracdes de 0,1 a 6,0 mg/m® em inddstrias que manipulam a mesma ou seus precursores, e
este € um ndmero muito elevado, visto que o National Institute of Occupational Safety & Health
(NIOSH) e a American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH) alertam para um limite de
2,0 mg/m® no qual trabalhadores podem permanecer em contato com a HQ por um periodo
limitado de 8 horas por dia (TLV-TWA). J4 a ACGIH vai mais longe, permitindo que um
individuo em seu ambiente de trabalho esteja em contato com a HQ nesta concentragdo por no
méaximo 15 minutos por dia (TLV-C) (NIOSH, 1994; PIFER et al.,1995). No Brasil ndo ha
legislagdo vigente que determine o tempo maximo de contato que uma pessoa pode ter com a
HQ no ambiente de trabalho. Ainda, no Brasil sdo adotados os limites de exposi¢cdo
estabelecidos pela Environmental Protection Agency (EPA) e National Institute Of
Occupational Safety and Health (NIOSH), agéncias do governo dos Estados Unidos, trazidos
pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), ligada a Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de S&o Paulo (NIOSH, 1994; CETESB).

A HQ ¢é produzida endogenamente durante a biotransformacdo do benzeno (BZ),
principalmente no figado, medula Gssea e pulm@es, e é também responsavel pela
mielotoxicidade e imunossupressdo detectadas durante a toxicidade do benzeno (SNYDER,
2004; MCGREGOR, 2007). O BZ, um composto organico volatil, ¢ um dos componentes
quimicos industriais mais utilizados. O BZ ¢ liberado no ambiente a partir de varias fontes,
como combustdo do carvdo e Oleo, gasolina, da exaustdo de veiculos a motor, esgotos
industriais, na extracdo e refinamento do petréleo, na fumaca de cigarro e lenha, entre outras
fontes (MINCIULLO et al., 2014; BAHADAR et al., 2015). O BZ foi utilizado como aditivo
na gasolina até a década de 1970, quando sua utilizacdo foi proibida devido a sua alta
toxicidade. Entre 1972 e 1991 a média de concentracdo de BZ na gasolina americana foi de 0,8
a 3,18 %, enquanto que atualmente a gasolina americana contém cerca de 1 % de BZ. No Brasil,
a Agéncia Nacional de Petroleo, Ga&s Natural e Biocombustiveis (ANP) preconiza a

concentragcdo méxima de 1 % de BZ na gasolina comum, mas dados publicos mostram até 8 %
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de BZ em combustiveis adulterados (ANP, 2001; AGENCIA ESTADUAL DE NOTICIAS,
2005).

A exposicdo humana ao BZ ocorre via inalacdo, absorcdo dérmica, ingestdo de
alimentos contaminados e &gua, e fumaca do cigarro em fumantes ativos e passivos (WILBUR
et al., 2008; ARNOLD et al., 2013). A maior exposi¢do ao BZ se da no ambiente de trabalho,
por trabalhadores de industrias quimicas e petroquimicas, uma vez que o BZ é liberado durante
0s processos de producdo, refinamento, transporte e armazenamento do petroleo. Contudo, a
exposi¢cdo tambeém ocorre no ambiente poluido, em especial pela queima de combustivel. Por
estes motivos, populacBes que moram ao redor de indUstrias petroquimicas estdo mais expostas
ao BZ pela poluicdo do ar.

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (International Agency for Research
on Cancer - IARC), o Programa Toxicolégico Nacional (NTP) e a Agencia de Protecdo
Ambiental (EPA) classificam o BZ como agente carcinégeno do grupo 1, devendo assim, haver
regulamentacdo especifica para este composto. Além disso, tem sido demonstrado que a
exposicdo ao BZ estd correlacionada com a incidéncia de leucemia, em particular leucemia
aguda mieldide em humanos e induz tumores sélidos em animais (IARC, 1987; 2012; BAAN et
al., 2009; MCHALE, ZHANG e SMITH, 2012). Estudos indicam o BZ como um disruptor
enddcrino, podendo alterar a forma natural de regulacdo hormonal do organismo (KIM et al.,
2013), além de indutores de alteragcbes numéricas e estruturais nos cromossomos em humanos
expostos ocupacionalmente ao BZ (EASTMOND et al., 2001; MORO et al., 2013; LI et al.,
2014).

O BZ absorvido pela pele ou pelas vias aéreas sofre epoxidagdo no figado ou nos
pulmdes, mediada pela enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1). O oxido de BZ resultante
estabelece equilibrio entre sua forma oxepina ou pode rearranjar-se ndo enzimaticamente a
fenol. Este dltimo, pela acdo da CYP2E1, é hidroxilado, via dihidrodiol desidrogenase, aos
compostos reativos da HQ, o catecol ou o 1,2,4-benzenotriol, gerando assim substratos para
enzimas de fase Il de biotransformacdo, os conjugados fendlicos encontrados na urina, o acido
fenilmercapturico e o &cido trans, trans-muconico, ou ainda, sdo transportados pelo sangue para
a medula 6ssea, onde sdo biotransformados pela mieloperoxidase (MPO) e prostaglandina H
sintetase gerando os compostos 1,4 e 1,2-benzoquinonas, compostos estes mais toxicos, que
contribuem para a mielotoxicidade (Figura 7) (para revisdes ver DE CAPRIO, 1999; SNYDER,
2004; JOHNSON, LANGARD e LIN, 2007; HARTWIG, 2010).


http://www.cancer.org/cancer/cancercauses/othercarcinogens/intheworkplace/benzene
http://www.ecycle.com.br/component/content/article/38-no-mundo/1853-iarc-agencia-internacional-de-pesquisa-em-cancer.html
http://www.ecycle.com.br/component/content/article/38-no-mundo/1853-iarc-agencia-internacional-de-pesquisa-em-cancer.html
http://www.cancer.org/cancer/cancercauses/othercarcinogens/intheworkplace/benzene
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Figura 7: Biotransformacdo do benzeno (BZ). Fonte: figura adaptada de JOHNSON;
LANGARD e LIN, 2007. (GSH: glutationa; CYP: enzimas do complexo citocromo p450; MPO:

mieloperoxidase; NQO1: quinona oxido-redutase 1).

A comprovacdo da importancia da metabolizacdo do BZ para sua toxicidade é bastante

evidenciada em estudos com animais geneticamente modificados para as enzimas CYP2E1 e

MPO, uma vez que a mielotoxicidade € bastante reduzida nestes animais (KETTLE e
WINTERBOURN, 1992; MEDINSKY, KENYON e SCHLOSSER, 1995; SNYDER, 2002;

SNYDER, 2004).
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Dados da literatura mostram que a HQ é trasnportada para a medula 6ssea, onde pode
ser oxidada em quinonas altamente tdxicas pela auto-oxidacdo e pela enzima MPO,
contribuindo significantemente para a toxicidade do BZ (SMITH, 1996; GASKELL,
MCLUCKIE e FARMER, 2005; SCHNATTER et al., 2012). Porém, apesar dos diversos
estudos abordando os efeitos do BZ e dos seus metabolitos, os mecanismos envolvidos na
toxicidade do BZ e da HQ sdo complexos, afetando diversas vias (para revisdes ver DE
CAPRIO, 1999; SNYDER, 2004; JOHNSON, LANGARD e LIN, 2007; HARTWIG, 2010;
HUANG et al.,2015), as quais ainda ndo estdo completamente elucidadas, necessitando-se
estudos mais aprofundados.

A HQ e 0 BZ desempenham um papel importante tanto na poluicdo do meio ambiente,
tanto out-door quanto in-door, e ambos estdo presentes em altas concentragdes na fumaca do
cigarro, onde a HQ é o composto com maior atividade oxidativa (MCGREGOR, 2007;
DOMAGALA-KULAWIK, 2008; PATEL, RYU e VASSALLO, 2008).

A HQ, bem como o BZ, integram os mais de 8.700 compostos presentes no cigarro,
sendo a HQ presente em uma porcentagem elevada, em torno de 10 % de todo material de fase
particulada (RODGMAN e PERFETTI, 2013; STABBERT et al., 2017). Monografias da IARC
descrevem que um cigarro pode conter até 100 pg de HQ e 72,2 ug de BZ em sua composigao.
Ja as quantidades liberadas pela fumaga deste cigarro podem chegar até 70 g a 183,5 pug de HQ
e 46,3 ug a 272 g de BZ pela corrente primaria e secundaria, respectivamente, levando a uma
exposicdo significativa, tanto para fumantes ativos quanto fumantes passivos (IARC, 1987;
ANVISA, 2001; KIM, KANG e KIM, 2005).

A HQ é um composto com alta capacidade de gerar estresse oxidativo em sistemas
endogenos, além de ligar-se tanto ao DNA e as proteinas, desencadeando diferentes efeitos
toxicos (GASKELL, MCLUCKIE e FARMER, 2005; NORTH et al., 2011).

Por ser um componente do cigarro e por ser um contaminante industrial, a HQ tem
chamado a atengdo por seus potenciais efeitos adversos em varios sistemas e 6rgdos. Neste
contexto, a HQ tem sido associada a um aumento da incidéncia da degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI) em humanos. Esta doenca, que possui elevada incidéncia em
fumantes, é caracterizada pela atrofia celular da retina, podendo evoluir para uma
neovascularizagdo coroidal da mécula, levando a posterior perda parcial ou total da visdo. A HQ
é a principal responsavel por causar DMRI, uma vez que esta doenga é desencadeada
principalmente por danos oxidativos, que resultam na formagdo de depoésitos nas células
epiteliais pigmentares da retina (EPR), com possivel destruicdo destas células EPR e de
fotoreceptores. Além disso, a exposigdo & HQ altera a expressao das citocinas IL-12, IL-10, do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e induz mudancas na expressdo de genes

associados as funcbes de apoptose, inflamagdo e angiogénese nas células EPR de pacientes


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317300887#bb0575
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fumantes com DMRI (ESPINOSA-HEIDMANN et al., 2006; PONS e MARIN-CASTANO,
2011; CAO et al., 2013; CHEN et al., 2014; RIM et al., 2017).

Os dados da literatura, na maioria com estudos in vitro, mostram que a exposi¢do a
HQ compromete a funcdo de células do sistema imune (TAYSSE et al., 1995; KIM et al., 2005;
LEE et al., 2007; CHO, 2008; CHOI et al., 2008; PENG et al., 2012; LEE, YANG e KIM,
2012; Ll etal., 2014).

Os dados da literatura sobre o papel da HQ em macréfagos (M®s) compreendem
demonstracBGes de estudos in vitro, que indicam a diminuicdo da producdo de peroxinitrito,
sequestro do mesmo ou pela diminui¢do da producdo do 6xido nitrico (NO) pela inibicdo da
expressdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (THOMAS et al., 2001; KIM et al., 2005;
CHO, 2008; HEBEDA et al., 2012); além de prejuizos na secre¢ao de mediadores inflamatérios,
tais como TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 e NO, por mecanismos mediados via fator de
transcricdo NF-xB (MILLER et al., 1994; ROSS et al., 1996; KIM et al., 2005; LEE et al.,
2007; CHO, 2008); e danos ao DNA em M®s alveolares de ratos, dependente de estresse
oxidativo em exposicdo a HQ obtida de amostras de cigarro (PRYOR et al., 1998). Ja CHOI e
colaboradores (2008) mostraram a supressdo da fagocitose por dextran em M®s tratados com
HQ in vitro, sugerindo um bloqueio da resposta inicial da ativacdo destas células. Ainda, de
acordo com HEBEDA e colaboradores (2012), a exposic¢do in vitro a HQ inibiu a producéo de
TNF-a por células mononucleares humanas e por células polimorfonucleares de ratos. A
maioria dos trabalhos da literatura citados acima, embora conduzidos em diferentes condi¢Bes
de exposi¢do a HQ in vitro, corroboram para um efeito inibitério da HQ sobre a secrecdo de
citocinas pré-inflamatérias e sobre a producéo de NO.

Nosso grupo de pesquisa relatou que a exposicao de animais de experimentagéo a HQ,
em condicGes onde ndo had comprometimento medular e do perfil de leucécitos na circulacao,
causa inibicdo da resposta do organismo a agentes inflamatorios, quantificado pelo menor
influxo leucocitéario, no pulmdo, durante inflamacgdo alérgica ou bacteriana (MACEDO et al.,
2006, 2007; FERREIRA et al., 2007 SHIMADA et al., 2012a). No entanto, 0s mecanismos
envolvidos neste efeito inibitorio da HQ néo estéo esclarecidos. Ainda, apesar da exposi¢édo in
vivo @ HQ em baixas concentracdes ndo ter alterado o nimero de macréfagos residentes, a
analise do seu perfil secretor mostrou que a exposi¢cdo & HQ diminuiu a secrecdo basal das
citocinas proinflamatérias IL-13, TNF-o, IL-6 € do NO pelos diferentes tipos de células
presentes no pulmao na vigéncia de resposta inflamatoria aguda (SHIMADA et al., 2012a,b).
Porém, esta exposi¢do inalatdria a HQ afetou a homeostasia do tecido pulmonar e prejudicou a
defesa imunoldgica ao reduzir a expressdo da proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1)
(SHIMADA et al., 2012a,b). Este mecanismo mostrando a toxicidade in vivo da HQ, o qual
poderia afetar o aparecimento e a resolucdo de doencas pulmonares infecciosas em pessoas
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fumantes e moradores de regiGes poluidas reforga a relevancia dos poluentes ambientais e
doencas das vias respiratérias como um problema de sade publica.

Os dados do nosso grupo de pesquisa, somados a outros da literatura, tém
demonstrado que a HQ é um dos principais componentes toxicos do cigarro, que leva a
imunotoxicidade e que pode estar envolvido na génese de diversas doengas incidentes em
fumantes. Como fumantes possuem maior indice de incidéncia de desenvolvimento, bem como
agravamento da artrite reumatoide, hipotetizamos que a exposicdo a HQ, presente em
concentracbes elevadas na fumaca do cigarro, possa ter algum envolvimento na maior
incidéncia, bem como no agravamento da AR em humanos. No entanto, até o presente

momento, ndo ha dados na literatura que suportem esta possivel evidéncia.



2 OBJETIVO
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel da exposicdo in vivo a HQ no

desenvolvimento e no agravamento da AR induzida pelo colageno em ratos Wistar.



3 MATERIAIS E
METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos (6-8 semanas), com peso entre 180-
230 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto de Quimica
e pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Os animais
foram mantidos em condi¢Bes normais de biotério, com livre acesso a agua e racao, por todo
periodo experimental. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 0s Principios
Eticos de Experimentacdo Animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA), protocolo CEUA/USP nimero 435.

3.2 Indugao da artrite por colageno

A inducdo da artrite por coldgeno em ratos Wistar machos foi baseada na metodologia
descrita por Brand, Latham e Rosloniec (2007) e por Backstrom e Dahlgren (2008). Colageno
bovino tipo Il (Chondrex, Inc., Redmond, WA, EUA) foi solubilizado em &cido acético 0,1 M a
2 mg/mL. Um volume igual de adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) foi adicionado a emulséo do colageno tipo Il. Os animais foram imunizados (imunizacdo
priméaria), com injecdes subcutaneas (s.c.) na base da cauda, com volumes 200 L desta
emulsdo no 7° dia dos protocolos experimentais. Os animais receberam injecoes de reforgo desta
emulsdo (100 L), 7 dias ap6s a imunizacdo primaria, no 14° dia. Os animais foram
eutanasiados no 35° dia, 28 dias ap6s a imunizacdo primaria de colageno, por excesso de
anestésico (solugdo de Quetamina/Xilasina 80:8 mg/Kg, i. p.). Para comparagdo e controle dos
experimentos, foram utilizados animais que nado tiveram inducdo de artrite por colageno.

O delineamento experimental dos protocolos de exposi¢es e tratamentos segue
abaixo. Os animais foram divididos em 3 condic¢Ges experimentais (A, B, C) e foram expostos a

3 tipos de solugdes - solucdo salina, solucéo solvente da HQ (5 % de etanol em salina) ou HQ.

3.3 Exposicao a HQ

O esquema de exposi¢do compreendeu a nebulizacdo de solucdo de HQ (HQ 99 %,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentragdo de 25 ppm (1,5 mg/60 mL), na
frequéncia de 1mL/minuto, por 1 hora, uma vez ao dia, durante o decurso temporal, que variou
de acordo com cada protocolo experimental (grupos A, B ou C ). Para comparagdo, animais
controle foram expostos a volumes equivalentes de solugdo salina ou ao veiculo da HQ (5 % de
etanol em solucdo salina) pelo mesmo tipo de nebulizacdo e pelos mesmos periodos. Para tanto,
foram acondicionados 4 animais de cada vez em uma caixa de exposicdo dotada de 3 orificios,
um deles em um dos lados da caixa e 0s outros dois na extremidade oposta (Figura 8). Pelo

primeiro orificio, as solucgdes salina, solvente HQ ou HQ foram nebulizadas, utilizando-se um
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inalador ultrassénico (NS®, S&o Paulo, SP, Brasil) com capacidade de produzir névoa com
particulas entre 0,5 e 10,0 um®. Os outros dois orificios permitiam a saida de gases da caixa de
acondicionamento. Todos os procedimentos de exposic¢ao inalatoria foram realizados em capela

de exaustdo.

Fluxo de ar

Figura 8: Representacdo ilustrativa da caixa de exposi¢io acoplada ao nebulizador

ultrassénico.

3.4 Protocolos experimentais

O delineamento experimental dos grupos de exposicdes e tratamentos segue ilustrado
abaixo (Figura 9). Os animais foram divididos em 3 protocolos (grupos) experimentais (A, B e
C), sendo expostos, por nebulizacdo, a 3 tipos de solugdes - solugdo salina (controle), solvente
HQ (5 % de etanol em solucéo salina) ou HQ 25 ppm.

O periodo de exposi¢do variou de acordo com cada protocolo experimental. No grupo
experimental A, os animais foram expostos por 35 dias consecutivos, durante periodo de
sensibilizacdo, inducdo e desenvolvimento da AIC (Figura 9). No grupo experimental B, 0s
animais foram expostos por 14 dias consecutivos, do 1° até o 14° dia (até o dia da segunda
injecdo de colageno), ou seja, pelo periodo de sensibilizacdo da AIC (Figura 9). Ja no grupo
experimental C, os animais foram expostos por 07 dias até a primeira injecdo de colageno e
depois por 07 dias consecutivos (do 29° dia até o 35° dia), ou seja, depois que a doenca j& havia
sido estabelecida (Figura 9). Em todos os protocolos experimentais, a inducdo da artrite foi feita
pela injecdo de colageno, solubilizado em adjuvante completo de Freund, realizada no 7° e no
14° dia.
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Figura 9: Delineamento experimental dos grupos experimentais.

3.5 Avaliagao clinica do desenvolvimento da artrite

O desenvolvimento de AIC é considerado clinicamente significativo quando observa-
se edema em pelo menos um digito ou pata. Desta forma, a incidéncia e gravidade da AIC
foram avaliadas cada 3 dias, a partir do 21° dia até o 35° dia, por exame visual de cada digito
e/ou pata de cada animal. O desenvolvimento e agravemento foram pontuados em valores entre
0 a 4, de acordo com uma escla de score clinico baseado no trabalho de Backstrom e Dahlgren
(2008) (Tabela 1).

Score clinico Aspectos clinicos

0 Digitos e patas normais — sem

desenvolvimento de artrite

1 Leve inchago ou vermelhiddo

2 Vermelhiddo moderada, inchago no

tornozelo e/ou pulso

3 Inchago e vermelhiddo graves de toda a pata,

incluindo digitos

4 Madxima inflamacgao das patas, com

envolvimento de multiplas articulagdes

Tabela 1: Pontuacéo clinica de desenvolvimento de AIC.
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3.6 Acompanhamento do peso dos animais - Evolu¢ao ponderal
Devido ao fato de que uma das manifestagdes sistémicas da AR é a perda de peso dos
individuos acometidos por esta doenca, foi feita uma avaliacdo da variacdo corpoOrea dos
animais no inicio do periodo das exposi¢des inalatdrias (1° dia) e no tltimo dia de exposic¢ao, no

dia em que os animais foram eutanasiados (35° dia).

3.7 Leucograma total e Leucograma e diferencial

No 35° dia experimental, os animais foram previamente anestesiados (com solugdo de
Quetamina: Xilasina), e foram coletadas aliquotas de sangue pela veia aorta abdominal para
determinacdo de leucometria total. Para tanto, o sangue coletado foi armazendo em tubo de
plastico que continha heparina (15 pl de heparina para 525 pl de sangue) e uma aliquota de 10
ul do sangue foi retirada e colocada em outro tubo plastico, acrescentado 190 pl do corante de
Turkey (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para posterior contagem dos leucécitos em
Camara de Neubauer em microscopio de luz (Célculo: nimero encontrado na soma dos 4
quadrantes + 4 (numero de quadrantes) x 20 (fator de diluigdo).

Ainda, foram coletadas aliquotas de sangue da aorta abdominal para realizagdo do
leucograma diferencial, através da contagem pelo método de extensdo sanguinea. Para realizar
este protocolo, a aliquota de sangue coletada foi colocada sobre uma lamina de vidro e com uma
lamina extensora, a gota de sangue foi pressionada, com um angulo de 45° em relagdo a
extremidade da lamina, e assim foi feito o esfregago. Apds as laminas estarem secas, foi feita a
coloracdo, seguido de leitura das laminas em microscépio de luz, utilizando uma objetiva de
imersdo, com 6leo de imersdo. Para a leitura do leucograma diferencial foi contado um total de
100 leucdcitos por lamina e o resultado expressa o namero diferencial dos tipos de leucécitos

(neutrofilos, linfocitos e mondcitos) em valores absolutos.

3.8 Analise histoldgica das membranas sinoviais

Apb6s os periodos de exposi¢Oes inalatorias, de acordo com cada protocolo
experimental, os animais foram eutansiados no 35° dia e foram coletadas as membranas
sinoviais presentes nas articulagbes dos joelhos dos animais para realizacdo de anélise
histoldgica. Para tanto, ap6s serem coletados, estes materiais foram embebidos em formalina 4
% (para fixacdo), apds isto foi feita a inclusdo das amostras coletadas em parafina, seguida do
processo de microtomia (cortes sucessivos, delgados e uniformes de 5 pm de espessura, dos
blocos de parafina com as pecas incluidas , seguido da montagem das laminas histoldgicas).

Apobs a montagem das laminas foi feita a coloragdo, utilizando os corantes Hematoxilina e
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Eosina (HE), para posterior leitura das laminas em Microscdpio dptico Axio Imager A2 (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha).

Além disso, as membranas sinoviais coletadas foram analisadas pela técnica de
Imunofluorescéncia para a presenca de células marcadas para Ly6G (1:100, eBioscience, San
Diego, CA, EUA), caracterizagdo de sinovidcitos positivos para CD90 (1:100, BD Biosciences,
San Jose, CA, EUA), expresséo intracelular de AhR (1:100, Abcam, Cambridge, Reino Unido),
expressao do receptor nuclear retindico (RORyt) (1:100, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
EUA), e secregdo de IL-17 (1:100, eBioscience, San Diego, CA, EUA) e em todos 0s ensaios,
foi empregado o marcador DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) como controle positivo para
marcacdo dos nucleos celulares. Os ensaios de Imunofluorescéncia foram feitos de acordo com
as instrucdes dos fabricantes e as imagens foram obtidas no Microscopio Axio Imager A2 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e analisadas no software Zen Blue (Carl Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).

3.9 Analise de depdsito de colageno nas membranas sinoviais

por Microscopia de Geracdo de Secundo Harmonico

Com o objetivo de estudar a modulagdo da trama das fibras de colageno frente a
exposicdo a HQ e a inducdo de artrite pelo colageno, as laminas histologicas geradas pelos
cortes das membrana sinoviais, incluidas em parafina histoldgica e coradas com Hematoxilina e
Eosina, foram analisadas através da Microscopia Confocal Multifotbnica, pela técnica de
Geragdo de Segundo Harmonico, utilizando Microscopio Zeiss LSM 780 system (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) no Nucleo de Instalagbes de Apoio a Pesquisa (CEFAP - Centro de
Facilidades para Pesquisa, ICB-USP). As imagens foram adquiridas através de objetiva de 20x e
analisadas pelo software Zen (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Com este tipo de
microscopia € possivel realizar a leitura do material de forma tridimensional, em profundidade,
devido a capacidade de penetracdo das ondas de excitagdo no comprimento infravermelho
(BELISLE et al., 2010). Além disso, devido & baixa carga energética das ondas nessa regifo do
espectro, a microscopia multiféton apresenta pouco esmaecimento (“photobleaching”) do tecido
e é pouco fototdxica ao material analisado (KOEHLER et al., 2006). Um dos recursos da
microscopia multifotdnica € a técnica de microscopia por geragdo de luz em segundo harménico
(SHG — do inglés: Second Harmonic Generation), que utiliza espalhamento nédo-linear de
fétons, causado pela trama assimétrica do colageno para recriar sua imagem. A microscopia por
SHG funciona como uma sonda Optica de alta seletividade e excelente contraste de imagem para
analise de colageno, e a imagem por SHG resulta da tripla-hélice ndo centro-simétrica das trés

cadeias polipeptidicas da molécula de colageno (TANAKA et al., 2013).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPnqXA3MXVAhXDkpAKHU1oC3wQmxMIzAEoATAQ
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Apobs obtidas as imagens por SHG, foi feita uma analise matematica da alteracdo de
padréo de arranjo das fibras colagénicas das membranas sinoviais entre 0s grupos experimentais
e entre as condigbes com ou sem AIC. Para tanto, aplicou-se o conceito de coeficiente de
variacdo, que possui a capacidade de quantificar variagfes de intensidade de cor em uma dada
regido das imagens. As imagens foram analisadas no software CellProfiler (Broad Institute,
Boston, MA, EUA) e foram quantificadas em relagdo a area coberta pelo colageno, area

ocupada pelo colageno, perimetro e intensidade média.

3.10 Quantificacdo de mediadores inflamatorios

No 35° dia, ap6s eutandsia dos animais, foram coletados liquido sinovial e soro, 0s
quais foram utilizados para posterior quantificacdo dos mediadores inflamat6rios TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-10 e NO.

A quantificacdo da concentragdo das citocinas no liquido sinovial e no soro foi
realizada por ensaio imunoenzimético (ELISA), utilizando kits comerciais e de acordo com a
metodologia fornecida por cada fabricante destes kits (BD Biosciences, R&D Systems e
eBiosciensce). Os resultados foram expressos em picogramas de citocinas produzidas por
mililitro.

A concentracdo de NO foi determinada no liquido sinovial utilizando a reagdo de
Griess. Em resumo, 50 uL das amostras de liquido sinovial foram adicionados a 50 uL do
reagente de Griess (1 % de sulfanilamida com 0,1 % de a-naftil etilenodiamina; Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, EUA). Apds 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, a
absorbancia de cada amostra foi determinada em espectrofotdmetro (Spectra Max 190,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) com comprimento de onda de 550 nm. A
concentracdo de NO das amostras foi determinada a partir de uma curva padrdo de nitrito de
sodio (NaNO,) (0,2-200 uM).

3.11 Quantificacdo de anticorpos anti-proteinas/peptideos

citrulinados para diagnostico de AR.

O soro de pacientes com AR contém uma variedade de autoanticorpos direcionados
contra autoantigenos. Entre eles, teste com o anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico (anti-
CCP) € um teste sorologico que baseia-se na presenca de autoanticorpos com afinidade para a
citrulina no soro de pacientes com AR. Desta forma, este anticorpo foi utilizado para estabelecer
o0 diagndstico para confirmacdo da presenca de AR nos animais. Para tanto, no 35° dia foram
coletadas amostras de sangue dos animais. Em seguida, foi feita uma centrifugacéo (3.500 g por

10 min) e o soro foi isolado. Posteriormente, a quantificacdo da concentragdo de anti-CCP foi
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feita por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando kit comercial, de acordo com protocolo

fornecido pelo fabricante (MyBiosource, San Diego, CA, EUA).

3.12 Isolamento de esplendcitos e tratamentos

Animais naive foram eutanasiados por excesso de anestésico (solucdo de
Quetamina: Xilasina) e os bagos foram coletados. Em seguida, os bagos foram colocados em
placas de Petri contendo solu¢do de PBS (Tampdo Fosfato salino) e 5 % de soro fetal bovino
(SFB) e posteriormente foram macerados, utilizando-se o émbolo de seringas de 10 mL. Apds
esta etapa, foi feita a lise das hemacias, utilizando-se tampéo de lise (solugdo de NH4CI 0,13M
estéril). Em seguida, os esplendcitos isolados foram ressuspendidos em meio de cultura RPMI
1640, suplementado com 10 % de SFB, e foi feita contagem dos esplendcitos em Camara de
Neubauer. Apo6s contagem, os esplendcitos foram plaqueados em placas de cultura de 24 pogos,
na concentracdo de 1 x 10° células por pogo.

Com o objetivo de quantificar a expressdo do receptor AhR, 0s esplendcitos isolados
foram incubados in vitro com meio de cultura R10 (RPMI 1640, suplementado com 10 % de
SFB), solvente HQ (5 % de etanol), HQ (1, 10 ou 100 uM), solvente do PCB 126 (1 % de
DMSO ) ou PCB 126 (1, 100 or 1000 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ou ainda
incubados com alfa-naftoflavona (10, 100 ou 1000 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
que é um antagonista de AhR, durante 30 minutos. Adicionalmente, com o intuito de quantificar
a secre¢do de IL-17, os esplendcitos foram incubados in vitro com meio de cultura R10 (RPMI
1640 suplementado com 10 % de SFB), solvente HQ (5 % de etanol) ou HQ (1, 10 ou 100 uM)

durante 24 horas.

3.13 Analise por citometria de fluxo para quantificar a

expressao de AhR e secrecao de IL-17 em esplendcitos

Apo6s os esplendcitos terem sidos tratados in vitro, como descrito no tépico anterior,
eles foram coletados e entdo fixados com tampédo Cytofix/Perm (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA), permeabilizados utilizando kit Perm/Fix (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e
marcados intracelularmente com anti-AhR (1:100, Abcam, Cambridge, Reino Unido) e
posteriormente com anticorpo secundério anti-camundongo Alexa Fluor 488 (1:400, Life
Technologies, Carlsbhad, CA, EUA) ou com anti-IL-17 conjugado com FITC (1:100,
eBioscience, San Diego, CA, EUA). O ensaio de citometria de fluxo foi realizado, utilizando o

citbmetro de fluxo Accuri (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), e foram coletados 50.000
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eventos por amostra. Os dados coletados foram analisados no software FlowJo (Tree Star,
Ashland, OR, EUA).

3.14 Obtencao e cultivo de sinovidcitos do tipo B (fibroblastos
sinoviais)

A obtencdo dos sinoviécitos foi realizada de acordo com o método descrito por
WANG e colaboradores (1994). No final das exposi¢des realizadas de acordo com o protocolo
experimental do grupo C, os animais foram eutanasiados e posteriormente foi feita a dissecagao
das articulagfes fémoro-tibio-patelares e retirada das membranas sinoviais da regido dorso-
mediana de cada articulacdo, com auxilio de lamina cirtrgica, em condicGes assépticas. Estas
membranas foram incubadas com colagenase do tipo 1V (4 mg/mL), diluida em meio de cultura
RPMI 1640, durante 4 horas a 37 °C. A seguir os homegantos foram centrifugados a 200 x g,
por 5 minutos. Os sobrenandantes foram coletados para posterior quantificacdo de mediadores
inflamatdrios por ELISA, e as células obtidas foram ressuspendidas em RPMI suplementado
com 10 % de soro fetal bovino, L-glutamina (2 mM) e gentamicina (40 pg/mL) (meio de cultura
RPMI completo) e depositadas em microplacas de cultura de 12 pogos com fundo chato. Apés
incubacdo, durante 18 horas, em estufa a 37 °C e 5 % de CO,, os sobrenadantes das culturas
foram coletados, para exclusdo das células ndo aderentes, seguido da adi¢do de meio de cultura
RPMI completo e incubagdo por 24 horas, a 37 °C e 5 % de CO,. Para subcultivo, os
sinoviocitos foram descolados das microplacas, por tratamento com solugéo de tripsina 0,05 %.
Para expansdo da cultura, foi realizado um subcultivo, em frasco de 25 cm2, mantido em
condigdes semelhantes até a obtencdo da confluéncia das células. ApoGs esta passagem, as
células foram subcultivadas e mantidas em frascos de 75 cm? e 175 cm? e utilizadas até a quinta
passagem. Os sobrenanadantes foram coletados a cada passagem para quantificagdo de

mediadores inflamatérios pelo ensaio de ELISA.

3.15 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + E.P.M. e foram analisados
estatisticamente pelo Teste “t” de Student ou pela Andlise de Variancia com comparagdes
multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer, quando necessario. Para tanto, foi
utilizado o programa estatistico Graphpad Prism 5.0 (La Jolla, CA, EUA). Os valores obtidos

foram considerados significativos quando P < 0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Efeitos da exposicio continua a HQ durante a fase de
sensibilizacdo, inducdo e desenvolvimento da AR induzida pelo

colageno.

Com o objetivo de mimetizarmos os efeitos decorrentes da poluicdo ambiental e
ocupacional e dos efeitos desencadeados pelo tabagismo em um fumante ativo, delineamos um
protocolo de exposic¢do inalatoria a HQ no qual os animais foram expostos diariamente ao longo
de todo decurso temporal necessario para o desenvolvimento da AR induzida pelo colageno.
Para tanto, os animais analisados no Grupo Experimental A foram expostos diariamente, por
nebulizagdo, as solugdes salina, solvente da HQ ou HQ, durante 1 hora por dia, pelo periodo de

35 dias consecutivos, conforme o esquema de exposi¢do mostrado previamente (Figura 9).

4.1.1 Evolugdo ponderal

O primeiro parametro clinico avaliado foi a variagdo de massa corpdrea do inicio até o
final dos protocolos experimentais. Analisando a variacdo de massa corpdrea no primeiro e no
altimo dia de exposicéo (35° dia), verificamos que nos animais que ndo receberam imunizagoes
de colageno (animais SEM AIC), a exposi¢do ao veiculo HQ e a HQ néo causaram alteracdo no
ganho de peso corporal, uma vez que a evolucdo ponderal foi semelhante nestes animais e nos
animais expostos a solucdo salina (Figura 10A).

Diferentemente, nos animais que foram imunizados com colageno (animais COM AIC)
e expostos as mesmas condi¢Oes experimentais, ao solvente da HQ e a HQ verificamos
alteracdo de peso corporal nestes animais, desencadeada pelo processo inflamatério decorrente
da doenca. Desta forma, houve ganho de peso de 14,92 % nos animais expostos a solugdo salina
(controle), e decréscimo de peso de 3,53 % nos animais expostos a solugdo solvente HQ e
decréscimo de 9,66 % nos animais expostos a HQ (Figura 10B). Ainda, observamos que o
ganho de peso foi similar entre os animais com ou sem AIC e expostos a solucdo salina (Figura
10A,B).
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Figura 10: Efeitos das exposic¢des in vivo a solucdo salina, solvente HQ ou HQ sobre a variagdo da
massa corporea. Evolugdo ponderal foi realizada no 1° e no 35° dia, durante as diferentes exposi¢des
inalatdrias, que ocorreram por 35 dias consecutivos, em animais sem AIC (A) ou com AIC (B). Os
resultados expressam a média + e.p.m. do peso corporal obtido de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs.
Grupo Controle. HQ = Hidroquinona; AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.1.2 Analise clinica do desenvolvimento da artrite

A incidéncia e a gravidade da artrite foram avaliadas a partir de 14 dias ap0s a primeira
imunizacdo com colageno (21° dia) até o dia da eutanésia dos animais (35° dia), e a pontuacéo
foi feita de acordo com uma escala de 0 a 4, segundo apresentado na Tabela 1.

Todos os animais que ndo receberam as imunizagdes com colégeno (animais SEM AIC)
tiveram pontuacdo igual a 0, indicando que as diferentes exposicOes inalatorias ndo causaram
nenhuma alterag&o clinica e que estes animais ndo desenvolveram artrite (Figura 11A).

Em todos os animais COM AIC observou-se artrite, porém a incidéncia e gravidade
foram diferentes ap6s os 3 tipos de exposicdo inalatéria. Os animais que foram expostos a
solugdo salina (controle) obtiveram pontuacédo entre 1 a 2 (Figura 11B,C), 0s animais expostos a
solucdo solvente HQ receberam pontuacdo entre 2 a 3 (Figura 11B,C), e 0s animais expostos a
HQ obtiveram pontuacgdo entre 3 a 4 (Figura 11B,C).
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Figura 11: Efeitos das exposi¢des in vivo a solugdo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o
desenvolvimento de artrite. A avaliagdo clinica foi feita a partir de 14 dias apds a primeira imunizagao
com colageno (21° dia) até o 35° dia. A: Representacdo macroscopica das patas de animais, expostos a
solucdo salina, solvente HQ e a HQ, SEM AIC. B: Representagdo macroscopica das patas de animais,
expostos a solucéo salina, solvente HQ e a HQ, COM AIC. C: Pontuagdo clinica do desenvolvimento de
artrite apds as diferentes exposigdes inalatérias. Os resultados expressam a média + e.p.m. do peso
corporal obtido de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. Grupo Controle. HQ = Hidroquinona; AIC =
artrite induzida pelo colageno.

4.1.3 Analise do leucograma total e diferencial
A contagem de leucdcitos totais do sangue de todos 0s animais mostrou que ndo houve
diferenca estatistica significante apds as diferentes exposigdes inalatorias dentre os animais sem

AIC e com AIC (Figura 12A).
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A contagem diferencial de leucdcitos em animais expostos a solucédo salina (controle) e
solvente HQ com AIC mostrou aumento na porcentagem de neutréfilos e mondcitos em relagdo
aos respectivos grupos nos animais sem AIC (Figura 12B). Ja nos animais expostos a HQ,
houve aumento no nimero de neutrdfilos circulantes nos animais com AIC em relacdo a
respectiva exposi¢do nos animais sem AIC, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (Figura 12B).
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Figura 12: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucéo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o nimero e
perfil de leucdcitos no sangue. A: Contagem de leucdcitos totais do sangue de grupos de animais com ou
sem AIC, expostos & solugdo salina, solvente HQ ou HQ. B: Contagem de leucécitos diferenciais
(neutrdfilos, linfocitos e mondcitos) no sangue de animais com e sem AIC expostos a solugdo salina,
solvente HQ ou HQ. Os resultados expressam a média = e.p.m. da quantidade de células brancas
diferenciais presentes no sangue, obtidos de 8 animais em cada grupo *P<0,05 vs. respectivos grupos sem
AIC; **P<0,01 vs. respectivo grupo de exposic¢ao a salina sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite
induzida pelo colageno.

4.1.4 Efeitos da exposicao a HQ sobre a concentracdao de mediadores

inflamatérios no soro.

A concentracdo de IL-6 no soro dos animais ndo foi alterada em animais expostos a
solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ eSEM AIC. E na vigéncia de AIC ndo houve aumento da
concentracdo desta citocina no soro dos animais expostos a salina, ao solvente HQ ou a HQ, em
relacio aos respectivos animais sem AIC (Figura 13A).

A concentracdo de IL-1B no soro, na auséncia de AIC, ndo foi alterada em nenhum
animal, apo6s as diferentes exposic¢des. Ja nos animais com AIC, houve aumento na concentragao
de IL-1B no soro dos animais apoOs as exposi¢cdes a salina, solvente HQ e HQ frente as

respectivas exposicdes inalatorias em animais sem AIC. Dos aumentos observados, somente a
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exposicdo a HQ levou a um aumento estatisticamente significativo na concentracdo de IL-1p
(Figura 13B).

Os resultados apresentados na Figura 13C mostram que tanto na auséncia de artrite,
bem como na vigéncia da doenca, a exposicdo a HQ néo alterou a concentracdo de IL-10 no
soro dos animais. Ndo foram detectaveis niveis de TNF-a em nenhuma amostra de soro

coletados dos animais ap0s as diferentes exposicoes inalatorias.
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Figura 13: Efeitos das exposi¢des in vivo & solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatoérios presentes no soro de animais com AIC e sem AIC. As
citocinas IL-6 (A), IL-1B (B) e I1L-10 (C) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
resultados expressam a média + e.p.m. da concentracao destes mediadores no soro obtido de 4 animais em
cada grupo *P<0,05 vs. respectivo grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo
colageno.

4.1.5 Efeitos da exposicdao a HQ na expressao de proteinas citrulinadas

no soro.

Proteinas citrulinadas sdo produzidas por modificagdes pos-traducionais que convertem
residuos de arginina em residuos de citrulina e processos de citrulinacdo geram novos epitopos,
0s quais sdo direcionados especificamente por autoanticorpos e células T. Os autoanticorpos
podem ser detectados muito antes dos primeiros sinais de inflamagdo e a quantificacdo dos
titulos desses autoanticorpos é usado para diagndsticos iniciais da RA (MULLER e RADIC,
2015).

Aqui nds observamos gue nos animais sem AIC, a concentracdo média de anti-CCP nos
grupos de animais expostos a solucéo salina, ou solvente HQ ou HQ foi de 30 IU/mL. Além
disso, nos animais sem AIC, a exposi¢do inalatéria de HQ ndo alterou a concentracdo do

anticorpo anti-CCP no soro de animais expostos a salina e ao solvente HQ (Figura 14).
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Na presenca de AIC, a concentracdo média de anti-CCP passou para 70 IU/mL e a
exposicdo a HQ aumentou os niveis dessas proteinas no soro dos animais com artrite, quando
comparado com o soro dos animais expostos a solugdo salina e com AIC e em comparagdo com

0s animais expostos a HQ e sem AIC (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
concentracdo de proteinas/peptideos citrulinados no soro de animais com AIC e sem AIC. O
anticorpo anti-CCP foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a
média + e.p.m. da concentragdo deste anticorpo no soro obtido de 4 animais em cada grupo. *P<0,05 vs.
grupo controle com AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.1.6 Efeitos da exposicdo a HQ sobre a composicao do liquido sinovial
Uma vez que o processo inflamatdrio observado na artite é caracterizado pela liberacéo
de diversos mediadores inflamatdrios no liquido sinovial, tais como citocinas pré-inflamatorias
e fatores de crescimento (RITCHLIN, 2000), tornou-se interessante quantificar alguns desses
mediadores no liquido sinovial apés as diferentes exposicOes inalatdrias e apds inducdo de
artrite pelo coladgeno. Desta forma, no final do periodo das exposi¢Bes, os animais foram

eutanasiados e os liquidos sinoviais foram coletados.

Inicialmente foi realizada a contagem do nimero de células presentes no liquido
sinovial, e houve aumento no nimero de células ap6s as 3 exposicOes inalatdrias, em relagdo
aos animais sem AIC. Ainda, apds a exposicdo & HQ houve um aumento estatisticamente
significativo no nimero de células do liquido sinovial nos animais com AIC, em relagdo as
demais exposicdes (Figura 15). E interessante ressaltar que néo foi possivel contar células nos

fluidos coletados dos ratos expostos ao veiculo da HQ e & HQ na auséncia de AIC, indicando
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que as exposicdes inalatorias ndo causaram nenhuma alteragdo na composicdo do liquido

sinovial destes animais (Figura 15).
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Figura 15: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a contagem
de células totais no liquido sinovial de animais com ou sem AIC. Os resultados expressam a média +
e.p.m. da quantidade de células totais presentes no liquido sinovial, obtidos de 8 animais em cada grupo.
*P<0,05 vs. grupo controle com AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Além disso, ap6s a quantificacdo das citocinas pré-inflamatérias por ELISA,
observamos que a exposicdo a HQ elevou os niveis de algumas dessas citocinas nos fluidos
coletados dos animais com AIC em relagdo aos fluidos coletados dos animais expostos a salina
ou ao solvente HQ.

A concentragdo de IL-6 no liguido sinovial dos animais ndo foi alterada em animais
SEM AIC. Ja em animais com AIC houve uma tendéncia de aumento da concentracdo desta
citocina nos animais expostos ao solvente HQ e expostos a HQ, em relacdo aos respectivos
animais expostos a salina, porém os aumentos observados ndo foram estatisticamente
significativos (Figura 16A).

Os resultados apresentados na Figura 16B mostram que a exposi¢do a HQ néo alterou a
concentracao de IL-1pB no liquido sinovial na auséncia de AIC, em comparagdo aos animais que
foram expostos a solugéo salina e ao solvente HQ, nestas mesmas condi¢des. Por outro lado, na
vigéncia da AIC, houve aumento da concentracdo de IL-1p no liquido sinovial ap6s exposi¢do
a HQ em relagdo aos animais expostos a salina.

Os resultados apresentados na Figura 16C mostram que tanto em animais sem AIC,
bem como em animais com AIC, a exposicdo a HQ néo alterou a concentracdo de IL-10 no

liquido sinovial dos animais.
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A producdo de NO foi quantificada pelo ensaio de Griess e 0s resultados mostraram que
a exposicdo a HQ ndo alterou a concentragdo do anion na auséncia de artrite. Ja na vigéncia da
doenca, houve um aumento na concentracdo de NO, porém ndo estatisticamente diferente em
relacdo ao observado nos animais expostos a salina e ao veiculo da HQ (Figura 16D).

Ainda, ndo foram detectados niveis da citocina TNF-a no liquido sinovial dos animais

de nenhum grupo de exposicéo inalatoria, tanto na auséncia como na vigéncia da AlC.
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Figura 16: Efeitos das exposicdes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
guantificacdo de mediadores inflamatorios presentes no liquido sinovial de animais com AIC e sem
AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1p (B) e IL-10 (C) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e o NO foi quantificado por Reagdo de Griess. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
concentracdo destes mediadores no liquido sinovial obtido de 4-7 animais em cada grupo *P<0,05 vs.
grupo salina com AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.1.7 Efeitos da exposicdo a HQ sobre a composicdo das membranas
sinoviais
Para comprovar se a inducdo da AIC foi efetiva e também para avaliar se a HQ estava

contribuindo para inducdo e agravamento da AIC, no 35° dia os animais foram eutanasiados e as
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membranas sinoviais das articulagbes dos joelhos foram coletadas e processadas para andlise
histoldgica.

Nos animais SEM AIC, e que foram submetidos a exposicdo continua por 35 dias a
salina, solvente HQ ou HQ, as membranas sinoviais apresentaram-se integras, observando-se
finas camadas intima e sub-intima e logo ap6s, uma extensa camada de tecido adiposo. Ainda,
ndo foram observadas alteragdes morfoldgicas, nem alteragdes nas membranas sinoviais como
migracdo de células do sistema imune, hiperplasia celular e formacédo de edema (Figura 17A).

Dentre os animais com AIC, as diferentes exposi¢des inalatdrias causaram efeitos
distintos. Nao foram observadas alteracBes nas membranas sinoviais dos animais que foram
expostos a solucdo salina, e as membranas sinoviais estavam semelhantes aquelas observadas
nos animais sem artrite (Figura 17A,B). Ja nos animais com AIC e que foram expostos a
solugdo solvente HQ, pudemos notar influxo de células do sistema imune, hiperplasia celular e
formacdo de pequenos edemas (Figura 17B). Nos animais com AIC que foram expostos a HQ,
observou-se um efeito mais exarcebado do processo inflamatério em relacdo as demais
exposicdes. Nesses animais expostos & HQ, o processo de inflamacdo estava bem estabelecido, e
além do influxo de células do sistema imune para a regido avaliada, como neutrofilos, houve
formacdo de pannus, além de presenca de grandes edemas na regido, mostrando, desta forma,
que estes animais desenvolveram artrite e que a exposicdo inalatéria a HQ por 35 dias

consecutivos aumenta os efeitos decorrentes das injecGes de colageno (Figura 17B).
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Figura 17: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre as
caracteristicas histoldgicas das membranas sinoviais coletadas de animais com AIC e sem AIC. A:
Representacdo microscopica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais
expostos a solucéo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC. B: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagGes dos joelhos de animais expostos a solucdo salina, solvente HQ e a HQ
COM AIC. Imagens obtidas em objetiva de 20X. N=4 em cada grupo experimental. HQ = Hidroquinona.
AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, pela analise de Microscopia por Geragdo de Segundo Harménico,
observamos que a morfologia e o arranjo das fibras de colageno estavam alteradas nas sindvias
coletadas dos animais com artrite em comparagdo com as sindvias coletadas dos animais sem
artrite (Figura 18A,B). Além disso, nos animais com AIC, a exposi¢do & HQ levou a uma maior
deposicdo de coldgeno nas membranas sinoviais do que as exposic¢oes a salina e ao veiculo da
HQ, o que foi evidenciado por uma maior area ocupada pelo coldgeno, maior densidade das
fibras de colageno, representada pela maior area coberta pelo objeto e por um maior perimetro
(Figura 18C-E).
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Figura 18: Efeitos das exposi¢des in vivo & solugéo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a morfologia
e arranjo do colageno nas membranas sinoviais. Andlise por Geragdo de Segundo Harmdnico sobre a
deposicdo de colageno nas membranas sinoviais coletadas das articulagbes dos joelhos de animais
expostos a solucdo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC (A) e COM AIC (B). Imagens obtidas em
objetiva de 20X. Area ocupada pelo colageno (C). Area coberta pelo objeto (D). Perimetro (E). N= 4 em
cada grupo experimental. *P<0.05 vs. grupo salina, **P<0.001 vs. grupos salina e solvente HQ. HQ =
Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.1.8 Efeitos da exposi¢cdao a HQ sobre a composicao celular nas

membranas sinoviais: analise por Imunofluorescéncia

Uma vez que observamos pela andlise histoldgica que a exposicdo a HQ estava
contribuindo para desencadear o processo de inflamacdo da artrite nas membranas sinoviais,
resolvemos confirmar esta hipo6tese através de andlises pela técnica de imunofluorescéncia,
utilizando alguns marcadores especificos. De acordo com os resultados obtidos, observamos que
a analise da imunofluorescéncia confirmou uma maior proliferagdo de sinoviocitos nas
membranas dos animais expostos a HQ e com AIC, o que foi detectado pelo aumento da

intensidade da marcacdo de células positivas para CD90 (Figura 19A,B). A proliferacdo de
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sinovidcitos nos animais expostos a salina ou ao veiculo da HQ foram equivalentes e menores
do que a observada em animais expostos a HQ (Figura 19A,B). N&o foram detectadas diferengas
significativas nas imagens obtidas por imunofluorescéncia para esse marcador na sinévia dos

animais sem AIC e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ (dados ndo mostrados).
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Figura 19: Efeitos das exposicdes in vivo a solugéo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a morfologia
e composi¢do das membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das
membranas sinoviais coletadas das articulagcdes dos joelhos de animais com AIC e expostos & solugdo
salina, solvente HQ e a HQ e positivas para CD90. B: Densitometria da média da intensidade de
fluorescéncia para CD90. Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacdo positiva para nucleo.
***P<0,001 vs. grupos salina e solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, a analise por Imunofluorescéncia confirmou um maior influxo de
neutréfilos nas membranas sinoviais de ratos com AIC expostos a HQ, em comparacdo com as
membranas sinoviais coletadas de animais expostos a salina e ao veiculo da HQ, uma vez que

houve uma maior quantidade de células positivas para Ly6G nas membranas sinoviais apds
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exposicdo a HQ (Figura 20A,B). Nao foram detectadas diferencas significativas nas imagens
obtidas por imunofluorescéncia para esse marcador na sindvia dos animais sem artrite e

expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ (dados ndo mostrados).
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Figura 20: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre o influxo de
neutréfilos na cavidade articular em animais com AIC. A: Representacdo microscopica das
membranas sinoviais coletadas das articulacdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo
salina, solvente HQ e a HQ e positivas para Ly6G. B: Densitometria da média da intensidade de
fluorescéncia para Ly6G. Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacdo positiva para nucleo.
*P<0.05 vs. grupo controle; **P<0.01 vs. grupo solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida
pelo colageno.

A andlise da Imunofluorescéncia também mostrou uma intensa expressdo do receptor
AhR nas membranas sinoviais dos animais com AIC expostos a HQ, e essa expressao foi muito
mais intensa do que foi observado nas amostras provenientes dos animais expostos a salina e ao

veiculo da HQ com AIC (Figura 21A,B). Ainda, a expressdo deste receptor nas membranas
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sinoviais de animais expostos a salina ou ao veiculo da HQ foram equivalentes e menores do

que a observada nos animais expostos a HQ (Figura 21A,B).
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Figura 21: Efeitos da exposicao in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a expresséo de
AhR nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para AhR. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para AhR.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcagdo positiva para nlcleo. ***P<0.001 vs. grupos
salina e solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Além disso, a andlise por Imunofluorescéncia confirmou uma maior expressdo do fator
de transcricdo ROR nas membranas sinoviais dos animais com artrite e expostos a HQ, em
comparagdo com as membranas sinoviais coletadas de animais expostos & salina ou ao veiculo

da HQ, uma vez que houve uma maior quantidade de células positivas para este marcador nas
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membranas sinoviais apds exposi¢do a HQ (Figura 22A,B). Este perfil de acdo da HQ foi

similar ao que foi observado anteriormente para a expressdo de AhR.
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Figura 22: Efeitos da exposi¢do in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a expresséo de
ROR nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscépica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para ROR. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para ROR.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacdo positiva para ntcleo. ***P<0.001 vs. grupos
salina e solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

E consequentemente as expressdes aumentadas de AhR e ROR nas membranas
sinoviais, 0s niveis da citocina IL-17 também estavam elevados na sindvia dos animais expostos
a HQ, quando comparado com 0s grupos expostos a salina e ao veiculo da HQ (Figura 23A,B).
A exposicao a HQ, salina ou solvente HQ ndo causou nenhuma alteracdo na expressao de AhR e
ROR e na secrecdo de IL-17 nas membranas sinoviais de animais sem artrite (dados néo

mostrados).
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Figura 23: Efeitos da exposicéo in vivo a solucéo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre os niveis de IL-
17 nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo salina, solvente
HQ e & HQ e positivas para IL-17. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para IL-17.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacdo positiva para ndcleo. ***P<0.001 vs. grupos
salina e solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, tornou-se interessante confirmar se as maiores expresses de AhR e
ROR nas sindvias, decorrentes da exposicao a HQ, estavam ocorrendo concomitantemente com
0s maiores niveis de IL-17. Desta forma, pela anélise da co-localizacdo entre ROR e IL-17,
notamos maior marcacdo de células positivas tanto para ROR, bem como para IL-17 nas
sindvias dos ratos expostos & HQ em comparacdo com as membranas sinoviais dos animais

expostos a salina e ao veiculo HQ (Figura 24A).

Ainda, uma andlise posterior da co-localizacdo para a expressdo de AhR e posterior
secre¢do de IL-17 nas membranas sinoviais de animais com AIC mostrou que esse receptor teve

sua expressdo aumentada nas células secretoras de IL-17 nas membranas sinoviais dos ratos
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expostos & HQ (Figura 24B). Nao pudemos fazer uma anélise de co-localizagdo entre AhR e

ROR, pois ambos anticorpos monoclonais eram isotipos do tipo 1gG1, o que impossibilitou a

analise simultanea do AhR com o fator de transcricdo ROR.

Salina
(Controle)

Salina
(Controle)

Solvente HQ

Solvente HQ

Figura 24: Efeitos da exposicéo in vivo a solucio salina, veiculo da HQ ou HQ na co-localizacéo de
ROR/IL-17 e AhR/IL-17 nas células das membranas sinoviais de animais com AIC. A:
Representacdo microscopica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais
com AIC e expostos a solugdo salina, solvente HQ e & HQ e positivas para ROR e IL-17. B:
Representagdo microscopica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais
com AIC e expostos a solucdo salina, solvente HQ e & HQ e positivas para AhR e IL-17. Imagens obtidas
em objetiva de 20X. DAPI = marcagdo positiva para nicleo. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida
pelo colageno.
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4.1.9 Efeitos da exposigao in vitro a HQ em esplendcitos

Com o objetivo de investigar se a maior co-expressao entre AhR e IL-17 nas células das
membranas sinoviais dos animais expostos a HQ poderia refletir uma acdo direta da HQ na
expressao de AhR e em uma subsequente secrecdo de IL-17, esplendcitos de ratos naive foram
isolados e incubados in vitro com HQ (10 uM), veiculo (5% de etanol) ou meio de cultura
(controle). Os dados obtidos mostram que a expressdo de AhR foi aumentada quando os
esplendcitos foram incubados por 30 minutos com HQ na concentracdo de 10 uM (Figura
25A,B). O tratamento dos esplenécitos com PCB126, que é uma dioxina co-planar conhecida e
ligante de AhR, elevou significativamente a expressdo de AhR na concentragdo de 100 nM
(Figura 25A,B). Paralelamente, quando os esplendcitos foram incubados por 30 minutos com
um antagonista de AhR (alfa-naftoflavona, concentragdes de 10-1000 uM), os efeitos
desencadeados pela agdo da HQ foram restaurados (Figura A,B). Além disso, a incubacéo in
vitro com HQ na concentragdo de 10 uM por 24 horas induziu diretamente a secre¢do de I1L-17
pelos esplendcitos, em comparagdo com os esplendcitos incubados somente com meio de

cultura ou com veiculo da HQ (Figura 25C,D).
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Figura 25: Efeitos da exposi¢ao in vitro a HQ na expressdo de AhR e na secre¢do de IL-17 em
esplendcitos. Esplendcitos foram coletados de animais naive e foram incubados com R10, veiculo da HQ
(5 % de etanol), HQ (10 uM), veiculo do PCB 126 (10 % DMSQ), PCB 126 (100 nM), na presenc¢a ou
auséncia de antagonista de AhR (alfa-naftoflavona 10-1000 uM). A expressdo de AhR e a secregdo de IL-
17 foram quantificadas ap6s 30 minutos (A,B) ou 24 horas (C,D) de incubacdo, respectivamente, por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. dos dados obtidos de 4 amostras em cada
grupo. B = *P<0.05 vs. respectivo grupo de células tratadas com antagonista de AhR; ***P<0.001 vs.
respectivos R10 e veiculos; D = *P<0.05 vs. Antagonista de AhR 1000 puM; **P<0.01 vs. grupo solvente
HQ. HQ = Hidroquinona.

4.2 Efeitos da exposicio continua a HQ durante a fase de

sensibilizacao e inducao da AR induzida pelo colageno.

O objetivo deste protocolo experimental (Grupo experimental B) foi o de mimetizarmos
os efeitos decorrentes da poluicdo ambiental e ocupacional e dos efeitos desencadeados pelo
tabagismo em um fumante ativo na fase de indugdo e no inicio do desenvolvimento do processo
inflamatorio da AR. Para tanto, neste protocolo experimental, os animais foram submetidos as
exposicoes inalatorias, diariamente, por nebulizagdo, as solugdes salina, veiculo da HQ ou HQ,
durante 1 hora por dia, pelo periodo de 14 dias consecutivos, até o dia da segunda injecdo de

colageno, conforme o esquema de exposi¢cdo mostrado previamente (Figura 9).



79

4.2.1 Evolugao ponderal

Analisando a variacdo de massa corpOrea no primeiro dia de exposi¢cdo e no dia da
eutanasia dos animais (35° dia), verificamos que nos animais que ndo receberam imunizagoes de
colageno (animais sem AIC), a exposi¢do a HQ ndo causou alteracdo no ganho de peso corporal
nos animais, uma vez que a evolucao ponderal foi semelhante a observada nos animais expostos
a solucdo salina e ao veiculo HQ (Figura 26A).

Nos animais com AIC, as diferentes exposi¢Oes também ndo causaram alteragcGes no
ganho de peso corporal dos animais, uma vez que a evolucdo ponderal foi similar nos animais
expostos a HQ em relagdo aos animais expostos a salina ou ao solvente da HQ (Figura 26B).
Houve ganho de peso de 6,23 % no grupo de animais expostos a solucdo salina, de 16,07 % nos
animais expostos a solucédo solvente HQ e de 33,03 % nos animais expostos a HQ (Figura 26B).
Porém, quando comparamos 0 ganho de peso entre 0s animais expostos & HQ com ou sem AIC,
observamos que houve um ganho de peso menor nos animais expostos a HQ e com AIC (Figura
26A,B).
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Figura 26: Efeitos das exposi¢fes in vivo & solugdo salina, solvente HQ ou HQ sobre a
variacdo da massa corporea. Evolucdo ponderal foi realizada no 1° e no 35° dia, durante as diferentes
exposicdes inalatorias, , em animais sem AIC (A) ou com AIC (B). Os resultados expressam a média +
e.p.m. do peso corporal obtido de 8 animais em cada grupo. HQ = Hidroquinona; AIC = artrite induzida
pelo colageno.

4.2.2 Analise clinica do desenvolvimento da artrite

A incidéncia e a gravidade da artrite foram avaliadas a partir de 14 dias ap6s a primeira
imunizacdo com colageno (21° dia) até o dia da eutanasia dos animais (35° dia), e a pontuacéo
foi feita de acordo com uma escala de 0 a 4, conforme apresentado previamente na tabela 1.

Assim como ja observado no protocolo experimental A, todos 0s animais que nado

receberam as imunizagfes com coladgeno (animais sem AIC) tiveram pontuacdo igual a 0,
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indicando que as diferentes exposi¢des ndo causaram nenhuma alteracdo clinica e que estes
animais ndo desenvolveram artrite (Figura 27A).

Emtodos os animais que receberam as injecbes de colageno (animais com AIC),
observou-se desenvolvimento de artrite,, porém a incidéncia e gravidade foram diferentes apos
o0s 3 tipos de exposicdo inalatoria. Os animais que foram expostos a solucéo salina obtiveram
pontuagdo entre 1 a 2 (Figura 27B,C), os animais expostos ao veiculo da HQ receberam
pontuacgdo entre 1 e 2 (Figura 27B,C) e os animais expostos a HQ receberam pontuacdo entre 2
a 3 (Figura 27B,C).
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Figura 27: Efeitos das exposigdes in vivo a solucdo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o
desenvolvimento de artrite. A avaliagdo clinica foi feita a partir de 14 dias apds a primeira imunizacao
com colageno (21° dia) até o 35° dia. A: Representacdo macroscépica das patas de animais, expostos a
solucdo salina, solvente HQ e & HQ, SEM AIC. B: Representacdo macroscépica das patas de animais,
expostos a solucdo salina, solvente HQ e & HQ, COM AIC. C: Pontuacdo clinica do desenvolvimento de
artrite apds as diferentes exposi¢des inalatérias. Os resultados expressam a média + e.p.m. do peso
corporal obtido de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. Grupo Controle. HQ = Hidroquinona; AIC =
artrite induzida pelo colageno.

4.2.3 Andlise do leucograma total e diferencial
A contagem de leucdcitos totais do sangue de todos 0s animais mostrou que nédo houve
diferenca estatistica significante ap6s as diferentes exposicdes inalatdrias dentre os animais sem

AIC (Figura 28A). Porém, houve aumento no nimero de leucdcitos totais apds a exposicdo a
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solucdo salina e pela condicdo decorrente da inflamacdo gerada pela indugdo da artrite pela
colageno (Figura 28A). A exposi¢do & HQ nos animais com AIC ndo alterou o nimero de
leucdcitos totais em comparagdo com as demais exposicdes inalatdrias (Figura 28A).

A contagem diferencial nos animais expostos a solucdo salina , solvente HQ e HQ e
com AIC, mostrou aumento na porcentagem de neutrofilos circulantes em relagdo as respectivas
exposicdes nos animais sem AIC (Figura 28B). Porém, nos animais expostos a HQ com AIC,
houve reducdo no nimero de linfocitos, quando comparado com 0s animais expostos a solucdo
salina e ao solvente HQ com AIC e em comparagdo com a respectiva exposicdo a HQ nos
animais sem AIC (Figura 28B).
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Figura 28: Efeitos das exposic¢des in vivo a solugéo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o nimero e
perfil de leucécitos no sangue. A: Contagem de leucdcitos totais do sangue de grupos de animais com ou
sem AIC, expostos a solugdo salina, solvente HQ ou HQ. B: Contagem de leucocitos diferenciais
(neutrofilos, linfécitos e mondcitos) no sangue de animais com e sem AIC expostos a solucdo salina,
solvente HQ ou HQ. Os resultados expressam a média + e.p.m. da quantidade de células brancas
diferenciais presentes no sangue, obtidos de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. respectivos grupos
sem AIC; *P<0,01 vs. respectivos grupos sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo
colageno.

4.2.4 Efeitos da exposicao a HQ sobre a concentracdo de mediadores
inflamatorios no soro.

A concentracdo de IL-6 no soro dos animais ndo foi alterada nos animais sem AIC e
expostos a salina, ao veiculo HQ e a HQ (Figura 29A). Nos animais com artrite ndo houve
aumento da concentracdo desta citocina no soro dos animais expostos a salina, ao solvente HQ

ou a HQ, em relacdo aos respectivos animais sem AIC, e a exposicdo a HQ ndo elevou a



83

concentracao de I1L-6 nos animais com AIC em comparagdo com 0s animais expostos a salina e
ao solvente HQ (Figura 29A).

A concentracdo de IL-1B no soro, na auséncia de AIC, ndo foi alterada pela exposicdo a
HQ em nenhum dos animais expostos (Figura 29B). Ja nos animais com AIC, a exposi¢do a HQ
levou a uma tendéncia de reducdo desta citocina no soro frente a respectiva exposicao inalatéria
nos animais sem AIC (Figura 29B). Ainda, nos animais com AIC e expostos a solugdo salina
houve uma tendéncia de aumento na concentra¢do de IL-13 no soro, em comparagdo com o
respectivo grupo de exposi¢do em animais sem AIC (Figura 29B).

Os niveis de TNF-a tiveram alteracdo ap6s exposi¢cdo a HQ nos animais sem AIC,
guando comparado com 0s animais expostos as demais solucdes, nestas mesmas condicdes de
auséncia de artrite (Figura 29C). Nos animais com AIC, a exposi¢do a HQ reduziu a
concentracdo de TNF-o quando comparada com a respectiva exposic¢ao inalatéria nos animais
sem AIC (Figura 29C).

Os resultados apresentados na Figura 29D mostram que em animais sem AIC a
exposicdo a HQ ndo alterou a concentracdo de IL-10 no soro desses animais. J& na vigéncia da
artrite, a exposicdo a HQ aumentou significativamente a concentra¢do desta citocina, quando
comparado com a respectiva exposi¢do em animais sem AIC e em comparagdo com 0s animais

expostos ao solvente HQ e com AIC (Figura 29D).
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Figura 29: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatorios presentes no soro de animais com AIC e sem AIC. As
citocinas IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracdo destes mediadores no soro obtido de
4 animais em cada grupo *P<0,05 vs. respectivo grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite
induzida pelo colageno.

4.2.5 Efeitos da exposicdao a HQ na expressao de proteinas citrulinadas

no soro.

Apdbs quantificacdo do anticorpo anti-peptideos citrulinados (anti-CCP) no soro, por
ELISA, observamos que, nos animais sem AIC a concentracdo media de anti-CCP nos grupos
de animais expostos a solucdo salina, ou solvente HQ ou HQ foi em torno de 10 IU/mL. Além
disso, nos animais sem AIC, a exposicdo inalatéria de HQ ndo alterou a concentracdo do
anticorpo anti-CCP no soro em comparagdo com o soro obtido dos animais expostos a salina e
ao solvente HQ (Figura 30).

Na presenca de AIC, houve um aumento na concentragdo médida de anti-CCP apds as
exposicdes a solucdo salina e a HQ, e a concentragdo meédia de anti-CCP subiu para 20 IU/mL
(Figura 30), porém nos animais com AIC, a exposi¢do a HQ ndo foi capaz de aumentar os
niveis das proteinas citrulinadas quando comparado com as exposi¢des a soluna salina e ao

solvente HQ na vigéncia da AIC (Figura 30).
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Figura 30: Efeitos das exposi¢des in vivo & solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
concentracdo de proteinas/peptideos citrulinados no soro de animais com AIC e sem AIC. O
anticorpo anti-CCP foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a
média + e.p.m. da concentragcdo deste anticorpo no soro obtido de 4 animais em cada grupo.HQ =
Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.2.6 Efeitos da exposicdao a HQ sobre a composi¢ao do liquido sinovial

Assim como no protocolo experimental A, no 35° dia os animais foram
eutanasiados e foram coletados os liquidos sinoviais de todos os animais para contagem
do namero total de células e para quantificacdo de mediadores inflamatérios.

A contagem do numero de células presentes no liquido sinovial mostrou que nao
houve diferenca no nimero de células apds a exposicdo a HQ em comparacdo com as
demais exposi¢fes nos animais sem AIC (Figura 31). Entretanto, houve aumento no
numero de células nos animais com AIC e que foram expostos a solugéo salina e a HQ,

em comparagao as respectivas exposi¢cdes em animais sem AIC (Figura 31).
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Figura 31: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a contagem
de células totais no exudato (liquido sinovial) de animais com ou sem AIC. Os resultados expressam a

média + e.p.m. da quantidade de células totais presentes no liquido sinovial, obtidos de 8 animais em
cada grupo. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Além disso, ap6s a quantificacdo das citocinas pré-inflamatérias por ELISA,
observamos que a exposi¢do & HQ elevou os niveis de algumas dessas citocinas nos exudatos
coletados dos animais com AIC em relagdo aos exudatos coletados dos animais expostos a
solucdo salina ou ao solvente HQ.

A concentracdo de IL-6 no liquido sinovial dos animais ndo foi alterada nosanimais
sem AIC. Ja na vigéncia da AIC houve um aumento significativo na concentragdo desta citocina
nos animais expostos a HQ, em relacdo aos respectivos animais com AIC e expostos a solucao
salina e ao solvente HQ, e em relacdo aos animais sem AIC e expostos 8 HQ (Figura 32A).

Os resultados apresentados na Figura 32B mostram que a exposi¢do a HQ néo alterou a
concentracao de IL-1pB no liquido sinovial na auséncia de AIC, em comparagdo aos animais que
foram expostos a solugdo salina e ao solvente HQ, nestas mesmas condic6es. Por outro lado, na
vigéncia da AIC, houve uma tendéncia de aumento na concentracdo deesta citocina no liquido
sinovial apos exposicao a HQ em relagdo aos animais com AIC e expostos a solugdo salina e
solvente HQ, e em relagdo aos animais sem AIC e expostos a HQ (Figura 32B).

Os resultados apresentados na Figura 32C mostram gue tanto em animais sem AIC, bem
como em animais com AIC, a exposi¢do a HQ néo alterou a concentrag¢do de IL-10 no liquido
sinovial dos animais.

Aproducgdo de NO foi quantificada pelo ensaio de Griess e 0s resultados mostraram que
a exposicdo a HQ nao alterou a concentracdo desse anion tanto na auséncia, bem como na
vigéncia de artrite (Figura 32D).

Ainda, ndo foram detectados niveis da citocina TNF-o. no liquido sinovial dos animais
de nenhum grupo de exposicédo inalatoria, tanto na auséncia, bem como na vigéncia da AlC.
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Figura 32: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
guantificacdo de mediadores inflamatdrios presentes no liquido sinovial de animais com AIC e sem
AIC. .As citocinas IL-6 (A), IL-1p (B) e IL-10 (C) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e 0 NO (D) foi quantificado por Reacdo de Griess. Os resultados expressam a média +e.p.m. da
concentracdo destes mediadores no liquido sinovial obtido de 4-7 animais em cada grupo *P<0,05 vs.
grupo salina com AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.2.7 Efeitos da exposi¢cdo a HQ sobre a composicdo celular nas

membranas sinoviais

Para comprovar se a inducéo da AIC foi efetiva e também para avaliar se a HQ estava
contribuindo para a inducdo e o desenvolvimento da AIC, no 35° dia os animais foram
eutanasiados e as membranas sinoviais das articulagfes dos joelhos foram coletadas e
processadas para analise histologica.

Nos animais sem AIC, e que foram submetidos a exposic¢ao continua por 14 dias (até a
2% injecdo de colageno) a salina, solvente HQ ou a HQ durante a fase de sensibilizacdo, as
membranas sinoviais apresentaram-se integras, nas quais pudemos observar camadas intima e
sub-intima finas e logo apds, uma extensa camada de tecido adiposo. Ainda, ndo foram
observadas alteracGes morfoldgicas, nem alteragcbes nas membranas sinoviais como migracao de
células do sistema imune, hiperplasia celular e formacdo de edema, comprovando que estes

animais ndo desenvolveram artrite (Figura 33A).
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Dentre os animais que receberam injecGes de colageno (com AIC), as diferentes
exposicOes inalatorias causaram efeitos distintos. Nos animais expostos & solucéo salina e ao
solvente HQ, foram observados inicio do processo inflamatério e formagdo de pannus nas
membranas sinoviais (Figura 33B), condizente com o score clinico observado previamente nas
patas. J& nos animais que foram expostos a HQ e com AIC, observou-se um efeito mais
exarcebado do processo inflamatdrio em relagdo as demais exposi¢oes. Nos animais expostos a
HQ, o processo inflamatorio estava bem estabelecido, e além do influxo de células do sistema
imune para a regido avaliada, como neutrofilos, houve formacdo de pannus, além de presenca
de grandes edemas na regido, mostrando assim que estes animais desenvolveram artrite e que a
exposicdo inalatéria a HQ por 14 dias consecutivos, durante a fase de sensibilizacdo, contribui
para o processo de inducdo e desenvolvimento da artrite, decorrente das inje¢des de colageno
(Figura 33B).
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Figura 33: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre as

caracteristicas histoldgicas das membranas sinoviais coletadas de animais com AIC e sem AIC. A:
Representacdo microscépica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais
expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC. B: Representacdo microscépica das membranas
sinoviais coletadas das articulagbes dos joelhos de animais expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ
COM AIC. Imagens obtidas em objetiva de 20X. N=4 em cada grupo experimental. HQ = Hidroquinona.
AIC = artrite induzida pelo colageno.
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Adicionalmente, pela anélise de Microscopia por Geragdo de Segundo Harménico,
observamos que a morfologia e o arranjo das fibras de colagenos estavam alteradas nas sindvias
coletadas dos animais com artrite em comparagdo com as sindvias coletadas dos animais sem
artrite (Figura 34A,B). Além disso, nos animais com AIC, a exposi¢do a HQ levou a uma maior
deposicdo de coldgeno nas membranas sinoviais do que as exposic¢oes a salina e ao veiculo da
HQ, o que foi evidenciado por uma maior area ocupada pelo coldgeno, uma maior area coberta

pelo objeto e por um maior perimetro (Figura 34C-E).
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Figura 34: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a morfologia
e arranjo do colageno nas membranas sinoviais. Analise por Geragdo de Segundo Harménico sobre a
deposicdo de colageno nas membranas sinoviais coletadas das articulagbes dos joelhos de animais
expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC (A) e COM AIC (B). Imagens obtidas em
objetiva de 20X. Area ocupada pelo colageno (C). Area coberta pelo objeto (D). Perimetro (E). N= 4 em
cada grupo experimental. *P<0.05 vs. grupo solvente HQ com AIC; **P<0.01 vs. grupo salina com AIC;
***P<(.001 vs. grupos HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.
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4.2.8 Efeitos da exposi¢cdao a HQ sobre a composi¢ao celular nas

membranas sinoviais: analise por Imunofluorescéncia

Uma vez que observamos, através da analise histolégica das membranas sinoviais, que a
exposicdo a HQ estava contribuindo para desencadear o processo inflamatorio da artrite,
resolvemos confirmar esta hipotese atraves da andlise pela técnica de imunofluorescéncia,
utilizando alguns marcadores especificos. De acordo com os resultados obtidos, observamos
pela analise por imunofluorescéncia que a exposicdo a HQ levou a uma maior proliferacdo de
sinovidcitos nas sindvias dos animais com AIC, quando comparado com as sindvias coletadas
dos animais expostos a solucao salina e ao solvente HQ, o que foi detectado pelo aumento da
intensidade da marcacdo de células positivas para CD90 (Figura 35A,B). A proliferacdo de
sinovidcitos nas membranas de animais expostos a salina e ao veiculo HQ foi equivalente e
menor do que a observada nas sindvias dos animais expostos a HQ (Figura 35A,B). N&o foram
detectadas diferencas significativas na intensidade de fluorescéncia para esse marcador na

sindvia dos animais sem AIC e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ (dados ndo mostrados).
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Figura 35: Exposicdo in vivo a HQ altera a morfologia e composicdo das membranas sinoviais de
animais com AIC. A: Representagdo microscopica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes
dos joelhos de animais com AIC expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ e positivas para CD90.
B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para CD90. Imagens obtidas em objetiva de
20X. DAPI = marcagdo positiva para nlcleo. **P<0.01 vs. grupo Solvente HQ; ***P<0.001 vs. grupo
salina. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, a analise por Imunofluorescéncia confirmou uma maior infiltracdo de
neutrofilos nas membranas sinoviais dos animais com AIC expostos & HQ, em comparagdo com
as membranas sinoviais coletadas de ratos expostos a solugdo salina e ao veiculo HQ, uma vez
que houve maior quantidade de células positivas para Ly6G nas membranas sinoviais ap0s
exposicao a HQ (Figura 36A,B). Além disso, ndo foram detectadas diferengas significativas na
intensidade de fluorescéncia para esse marcador na sin6via dos animais sem AIC e expostos a

HQ, salina ou veiculo da HQ (dados ndo mostrados).
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Figura 36: Efeitos das exposi¢des in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre o influxo de
neutréfilos na cavidade articular em animais com AIC. A: Representacdo microscopica das
membranas sinoviais coletadas das articulacdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo
salina, solvente HQ e a HQ e positivas para Ly6G. B: Densitometria da média da intensidade de
fluorescéncia para Ly6G. Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacdo positiva para nucleo.
***pP<(0.001 vs. grupo salina e grupo solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo
colageno.

A anélise da Imunofluorescéncia também mostrou uma intensa expressao do receptor
AhR nas membranas sinoviais dos animais com AIC expostos a HQ, e essa expressdo foi muito
mais intensa do que a que foi observada nas amostras provenientes dos animais expostos a
salina e ao veiculo da HQ com AIC (Figura 37A,B). Ainda, a expressdo deste receptor nas
membranas sinoviais de animais expostos a salina ou ao veiculo da HQ foram equivalentes e

menores do que a observada nos animais expostos a HQ (Figura 37A,B).
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Figura 37: Efeitos da exposi¢do in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a expresséo de
AhR nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para AhR. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para AhR.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacao positiva para ndcleo. HQ = Hidroquinona. AIC =
artrite induzida pelo colageno.

Paralelamente a expressdo aumentada do receptor AhR nas sindvias dos animais com
AIC e expostos a HQ, os niveis de IL-17 também foram maiores nas membranas sinoviais dos
animais expostos a HQ, em comparacdo com o que foi observado nas sindvias dos animais
expostos a solugdo salina e ao solvente da HQ (Figura 38A,B). Notavelmente, a exposi¢do a
HQ, salina ou solvente HQ nos animais sem AIC néo causou nenhuma alteracdo na expressdo

de AhR e na secre¢do de IL-17 (dados ndo mostrados).
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Figura 38: Efeitos da exposic¢éo in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ nos niveis de I1L-17
nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solugdo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para IL-17. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para IL-17.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacéo positiva para nicleo. **P<0.01 vs. grupo salina e
grupo Solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.3 Efeitos da exposiciao continua a HQ apds o desenvolvimento

da AR induzida pelo colageno.

O objetivo deste protocolo experimental (Grupo experimental C) foi avaliar o papel da
exposicdo inalatéria & HQ apos o periodo de desenvolvimento da AIC, ou seja, avaliar se a HQ
teria um efeito imunosupressor na doenca, como é sabido que alguns componentes do cigarro
possuem, ou se contribuiria para o agravamento da doenca ja desenvolvida e estabelecida.
Ainda, com este protocolo experimental, poderiamos mimetizar os efeitos desencadeados pelo
tabagismo em uma pessoa que comecou a fumar depois que ja havia desenvolvido artrite. Para

tanto, neste protocolo experimental os animais foram submetidos as exposi¢des inalatorias
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diariamente, por nebulizagdo, as solucgdes salina, veiculo da HQ ou HQ, durante 1 hora por dia,
pelo periodo de 07 dias consecutivos antes da primeira injecdo de colageno e posteriormente por
07 dias consecutivos (do 29° até o 35° dia), conforme o esquema de exposi¢cdo mostrado

previamente (Figura 9).

4.3.1 Evolucgao ponderal

Analisando a variagcdo de massa corp6Orea no primeiro dia de exposicao inalatoria e no
dia da eutanasia dos animais (35° dia), verificamos que as exposi¢des inalatorias a solugdo
salina, ao veiculo da HQ e a HQ em animais sem AIC (animais que ndo receberam imunizacgGes
de colageno) ndo causou alteracdo no ganho de peso corporal, uma vez que a evolugdo ponderal
foi semelhante nos animais expostos a solucédo salina, ao solvente HQ e expostos a HQ (Figura
39A).

Em contrapartida, nos animais com AIC, as diferentes exposi¢des causaram alteractes
no ganho de peso corporal, ou seja, a evolucdo ponderal foi diferente apds as diferentes
exposicdes inalatdrias. Nestes animais com AIC houve ganho de peso de 1,70 % no grupo de
animais expostos a solucéo salina e de 14,09 % nos animais expostos & solugdo solvente da HQ
(Figura 39B). Ja nos animais expostos a HQ, houve decréscimo de 2,71% no peso, o que foi
estatisticamente significativo quando comparado com a evolugdo ponderal dos animais expostos

a solugdo salina e ao veiculo da HQ e com AIC (Figura 39A,B).
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Figura 39: Efeitos das exposi¢fes in vivo & solugdo salina, solvente HQ ou HQ sobre a
variacdo da massa corporea. Evolucdo ponderal foi realizada no 1° e no 35° dia, durante as diferentes
exposicdes inalatdrias, em animais sem AIC (A) ou com AIC (B). Os resultados expressam a média +
e.p.m. do peso corporal obtido de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. respectivos grupos com AIC
expostos a salina e ao solvente HQ HQ = Hidroquinona; AIC = artrite induzida pelo colageno.
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4.3.2 Analise clinica do desenvolvimento da artrite

A incidéncia e a gravidade da artrite foram avaliadas a partir de 14 dias ap0s a primeira
imunizacdo com colageno (no 21° dia) até o dia da eutanasia dos animais (35° dia), e a
pontuacdo foi feita de acordo com uma escala de 0 a 4, conforme apresentado previamente na
tabela 1.

Assim como ja observado nos protocolos experimentais A e B, todos os animais que
ndo receberam as imunizagdes com colageno (animais sem AIC) tiveram pontuacédo igual a 0,
indicando que as exposi¢des ndo causaram nenhuma alteragdo clinica e que estes animais néo
desenvolveram artrite (Figura 40A).

Em todos os animais com AIC, observou-se desenvolvimento de artrite,, porém a
incidéncia e gravidade variaram apds os 3 tipos de exposi¢des inalatorias. Os animais que foram
expostos a solucéo salina (controle) obtiveram pontuagéo entre 2 a 3 (Figura 40B,C), 0s animais
expostos ao veiculo da HQ receberam pontuacdo entre 1 e 2 (Figura 40B,C) e nos animais
expostos & HQ houve uma artrite mais pronunciada, e estes animais receberam pontuagéo entre
3 a4 (Figura 40B,C).
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Figura 40: Efeitos das exposi¢gdes in vivo a solucdo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o
desenvolvimento de artrite. A avaliagdo clinica foi feita a partir de 14 dias apds a primeira imunizacao
com colageno (21° dia) até o 35° dia. A: Representacdo macroscopica das patas de animais, expostos a
solucdo salina, solvente HQ e & HQ, SEM AIC. B: Representacdo macroscépica das patas de animais,
expostos a solucdo salina, solvente HQ e & HQ, COM AIC. C: Pontuacdo clinica do desenvolvimento de
artrite apds as diferentes exposi¢des inalatorias. Os resultados expressam a média + e.p.m. do peso
corporal obtido de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. grupos com AIC expostos a salina ou ao
solvente HQ. HQ = Hidroquinona; AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.3.3 Analise do leucograma total e diferencial

Acontagem de leucdcitos totais do sangue de todos os animais mostrou que nao houve
diferenca estatistica significante apds as diferentes exposi¢des inalatorias dentre 0s animais sem
AIC (Figura 41A). Porém, houve aumento no nimero de leucdcitos totais apos a exposi¢do a
solugdo salina nos animais com AIC, quando comparado com 0s animais expostos a solugdo

salina e sem AIC (Figura 41A). A exposicdo a HQ nos animais com AIC também alterou o
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namero de leucdcitos totais em comparacdo com as amostras provenientes dos animais expostos
aHQ e sem AIC (Figura 41A).

A contagem diferencial de leucocitos em animais expostos a solucdo salina, solvente
HQ e HQ com AIC, mostrou aumento na porcentagem de neutrofilos circulantes em relagdo as
respectivas exposi¢des nos animais sem AIC (Figura 41B). Ainda, nos animais expostos 8 HQ e
com AIC, houve aumento no ndamero de linfcitos e de mondcitos em comparagdo com a

respectiva exposi¢éo nos animais sem AIC (Figura 41B).
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Figura 41: Efeitos das exposic¢des in vivo a solugéo salina, solvente da HQ ou HQ sobre o numero e
perfil de leucécitos no sangue. A: Contagem de leucdcitos totais do sangue de grupos de animais com ou
sem AIC, expostos & solugdo salina, solvente HQ ou HQ. B: Contagem de leucdcitos diferenciais
(neutrofilos, linfécitos e mondcitos) no sangue de animais com e sem AIC expostos a solucdo salina,
solvente HQ ou HQ. Os resultados expressam a média + e.p.m. da quantidade de células brancas
diferenciais presentes no sangue, obtidos de 8 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. respectivos grupos
sem AIC; **P<0,01 vs. respectivos grupos sem AIC; ***P<0,001 vs. respectivo grupo sem AIC. HQ =
Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.3.4 Efeitos da exposicao a HQ sobre a concentracao de mediadores

inflamatérios no soro.

A concentracdo de IL-6 no soro dos animais ndo foi alterada nos animais sem AIC e
expostos a salina, ao veiculo da HQ ou a HQ. Na vigéncia de AIC também ndo houve aumento
da concentracdo desta citocina no soro dos animais expostos a salina, ao solvente HQ ou a HQ,
em relacdo aos respectivos animais sem AIC, conforme apresentado na figura 42A.

A concentracdo de IL-1p no soro, na auséncia de AIC, ndo foi alterada apds nenhuma

das exposi¢des inalatorias (Figura 42B). J& nos animais com AIC, a exposi¢cdo a HQ levou a
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uma tendéncia de aumento desta citocina no soro frente a respectiva exposicao inalatéria nos
animais sem AIC (Figura 42B).

Os niveis de TNF-o ndo tiveram alteracdo ap6s nenhuma das diferentes exposicdes
inalatorias, nos animais sem AIC (Figura 42C). Nos animais com AIC, a exposicdo a HQ
aumentou a concentracdo de TNF-o quando comparada com o soro dos animais com AIC e
expostos a solucdo salina e quando comparada com a respectiva exposicao inalatéria a HQ nos
animais sem AIC (Figura 42C).

Os resultados apresentados na figura 42D mostram que em animais sem AIC a
exposicdo a HQ aumentou a concentracdo de 1L-10 no soro desses animais. J& na vigéncia da
artrite, a exposicdo a HQ reduziu significativamente a concentracdo desta citocina, quando
comparado com a respectiva exposi¢do em animais sem AIC e em comparagdo com 0s animais

com AIC e expostos a solucdo salina (Figura 42D).
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Figura 42: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatdrios presentes no soro de animais com AIC e sem AIC. As
citocinas 1L-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracdo destes mediadores no liquido
sinovial obtido de 4 animais em cada grupo *P<0,05 vs. respectivo grupo HQ sem AIC; "P<0,05 vs.
respectivo grupo exposto a solucdo salina. HQ = Hidroquinona. AlIC = artrite induzida pelo colageno.
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4.3.5 Efeitos da exposi¢cdao a HQ na expressao de proteinas citrulinadas

no soro.

Apos quantificagdo do anticorpo anti-peptideos citrulinados (anti-CCP) no soro, por
ELISA, observamos que nos animais sem AIC a concentracdo média de anti-CCP nos grupos de
animais expostos a solucdo salina, ou solvente HQ ou HQ foi em torno de 40 IU/mL. Além
disso, nos animais sem AIC, a exposicdo inalatéria de HQ ndo alterou a concentracdo do
anticorpo anti-CCP no soro em compara¢do com o soro obtido dos animais expostos a salina e
ao solvente HQ (Figura 43).

Na presenga de AIC, houve aumento na concentracdo média de anti-CCP apos a
exposicdo a HQ, e a concentracdo média de anti-CCP subiu para 70 IU/mL (Figura 43). Esse
aumento nos niveis de proteinas citrulinadas no soro de animais com AIC e expostos a HQ foi
estatisticamente significativo quando comparado com o0s niveis observados nos animais

expostos a salina e com AIC e nos amimais expostos a HQ e sem AIC (Figura 43).
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Figura 43: Efeitos das exposi¢Bes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
concentragdo de proteinas/peptideos citrulinados no soro de animais com AIC e sem AIC. O
anticorpo anti-CCP foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a
média + e.p.m. da concentragdo deste anticorpo no soro obtido de 4 animais em cada grupo. *P<0,05 vs.
grupo controle com AIC; *P<0,05 vs. respectivo grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite
induzida pelo colageno.

4.3.6 Efeitos da exposicdo a HQ sobre a composi¢ao do liquido sinovial

Assim como nos protocolos experimentais A e B, no 35° dia os animais foram
eutanasiados e foram coletados os liquidos sinoviais de todos os animais para posterior
contagem do namero total de células e para quantificagdo de mediadores inflamatorios.
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A contagem do namero de células presentes no liquido sinovial mostrou que nos
animais sem AIC ndo houve diferenca no nimero de células ap0s a exposicao a HQ, em
comparacdo com as demais exposi¢bes (Figura 44). Entretanto, houve aumento no
namero de células nos animais com AIC e que foram expostos a solugdo salina, ao
solvente HQ e & HQ, em comparagao as respectivas exposicoes em animais sem AIC.
Alem disso, esse aumento foi estatisticamente significativo apds as exposi¢des ao
solvente HQ e a HQ (Figura 44).
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Figura 44: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a contagem
de células totais no exudato (liquido sinovial) de animais com ou sem AIC. Os resultados expressam a
média £ e.p.m. da quantidade de células totais presentes no liquido sinovial, obtidos de 8 animais em cada
grupo. *P<0,05 vs. grupo solvente HQ sem AIC; **P<0,01 vs. grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona.
AIC = artrite induzida pelo colageno.

Além disso, ap6s a quantificacdo das citocinas pro-inflamatdrias por ELISA, pudemos
observar que a exposi¢cdo a HQ elevou os niveis de algumas dessas citocinas nos exudatos
coletados dos animais com AIC em relacdo aos exudatos coletados dos animais expostos a
solucdo salina ou ao solvente HQ.

A concentragdo de IL-6 no liquido sinovial dos animais ndo foi alterada em condi¢des
basais (animais sem AIC), nem em condi¢Ges de inflamacdo, provocada pela injecdo de
colageno, sendo que ndo houve aumento da concentracdo desta citocina no liquido sinovial dos
animais expostos a salina, ao solvente HQ ou a HQ, em relagdo aos respectivos animais sem
AIC (Figura 45A).

Os resultados apresentados na Figura 45B mostram que a exposi¢do a HQ nao alterou a

concentracao de IL-1p no liquido sinovial na auséncia de AIC, em comparagdo aos animais que
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foram expostos a solugdo salina e ao solvente HQ, nestas mesmas condi¢des. Por outro lado, na
vigéncia da AIC, houve um aumento na concentracdo desta citocina no liquido sinovial ap6s
exposicdo a solugdo salina e a HQ em relagdo as mesmas exposi¢des em animais sem AIC
(Figura 45B).

Adicionalmente, os resultados apresentados na figura abaixo mostram gque nos animais
sem AIC houve uma tendéncia de aumento na concentracdo de IL-10 apds a exposi¢do a HQ,
em comparagdo com 0s animais expostos a salina e ao solvente HQ (Figura 45C). J& na vigéncia
da AIC, a exposicdo a HQ ndo alterou a concentracdo de I1L-10 no liquido sinovial dos animais
guando comparada com as demais exposicoes (Figura 45C).

Além disso, a producdo de NO foi quantificada pelo ensaio de Griess e 0s resultados
mostraram que a exposi¢do & HQ néo alterou a concentragdo desse anion na auséncia de artrite.
J& nos animais com AIC houve um aumento na concentracdo de NO apds as 3 exposicoes
inalatorias e este aumento foi estatisticamente significativo apds a exposicdo a HQ, em
comparacdo com a respectiva exposicao, em animais sem AIC (Figura 45D).

Ainda, ndo foram detectados niveis da citocina TNF-o. no liquido sinovial dos animais

de nenhum grupo de exposicédo inalatoria, tanto na auséncia, bem como na vigéncia da AlC.
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Figura 45 Efeitos das exposi¢cBes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatorios presentes no liquido sinovial de animais com AIC e sem
AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1p (B) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e 0 NO (D) foi quantificado por Reacdo de Griess. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
concentragdo destes mediadores no liquido sinovial obtido de 4-7 animais em cada grupo *P<0,05 vs.
grupo salina com AIC e grupo HQ sem AIC; *P<0,01 vs. grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC
= artrite induzida pelo colageno.

4.3.7 Efeitos da exposi¢cdo a HQ sobre a composicdo celular nas

membranas sinoviais

Para comprovar se a inducéo da AIC foi efetiva e também para avaliar se a HQ estava
contribuindo para o agravamento da AIC ou se teria um efeito imunosupressor, no 35° dia os
animais foram eutanasiados e as membranas sinoviais das articulagbes dos joelhos foram
coletadas e processadas para andlise histologica.

Assim como ja visto nos resultados dos protocolos experimentais A e B, nos animais
sem AIC, e que foram submetidos a exposicdo continua por 07 dias (até a 12 injecdo de
colageno) e posteriormente por 7 dias consecutivos (do 29° dia ao 35° dia) a salina, solvente HQ

ou a HQ, as membranas sinoviais apresentaram-se integras, nas quais observarmos camadas
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intima e sub-intima finas e logo ap6s, uma extensa camada de tecido adiposo. Ainda, ndo foram
observadas alteragdes morfoldgicas, nem alteragdes nas membranas sinoviais, como migracao
de células do sistema imune, hiperplasia celular e formacao de edema, comprovando que estes
animais nao desenvolveram artrite (Figura 46A).

Dentre os animais com AIC, as diferentes exposi¢des inalatorias causaram efeitos
distintos. Apesar de 0s animais expostos a solu¢do salina terem sido pontuados com um score
clinico entre 2 a 3 na analise clinica das patas, pela analise histolégica ndo foram observadas
alteragbes que indicavam presenga de inflamagdo nas membranas sinoviais destes animais,
sendo que as membranas estavam similares aquelas observadas nos animais sem AIC (Figura
46B). Ja nos animais que foram expostos ao solvente HQ, observamos um desarranjo das
camadas intima e sub-intima (camadas onde se concentram 0s sinovidcitos tipo A e tipo B),
porém com uma proliferacdo de sinovidcitos bem reduzida (Figura 46B). Nos animais que
foram expostos a HQ, observou-se um efeito mais exarcebado do processo inflamatério em
relacdo as demais exposicGes. Nestes animais expostos a HQ, o processo de inflamacdo estava
bem estabelecido, e além do influxo de células do sistema imune para a regido avaliada, como
neutrofilos, houve formacdo de pannus, além de presenca de grandes edemas na regido,
mostrando assim que a exposi¢ado inalatéria a HQ aumenta os efeitos decorrentes das injecdes de

colageno e contribui para o agravamento da doenca ja estabelecida (Figura 46B).
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Figura 46: Efeitos das exposi¢des in vivo & solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre as
caracteristicas histoldgicas das membranas sinoviais coletadas de animais com AIC e sem AIC. A:
Representacdo microscépica das membranas sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais
expostos a solucdo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC. B: Representacdo microscépica das membranas
sinoviais coletadas das articulagbes dos joelhos de animais expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ
COM AIC. Imagens obtidas em objetiva de 20X. N= 4 em cada grupo experimental. HQ = Hidroquinona.
AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, pela analise de Microscopia por Geracdo de Segundo Harmonico,
observamos gque a morfologia e o arranjo das fibras de colagenos estavam alteradas nas sindvias
coletadas dos animais com artrite em comparagdo com as sindvias coletadas dos animais sem
artrite (Figura 47A,B). Além disso, nos animais com AIC, a exposi¢do a HQ levou a uma maior
deposicdo de coldgeno nas membranas sinoviais do que as exposic¢oes a salina e ao veiculo da
HQ, o que foi evidenciado por uma maior area ocupada pelo colageno, uma maior area coberta

pelo objeto e por um maior perimetro (Figura 47C-E).
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Figura 47: Figura 34: Efeitos das exposic¢Ges in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
morfologia e arranjo do colageno nas membranas sinoviais. Andlise por Geragdo de Segundo
Harménico sobre a deposicéo de colageno nas membranas sinoviais coletadas das articulac@es dos joelhos
de animais expostos a solucdo salina, solvente HQ e a HQ SEM AIC (A) e COM AIC (B). Imagens
obtidas em objetiva de 20X. Area ocupada pelo colégeno (C). Area coberta pelo objeto (D). Perimetro
(E).N= 4 em cada grupo experimental.. *P<0.05 vs. grupo salina, **P<0.001 vs. grupos salina e solvente
HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

4.3.8 Efeitos da exposi¢cdao a HQ sobre a composi¢ao celular nas

membranas sinoviais: analise por Imunofluorescéncia

Uma vez que observamos, através da andlise histol6gica das membranas sinoviais, que a
exposicdo a HQ estava contribuindo para o agravamento do processo inflamatorio da artrite,
resolvemos confirmar esta hipOtese pela analise por imunofluorescéncia, utilizando alguns
marcadores especificos. De acordo com os resultados obtidos, observamos que a exposi¢do a
HQ levou a uma maior proliferacdo de sinoviocitos nas membranas sinoviais dos animais com

AIC, quando comparado com as sindvias coletadas dos animais expostos & solucédo salina e ao
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veiculo HQ, o que foi detectado por um maior aumento da intensidade de células positivas para
CD90 (Figura 48A,B). N&o foram detectadas diferencas significativas na fluorescéncia para esse
marcador na sindvia dos animais sem artrite e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ (dados

ndo mostrados).

A Controle negativo DAPI CD90

200 4

Salina (Controle)

Solvente HQ

HQ

[ Salina (Controle)
I — 3 Solvente HQ

180 -1 ﬁ: B HQ

100 .

[
o
1

CD90 (Média da Intensidade)

o

Figura 48: Exposi¢do in vivo @ HQ aumentou a proliferacdo e causou hiperplasia celular de
sinoviécitos em animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas sinoviais coletadas
das articulagbes dos joelhos de animais com AIC e expostos a solucdo salina, solvente HQ e a HQ, e
positivas para CD90. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para CD90. Imagens
obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacédo positiva para ndcleo. **P<0.01 vs. grupo salina. HQ =
Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Adicionalmente, a analise por Imunofluorescéncia confirmou uma maior infiltracdo de
neutréfilos nas membranas sinoviais de ratos com AIC expostos a HQ, em comparag¢do com as
membranas sinoviais coletadas de animais expostos a salina e ao veiculo HQ, uma vez que
houve uma maior quantidade de células positivas para Ly6G nas membranas sinoviais apds

exposicao a HQ (Figura 49). Ndo foram detectadas diferengas significativas na fluorescéncia
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para esse marcador na sinévia dos animais sem artrite e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ

(dados ndo mostrados).
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Figura 49: Efeitos das exposicdes in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre o influxo de
neutréfilos na cavidade articular em animais com AIC. A: Representacdo microscopica das
membranas sinoviais coletadas das articulagcbes dos joelhos de animais com AIC expostos a solugdo
salina, solvente HQ e a HQ e positivas para Ly6G. B: Densitometria da média da intensidade de
fluorescéncia para Ly6G. Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcagdo positiva para nucleo.
**P<(.01 vs. grupo salina; ***P<0.01 vs. grupo solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida
pelo colageno.

A andlise da Imunofluorescéncia também mostrou uma intensa expressao do receptor
AhR nas membranas dos animais com AIC expostos a HQ, e expressao foi muito maior em

comparacdo com o que foi observado nas amostras provenientes dos animais expostos a salina e



109

ao solvente HQ (Figura 50). N&o foram detectadas diferencgas significativas na fluorescéncia
para esse marcador na sinévia dos animais sem artrite e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ

(dados ndo mostrados).
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Figura 50: Efeitos da exposicdo in vivo a solucédo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a expressao de
AhR nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscdpica das membranas
sinoviais coletadas das articulacfes dos joelhos de animais com AIC expostos a solucdo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para AhR. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para AhR.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcagdo positiva para nicleo. ***P<0.01 vs. grupos salina
e solvente HQ. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Além disso, a analise por Imunofluorescéncia confirmou uma maior expressao do fator
de transcricdo ROR nas membranas sinoviais dos animais com AIC e expostos a HQ, em

comparacdo com as membranas sinoviais coletadas de animais expostos a salina ou ao veiculo
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da HQ, uma vez que houve uma maior quantidade de células positivas para este marcador nas
membranas sinoviais apds exposi¢do a HQ (Figura 51A,B). Este perfil de acdo da HQ foi
similar ao que foi observado anteriormente para a expressdo de AhR. N&o foram detectadas
diferencas significativas na fluorescéncia para esse marcador na sindvia dos animais sem artrite

e expostos a HQ, salina ou veiculo da HQ (dados ndo mostrados).
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Figura 51: Efeitos da exposi¢do in vivo a solugdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a expresséo de
ROR nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscopica das membranas
sinoviais coletadas das articulagdes dos joelhos de animais com AIC expostos a solucéo salina, solvente
HQ e a HQ e positivas para ROR. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para ROR.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacédo positiva para nicleo. HQ = Hidroquinona. AIC =
artrite induzida pelo colageno.
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E consequentemente as expressdes aumentadas de AhR e ROR nas membranas
sinoviais, 0s niveis de IL-17 também estavam elevados na sindvia dos animais expostos a HQ,
quando comparado com 0s grupos expostos a salina e ao solvente da HQ (Figura 52). A
exposicdo a HQ, salina ou solvente HQ nos animais sem AIC ndo causou nenhuma alteracdo na

secrecdo de IL-17 (dados ndo mostrados).
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Figura 52: Efeitos da exposi¢do in vivo a solucgéo salina, veiculo da HQ ou HQ nos niveis de I1L-17
nas membranas sinoviais de animais com AIC. A: Representacdo microscdpica das membranas
sinoviais coletadas das articulagbes dos joelhos de animais expostos a solugdo salina, solvente HQ e a HQ
COM AIC e positivas para IL-17. B: Densitometria da média da intensidade de fluorescéncia para IL-17.
Imagens obtidas em objetiva de 20X. DAPI = marcacéo positiva para nicleo. HQ = Hidroquinona. AIC =
artrite induzida pelo colageno.
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4.3.9 Analise dos efeitos da exposi¢cdao a HQ nos sinovidcitos

Uma vez que no protocolo experimental C, a exposi¢do in vivo & HQ desencadeou
diversos efeitos que agravaram o quadro inflamatdrio da artrite, e estes efeitos ocorreram
pincipalmente localmente nas membranas sinoviais, resolvemos investigar se esses efeitos iriam
se manter ao isolarmos 0s sinovidcitos tipo B das membranas sinoviais. Desta forma, apos a
realizacdo do protocolo de exposicdo do grupo C (mostrado previamente na Figura 9), no 35°
dia os animais foram eutanasiados, as membranas sinoviais dar articulacdes do joelho foram
removidas cirurgicamente, e inicou-se 0 processo de isolamento dos sinovidcitos. Apds a
digestdo enzimatica, os sobrenadantes celulares, provenientes das diversas exposices
inalatorias, foram coletados nos tempos de 4 horas, 24 horas e ap0s as passagens 1, 2 e 3.
Posteriormente foi feita a quantificagdo dos mediadores inflamat6rios TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-
10.

De acordo com os resultados obtidos, observamos que ap6s o periodo de 4 horas de
digestdo enzimética com colagenase das membranas sinoviais, a exposicdo a HQ ndo
desencadeou nenhum efeito sobre a secrecdo e liberagdo das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 nos
sobrenadantes avaliados, em comparagdo com as amostras obtidas dos animais expostos a salina
ou ao solvente HQ, tanto na auséncia bem como na vigéncia da AIC (Figura 53A-C). Neste
periodo de tempo avaliado, a exposicdo & HQ elevou somente os niveis de IL-10, em
comparagdo com as amostras provenientes de animais com AIC e expostos a solucdo salina e

em comparagdo com animais expostos a HQ e sem AIC (Figura 53D).
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Figura 53: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatorios nos sobrenadantes das células sinoviais de animais com
AIC e sem AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracéo destes mediadores
no sobrenadante coletado das células sinoviais obtido de 4 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. grupos
salina e solvente HQ com AIC e vs. grupo HQ sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo
colageno.

No tempo de 24 horas foi possivel observar que a exposicao a HQ ndo alterou os niveis
de IL-6, em comparacdo com as demais exposicdes, tanto em animais sem AIC, bem como em

animais com AIC (Figura 54A).

Entretanto, no mesmo periodo avaliado, a exposi¢do a HQ foi responsavel por elevar
significativamente os niveis de secrecdo de TNF-o e de IL-1p nas amostras provenientes de
ratos com AIC, quando comparado com animais com AIC expostos a salina e ao veiculo da HQ

e em comparagdo com animais expostos a HQ e sem AIC (Figura 54B,C).

Ainda, neste mesmo periodo avaliado, ndo houve alteracdo nos niveis de IL-10 nas
amostras coletadas dos animais expostos a HQ e com AIC, em relacdo as demais exposices

inalatorias, tanto na auséncia como na presenca de artrite (Figura 54D).
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Figura 54: Efeitos das exposi¢cBes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatérios nos sobrenadantes das células sinoviais de animais com
AIC e sem AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracéo destes mediadores
no sobrenadante coletado das células sinoviais obtido de 4 animais em cada grupo. *P<0,05 vs. grupos
salina e solvente HQ com AIC, e vs. grupo HQ sem AIC; ** P<0,01 vs. grupos salina e solvente HQ com
AIC e vs. Grupo HQ sem AIC; *** P<0,001 vs. grupos salina e solvente HQ com AIC e vs. grupo HQ
sem AIC. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Posteriormente, avaliamos também os sobrenadantes coletados na primeira passagem e
neste periodo avaliado, a HQ ndo alterou os niveis de nenhuma citocina quantificada em relacéo
as demais exposicdes inalatorias, tanto de animais sem AIC, como de animais com AIC (dados

ndo mostrados).

Em continuidade, avaliamos o perfil de secrecdo das mesmas citocinas nos
sobrenadantes coletados na segunda passagem de células. De acordo com os resultados obtidos,
observamos que a exposi¢do a HQ desencadeou uma tendéncia de aumento nos niveis das
citocinas de IL-6 e de IL-10 em relacdo as amostras obtidas dos animais com AIC expostos a
salina e ao veiculo da HQ, e em relacdo as amostras obtidas de animais expostos a HQ e sem

AIC (Figura 55A,D). Porém, a mesma tendéncia de aumento desencadeada pela exposi¢do a HQ
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ndo foi observada nos niveis de TNF- o ¢ de IL-1p, uma vez que o perfil de secre¢do dessas
citocinas foi semelhante ap6s as diferentes exposicoes inalatorias (Figura 55B,C).
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Figura 55: Efeitos das exposi¢fes in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatorios presentes nos sobrenadantes das células sinoviais de
animais com AIC e sem AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram
quantificadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da
concentracdo destes mediadores no sobrenadante coletado das células sinoviais obtido de 4 animais em
cada grupo. HQ = Hidroquinona. AIC = artrite induzida pelo colageno.

Por fim, analisamos ainda as amostras coletadas na terceira passagem do cultivo de
células sinoviais. E de acordo com os dados obtidos, os efeitos desencadeados pela exposicdo a
HQ nédo foram mantidos ao longo das passagens. Neste caso, a exposi¢do a HQ néo alterou os
niveis de nenhuma das citocinas avaliadas anteriormente quando comparado com as exposi¢des

a solucdo salina e ao veiculo da HQ, na vigéncia e auséncia da artrite (Figura 56 A-D).

Além disso, as células foram cultivadas e mantidas até a quinta passagem, e os efeitos
desencadeados pela exposicdo a HQ nesta passagem foram similares aos obtidos na terceira

passagem (dados ndo mostrados). Vale ressaltar que houve perda da viabilidade celular
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significativa a partir desta passagem. Desta forma ndo foi possivel continuar o protocolo de

isolamento de sinovidcitos tipo B.
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Figura 55: Efeitos das exposi¢des in vivo a solucdo salina, veiculo da HQ ou HQ sobre a
quantificacdo de mediadores inflamatdrios nos sobrenadantes das células sinoviais de animais com
AIC e sem AIC. As citocinas IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) foram quantificadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracéo destes mediadores
no sobrenadante coletado das células sinoviais obtido de 4 animais em cada grupo. HQ = Hidroquinona.
AIC = artrite induzida pelo colageno.
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Evidéncias clinicas mostram que a fumaca do cigarro leva a inducéo e ao agravamento
da AR, e diversos estudos experimentais apontam para 0s hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), metais e nicotina presentes na fumaca do cigarro como responsaveis por
esses efeitos nocivos (YU et al., 2011; AFRIDI et al., 2014; NGUYEN et al., 2015; LEE et al.,
2017; MCHUGH, 2017). Neste estudo, os resultados obtidos mostram, pela primeira vez, o
papel facilitador da exposi¢do in vivo @ HQ sobre o desenvolvimento e agravamento da AR e,
desta forma, sugerem o papel da HQ, que é o composto com maior atividade pré-oxidativa
presente na fumaca do cigarro, como um possivel agente responsavel pela indugdo e para o
agravamento da AR observada em humanos. Os resultados foram obtidos pela exposi¢cdo
sistémica a HQ em nebulizacdo, em um protocolo de exposicao inalatoria baseado em estudos
prévios do nosso grupo, que utilizaram concentra¢cfes menores que as preconizadas para
exposi¢do humana pelas agéncias regulamentadoras (RIBEIRO et al., 2011; SHIMADA et al.,
2012a,b). Desta forma, acreditamos que os resultados obtidos aqui sejam relevantes para a
toxicologia ambiental e ocupacional, para compreensdo dos mecanismos toxicos da acdo da HQ

e para a elucidagdo de como o tabaco contribui para a etiopatogenia da AR.

Ja se sabe que exposicles diarias, a HQ em nebulizacdo, na concentracdo de 25 ppm,
ndo alteram o hemograma e o mielograma de camundongos (MACEDO et al., 2006, 2007,
RIBEIRO et al.,, 2011; SHIMADA et al., 2012a,b). No entanto, a toxicidade da HQ foi
evidenciada durante ensaios de desafios imunol6gicos, uma vez que os animais expostos a HQ
apresentraram resposta prejudicada a células Th2 e reacdo inata ao receptor Toll-like 4
(MACEDO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011; SHIMADA et al., 2012a,b). Além disso, nestes
estudos realizados anteriormente em nosso laboratério, e também no estudo realizado nesta tese
de doutorado, a concentragdo de HQ no ar durante as exposicdes foi de 0,20 mg/m?, equivalente
a 0,04 ppm, o que é 10 vezes menor do gue a concentracdo maxima permitida para a exposi¢cdo
humana durante um periodo de 8 horas/dia (TLV-TWA - time weighted average) (NIOSH,
1994). Embora ndo seja possivel fazer uma extrapolacdo direta entre a exposicdo em animais de
experimentacdo e a exposi¢cdo humana, acredita-se que os animais foram submetidos a niveis

baixos de exposi¢do a HQ, durante o desenvolvimento da AIC.

O modelo experimental para inducdo de AR é longo, e 0 modelo de AIC aqui
preconizado € um dos que melhores modelos para se estudar AR, pois este modelo mimetiza os
mecanismos da génese e sintomatologia da AR humana (DURIE, FAVA e NOELLE, 1994,
BRAND et al., 1996; LUBBERTS e VAN DEN BERG, 2003; AYA et al., 2005; MOREIRA et
al., 2011; OKAMOTO et al., 2011; YUE et al., 2013; ZHANG et al., 2013), e aqui optamos por

avaliar a sintomalogia e os efeitos das exposi¢bes ap6s 28 dias de inducdo da AlIC, baseado em
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trabalhos da literatura (BRAND, LATHAM e ROSLONIEC, 2007; BACKSTROM e
DAHLGREN; 2008; YUE et al., 2013; SONG et al., 2015).

Os protocolos experimentais foram delineados com trés perguntas principais, as quais
foram respondidas pelos periodos de exposi¢do a HQ, a saber: se a HQ poderia ser um agente
gue participa do desenvolvimento e agravamento da AR, assim animais foram expostos a HQ
durante todo o periodo experimental, descrito previamente no protocolo experimental A; se a
HQ facilitaria os eventos iniciais de inducdo da AR, envolvidos nos eventos de sensibilizacdo e
se esta exposicdo traria alguma consequéncia ao final da AIC, e para responder essa pergunta,
os animais foram expostos a HQ por 14 dias consecutivos, do 1° até o 14° dia, encerrando as
exposicdes no dia da injecdo reforgo de coladgeno, como ja descrito no protocolo experimental
B; e no terceiro protocolo experimental investigamos se a exposi¢do & HQ poderia alterar a
doenga ja iniciada e estabelecida e, para tanto, os animais foram expostos a HQ na fase final da
doenca, ou seja por 7 dias consecutivos, do 29° ao 35° dia, de acordo com o que foi descrito no
protocolo experimental C. Parametros clinicos, histolégicos e hematoldgicos e indicadores de
inflamac&o local e sistémica foram avaliados em todos os protocolos experimentais, de acordo
com a literatura que avaliaram estes pardmetros como marcadores da AR (STOLT et al., 2003;
WITTE et al.,, 2005; BACKSTROM e DAHGREN, 2008; KOBAYASHI et al.,, 2008;
MOREIRA et al., 2011; YU et al., 2011; JIANG et al., 2014) e, na maioria destes parametros
aqui analisados, os resultados mostraram o papel facilitador da HQ no desenvolvimento e no

agravamento da AIC, como discutiremos a seguir.

A evolugdo ponderal dos animais, ao longo do desenvolvimento da artrite, foi um
parametro clinico importante em nossas investigacbes, uma vez que relatos da literatura
mostram que a perda de peso é uma das manifestacGes extra-articulares e sistémicas na AR
(SAAG etal., 1997; PAPADOULOS et al., 2005) e, ainda que, 0 habito de fumar contribui para
gerar baixos indices de massa corporal em modelos de animais com AIC (MOREIRA et al.,
2011). Além disso, AR induzida por adjuvantes e por coldgeno, em modelos experimentais, leva
a perda de tecido adiposo, associada a inflamacdo cronica da doenca (STOLT et al., 2003;
NIELSEN et al., 2008; GOMEZ-SANMIGUEL et al., 2016). Verificamos, neste trabalho, que a
exposicdo ao solvente da HQ e a HQ ndo alteraram a evolucdo ponderal na auséncia de artrite,
e, diferentemente do que foi relatado na literatura, a inducdo da AIC n&o alterou o ganho de
peso, uma vez que animais expostos a solucédo salina e com AIC tiveram ganho de peso normal.
No entanto, na vigéncia de artrite, a exposicdo a HQ durante todo o periodo de inducdo e
desenvolvimento da doenca, bem como quando realizada na fase final da mesma, levou a uma
redugdo no peso dos animais, 0 que ndo foi observado nos animais expostos a HQ somente na

fase de sensibilizagdo da doenca. A perda de peso observada nos animais expostos a HQ nos
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protocolos experimentais A e C foi coincidente com maior pontuacdo clinica da doenga em
ambos os casos. Estes resultados enfatizam o efeito prejudicial da associagdo entre o tabagismo
e a AR, como também j4 foi visto em estudos envolvendo fumantes adultos (CHATKIN et al.,
2007). Por outro lado, interessantemente, 0s animais expostos a HQ somente na fase de
sensibilizacdo da doenca (grupo experimental B) tiveram ganho de peso similar ao observado
nos animais expostos a salina ou ao veiculo da HQ, e estes mesmos animais receberam
pontuacdo clinica menor do que os animais expostos a HQ dos grupos A e C. Ndo temos
explicacdo para tal fato, mas € possivel que a exposi¢do a HQ cause reducdo na massa corporea,

ao agravar o processo inflamatorio, ou por causar maior dificuldade de locomocao.

Uma vez que AR ¢ caracterizada pela poliartrite periférica, simétrica e a progresséo do
quadro estd associada ao surgimento de deformidades e alteracBes nas articulagdes (LIPSKI,
1998; MCINNES e SCHETT, 2011), a analise clinica dos animais foi um parametro
investigado, seguindo a classificacdo de pontuacdo baseada no trabalho de Backstrom e
Dahgren (2008), como descrito na metodologia deste trabalho. Vale ressaltar que, ©
desenvolvimento da AIC é considerado clinicamente significante quando podemos observar
aparecimento de edemas em pelo menos um digito ou pata (HOLMDAHL et al., 1992;
BACKSTROM e DAHGREN, 2008). Com base neste pardmetro, concluimos que a exposi¢do a
salina, ao veiculo da HQ ou a HQ ndo foram capazes de causar nenhuma alteracdo clinica nos
animais que ndo foram imunizados com coldgeno; que as imunizagbes com colageno foram
eficazes, sendo que a exposi¢cdo a HQ, agravou o inchago e edemas das patas nos 3 grupos
experimentais, sendo que as exposi¢des a HQ ao longo de todo o processo da génese da doenga,
ou na etapa final da mesma, leva a piora do quadro. Uma vez que aumento dos volumes das
articulacdes dos joelhos, das patas e dos tornozelos sdo indicativos da inflamacdo da AR e séo
frequentemente usados para medir a atividade da doenga (NIELSEN et al., 2008), os aspectos
de inchago das patas observados nos resultados deste trabalho séo inquestionaveis para mostrar
que a exposicao a HQ agrava o desenvolvimento da AR provocada pela injecéo de colageno. De
acordo com estes resultados, é possivel sugerir que a exposicdo a HQ seja mais relevante para o
desenvolvimento e agravamento da AR, do que para os fendmenos envolvidos com a etapa

inicial de sensibiliza¢do e desafio com o antigeno.

Como ja foi bem descrito na Introdugdo, em doengas autoimunes, como a AR, a
autotolerancia pode ser quebrada por meio de modifica¢des pds-traducionais, como 0 processo
de citrulinacdo, no qual ocorre mudanca conformacional do aminoécido arginina em citrulina,

pela acdo da enzima PAD, gerando novas proteinas, como as proteinas/peptideos ciclicos. Essas
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modifica¢cBes nas proteinas podem gerar novos epitopos levando a formagdo de novos auto-
antigenos, diferentes daqueles quais o organismo tinha aprendido a ser tolerante e a
quantificacdo das proteinas/peptideos citrulinados ciclicos gerados ap0s citrulinagdo, mostraram
valores preditivos e prognosticos em pacientes em AR (ZHAO, 2008; GYORGI et al., 2011;
VALESINI et al., 2015). Assim, neste trabalho consideramos relevante quantificar o anticorpo
anti-CCP, como um indicador de diagnostico da AIC e, de fato, os niveis destes anticorpos
estavam aumentados em todos 0s grupos de animais com AIC, em comparagdo com 0s animais
sem AIC.

Vale ressaltar que trabalhos da literatura mostraram que a citrulinacdo pode ser
desencadeada pelo cigarro ou por infec¢des (KLARESCOG et al.,, 2013). Além disso, foi
obervada uma correlagcdo positiva entre o tabagismo e AR soro positiva para ACPAs
(KLARESKOG et al., 2006; OLIVER e SILMAN, 2006; MAKRYGIANNAKIS et al., 2008).
Outros trabalhos mostraram que, na auséncia de AR, 0 cigarro gerou aumento na expressao da
enzima PAD e citrulinacdo de células do lavado broncoalveolar de fumantes em comparagédo
com ndo fumantes (MAKRYGIANNAKIS et al.,, 2008). Adicionalmente, condigbes de
inflamacéo crénica nos pulmdes podem predispor individuos susceptiveis a desenvolverem
autoanticorpos e posteriormente AR (VALESINI et al., 2015). Soma a estes, o fato de que
dentre os mais de 8.000 componentes do cigarro, ja sabe-se que a produgdo de ACPAs ocorre
independentemente da a¢do da nicotina (JIANG et al., 2014). Aqui, observamos que a
exposic¢do a HQ durante todo periodo de inducgdo e desenvolvimento ou na fase final da artrite,
elevou os titulos de ACPAs no soro, o que ndo foi observado nos animais expostos a HQ
somente na fase de sensibilizacdo da artrite. Esses resultados corroboram os efeitos de piora dos
sintomas clinicos da AIC desencadeados pela exposicdo a HQ, uma vez que titulos elevados de
ACPAs também estdo associados com a gravidade da doenca e com a posterior destrui¢do
articular (CONIGLIARO et al., 2016; NGUYEN e JAMES, 2016). Também é possivel sugerir
que a exposi¢do a HQ ndo induz a producdo de ACPAs na fase inicial do desenvolvimento e de
sensibilizacdo, sugerindo fortemente que a HQ atue em processos pos sensibilizagdo, quer seja
como um agente local na AR ou na ativagdo de células da circulacdo. Dados ndo apresentados,
mas obtidos durante a realizacdo deste trabalho, mostram que a exposi¢do a HQ néo alterou a
proliferacdo de linfécitos do baco, o que corrobora a possivel auséncia de efeito da HQ na fase

de sensibilizagéo ao antigeno.

A literatura mostra leucocitose na fase de agudizacdo da AR (COSTA et al., 1989;
MCCUTCHAN e FISHER, 1990; DINARELLO, 2005; BEZERRA et al., 2007; ZHOU et al.,

2015), no entanto o efeito ndo é tdo evidente durante a cronificacdo do processo, como
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observamos pelos nossos resultados. Ademais, a exposi¢do a HQ leva a efeitos toxicos na
medula 6ssea e, consequentemente, reducdo na mobilizacdo de leucdcitos para a circulagéo.
Desta forma, o leucograma é empregado como um dos efeitos biol6gicos de toxicidade do BZ e
da HQ (KETTLE e WINTERBOURN, 1992; MEDINSKY, KENYON and SCHLOSSER,
1995; SNYDER 2002; 2004; PENG et al., 2012). No entanto, é importante ressaltar que este
efeito é dependente da dose, do tempo e frequéncia de exposicdo (ROSS et al., 1996; ZHAO et
al., 2008; KIM et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011). Nossos dados anteriores resultantes da
exposi¢cdo a HQ, na mesma dose e 0 mesmo tempo diério de exposicdo que os empregados no
presente estudo, mas em periodos mais curtos de exposi¢do, ndo afetaram o leucograma dos
animais (MACEDO et al., 2006; 2007; FERREIRA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011;
HEBEDA et al., 2012; SHIMADA et al., 2012a,b). Aqui, nossos dados confirmam que embora
a exposi¢cdo a HQ tenha ocorrido por periodos superiores aos realizados nos trabalhos acima
citados, ndo observou-se também alteracfes de leucograma na auséncia da AIC, confirmando,
gue a dose empregada para exposicdo a HQ pode ser considerada baixa. A analise do nimero de
leucécitos revelou que a AIC induziu aumento de neutrofilos na circulagdo em todos 0s grupos
de animais analisados nos diferentes delineamentos de exposicdo a solucéo salina, mostrando
que a neutrofilia estd presente em estagios avancados da doenga, € que as exposi¢des nao
modificaram este perfil de mobilizacdo neutrofilica para circulagdo. Linfocitose somente foi
observada em animais expostos a HQ durante a fase de sensibilizacdo e desafio ao colageno.
Acreditamos que esta reducdo ndo reflita prejuizos da mobilizacdo destas células da medula
Gssea para a circulagdo, mas sim a distribuicéo alterada dos linfdcitos no organismo, e sua maior
localizacdo em tecidos linfoides primarios e secundarios. No entanto, esta hipotese precisa ser

confirmada.

O liquido sinovial atua como protetor e agente lubrificador das articulacbes, e na
auséncia de AR, ou seja, em articulagBes normais, € composto por um a pequeno numero de
linfécitos, e apenas poucos neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Durante a AR, hd aumento no
nimero de leucécitos no liquido sinovial, sendo que os linfocitos sdo encontrados
principalmente nos estagios iniciais da doenca (TRAMPUZ et al., 2004). Nossos resultados
mostraram, de fato, que a AIC foi caracterizada pela alteracdo do perfil de células no liquido
sinovial em compara¢do com os animais sem AIC, e que a exposi¢cdo & HQ, em todos os
protocolos experimentais realizados, aumentou o influxo de células nos liquidos sinoviais, uma
vez que em todos os grupos de animais sem AIC, o nimero de células no liquido sinovial era
baixo ou nulo. No entanto, a resposta foi menos acentuada, a exemplo do que foi descrito para a
pontuacdo clinica obtida pela avaliacdo clinica, quando os animais foram expostos a HQ

somente na fase de sensibilizacdo e indugdo da artrite (no grupo experimental B). Nos
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protocolos experimenais realizados por toda fase de desenvolvimento e agravamento da doenga,
os niveis de células no liquido sinovial aumentaram consideravelmente apds as exposi¢les a
HQ. Desta forma, a andlise deste parametro corroborou a importancia da acdo da HQ para o

processo de desenvolvimento e agravamento da AR no modelo de AIC em ratos Wistar.

Sabidamente, o influxo leucocitério nas cavidades sinoviais, vem como a ativagéo de
células residentes, desencadeia a secre¢ao de substancias quimicas inflamatdrias que irdo mediar
a resposta da AR, e o aumento da concentracdo destes mediadores esta correlacionado
diretamente com a gravidade da doenca. Dentre estes mediadores, podemos citar diversas
citocinas gue possuem papéis centrais na patogénese da AR, tais como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-
17, entre outras (OSPELT, 2004; FIRESTEIN, 2004; 2005; RENGEL, OSPELT e GAY, 2007
ZHANG et al., 2011; DA ROCHA et al., 2012; PINTO et al., 2015; NOAK e MIOSSEC,
2017). Apesar disso, ndo foi observado aumento nos niveis dessas citocinas somente pela
inducdo da AIC, exemplificada pela exposicdo a salina. Diferentemente, observamos um perfil
de secrecéo das citocinas IL-6 e IL-1p apds a exposi¢ao a HQ, nos 3 protocolos experimentais,
0 que condiz com a maior atividade da doenca. Apesar de se saber que 0 TNF- a é uma citocina
chave envolvida na patogénese da AR (NOAK e MIOSSEC, 2017), é importante salientar que
0 TNF-a nao foi detectado em nenhuma amostra de liquido sinovial dos grupos estudados, e
uma possivel explicacdo para tal fato pode ser que, como visto por Tak e Bresnihan (2000), o
TNF-a esta presente principalmente nas fases iniciais da AR e com o avan¢o da doenga sua
concentracao local na AR diminui.

A literatura também mostra uma correlacdo entre a secre¢do de citocinas no local da
inflamagdo e via sisttmica (NAKAHAMA et al., 2011) e aqui ndés vimos que apenas a
exposicdo a HQ gerou uma tendéncia de aumento na concentracao de IL-1B e de TNF-a no soro
de animais com AIC.

Sabe-se também que além da acéo de células do sistema imune que migram para o sitio
da inflamacéo, a producdo de mediadores inflamatorios também ocorre em células residentes da
cavidade articular, como os sinovidcitos do tipo B (FIRESTEIN, 1996; KOJIMA et al., 2002;
MIRANDA-CARUS, et al., 2004). Desta forma, resolvemos investigar o papel da exposicéo a
HQ sobre a capacidade de secrecdo de sinovidcitos isolados da sindvia. E de acordo com 0s
resultados obtidos, observamos que a HQ também desempenhou uma acdo direta sobre essas
células, uma vez que houve aumento nos niveis de TNF-a ¢ IL-1p em sinovidcitos isolados das

sindvias de animais com AIC e expostos a HQ.

Como ja foi salientado na Introducdo, muitas das lesdes que caracterizam a AR afetam

as membranas sinoviais, sendo que durante o quadro de AR, as membranas sinoviais passam
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por alteracbes morfoldgicas e funcionais importantes, ocorrendo principalmente infiltracdo de
células do sistema imune inato e adaptativo ao espaco articular, proliferacéo e hiperplasia dos
sinovidcitos tipo B, além de alteragdes vasculares, como neovascularizagdes, aumento da
vascularidade e degradacdo da matriz (FIRESTEIN, 1996; BURMESTER et al., 1997; FOX,
1997; OSPELT, 2004; FIRESTEIN, 2009; PAP e GAP, 2009; BARTOK e FIRESTEIN, 2010;
YANG e KARIN, 2014; REIS et al., 2015; CHIMENTI et al., 2015). Frente a estas informac6es
e apds as analises histolégicas das membranas sinoviais, 0s nossos resultados mostraram que
somente na vigéncia da AIC ocorreram alteracBGes na estrutura e ha composic¢do das membranas
sinoviais, e estas alteracdes foram muito mais evidentes e exacerbadas somente apds a
exposicdo a HQ, o gque é mais uma evidéncia da toxicidade da HQ no modelo de AIC. Uma
possivel hip6tese é que a HQ, por ser um componenente do cigarro com grande atividade pro-
oxidativa, gere estresse oxidativo localmente na sindvia, e assim contribua para o agravamento

da doenca. Mas sdo necessarios estudos mais aprofundados para confirmar essa suposicao.

Em doengas crbnicas, nas quais as lesdes teciduais sdo persistentes, como a AR, ha
deposicdo excessiva de colageno nas articulagdes, resultante da acdo simultanea de sinovidcitos,
macrdfagos e fibroblastos, que produzem fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas que
estimulam a sintese de colageno e em estagios mais avangados da doenca, sendo que essa
deposicdo leva destruicdo cartilaginosa e 6ssea (ROBBINS; COTRAN, 2004). Os resultados
obtidos neste trabalho véo ao encontro com essas informacdes, uma vez que a exposi¢do a HQ
levou a maior deposicdo das fibras de coldgeno e a um rearranjo dessas fibras nas sindvias dos
animais com AIC do que as demais exposi¢des. Do exposto, podemos supor uma acdo direta da
HQ sobre os sinovidcitos e também sobre a secrecdo e liberacdo de mediadores inflmatdrios
liberados no processo inflamatério da AR. Estudos estdo sendo realizados no laboratério para

avaliar esta hipotese.

Uma grande quantidade de leucocitos foi detectada na membrana e no liquido sinovial
de animais expostos a HQ, representado principalmente por neutréfilos. Neutréfilos sdo células
de vida-curta no sangue, as quais sdo as primeiras células a migrarem para os sitios locais de
inflamacgéo, para fagocitar e eliminar os agentes nocivos. Contudo, o influxo exacerbado e
continuo de neutréfilos no tecido inflamado danifica o tecido, através de acBes de enzimas
proteoliticas liberadas de granulos intracelulares, por mecanismos de estresse oxidativo,
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) e pela acdo de NETs
(EDWARDS e HALLETT, 1997, CASCAO et al., 2010). Os neutréfilos tornam-se ativados no
liquido sinovial, sofrem desgranulacdo e e liberam ROS, RNS, citocinas e eicosandides no

liquido sinovial ou diretamente na superficie articular. A ativagdo de neutrofilos também
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contribuiu para a proliferacdo e invasao dos sinoviocitos (EDWARDS e HALLETT, 1997
CROSS et al, 2005; CASCAO et al., 2010). Aqui, observamos nos trés protocolos
experimentais avaliados, que a exposicdo a HQ aumentou a proliferacdo de sinovidcitos,
detectada por uma maior expressdo de CD90 (Thy-1), uma glicoproteina de superficie celular
ancorada por glicosilfosfatidilinositol (GPI), que é altamente expressa na sindvia de pacientes
com AR (FUELDNER et al., 2012; BRADLEY et al., 2013).

O papel da HQ e de seus metabolitos na ativacdo de neutr6filos ainda precisa ser melhor
elucidado. Contudo, dados anteriores do nosso grupo mostraram que a exposi¢ao in vivo a HQ
aumentou a expressao de integrinas B2 e B3 e de PECAM-1 em neutrofilos circulantes de ratos,
mostrando que a exposi¢cdo a HQ ativa neutréfilos circulantes no sangue (RIBEIRO et al.,
2011). Consequentemente, nés mostramos que a exposi¢do a HQ leva a uma maior infiltracdo
de neutrdfilos na cavidade articular, e assim, que neutrdfilos sdo alvo da exposi¢do in vivo a
HQ, o que nos leva a supor que gque a exposi¢do a HQ pode exacerbar o priming de neutrofilos

circulantes, detectados no sangue de pacientes com AR (WRIGHT et al., 2014).

Recentemente, estudos tém apontado para o papel da expressdo do receptor AhR em
células Th17 em modelos de AIC. Animais AhR™ so resistentes a AIC e a deficiéncia de AhR,
especialmente em células T leva a supressao do desenvolvimento de AIC (NAKAHAMA et al.,
2011). Além disso, AhR induz a diferenciacdo de Thl7, por inibir negativamente alguns
reguladores da diferenciacdo de células Th17, tais como STAT1 e STATS5, e/ou por se ligar ao
promotor de IL-17 (KIMURA et al., 2008). Como ja salientado na Introducdo, a IL-17 é uma
citocina pro-inflamatéria envolvida em doengas autoimunes, secretada principalmente por
células Thl7, mastécitos e células mieldides (GAFFEN, 2008; HUEBER et al., 2010;
HUIZINGA et al., 2010). A IL-17 ¢é encontrada na sindvia e induz a secrecdo de citocinas proé-
inflamatorias por condrécitos e fibroblastos sinoviais, além de ter importante papel na
osteoclastogénese e na destruicdo articular (SATO et al., 2006; VAN DEN BERG and
MIOSSEC, 2007; BENEDETTI e MIOSSEC, 2014; FISCHER et al., 2015). Nossos dados
mostram que a expressdo de AhR e a secrecdo de IL-17 nas membranas sinoviais dos animais
com AIC estavam aumentas nos 3 protocolos experimentais aqui realizados. Entdo, estes dados
sugerem maior ativagdo de células secretoras de IL-17 ap0s exposi¢do a HQ. Além disso, esses
resultados corroboraram com a maior expressdo de ROR nas sindvias de animais expostos a
HQ, um fator de transcri¢cdo conhecido por ativar a diferencia¢do de células Th17 e a posterior
secre¢do de IL-17 (YANG et al., 2008).

Por tanto, com base nestes resultados, nds hipotetizamos que a exposicao in vivo a HQ
também pode contribuir para a ativacdo de células Th17 via AhR. Mas ainda ndo existem dados

na literatura descrevendo as agdes da HQ sobre a polariza¢do de células Th17 para dar suporte
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para nossos resultados. Além disso, o papel da HQ e de metabdlitos do benzeno como possiveis
ligantes para induzir a expressdo de AhR ainda ndo estdo elucidados (YOON et al., 2002;
ABIKO et al., 2016). Pela primeira vez, n6s mostramos os efeitos diretos da HQ na expressdo
de AhR e na secrecdo de IL-17, tanto apds exposicdo in vivo, como apds exposicdo ex vivo. A
expressdo de AhR em esplendcitos induzida pela exposicao in vitro & HQ foi similar & expressdo
promovida pelo PCB 126 (dioxin-like 3,3',4,4'5-pentachlorobiphenyl), que é um ligante
classico de AhR, e em ambos 0s casos, a expressdo de AhR foi inibida pelo tratamento dos
esplendcitos com um antagonista de AhR. Assim, nossos dados mostram claramente a acéo
direta da HQ na expressdo de AhR e esses efeitos também sdo estendidos a secrecdo de 1L-17
por células do sistema imune. Por isso, supomos que a via AhR/IL-17 ativada pela exposicéo a

HQ pode estar relacionada com o desenvolvimento e o agravamento da AIC em ratos.

Sabe-se que a HQ quando é adminstrada in vivo, apos ser metabolizada, é transportada
para medula 6ssea, onde pode ser oxidada em quinonas altamente tdxicas por processo de auto-
oxidacdo ou pela acdo da enzima MPO (SMITH, 1996; GASKELL, MCLUCKIE e FARMER,
2005; SCHNATTER et al., 2012), e por tal motivo ainda ndo é possivel distinguir seus efeitos
de toxicidade e de seus metabolitos e com base nos presentes resultados obtidos neste trabalho,
é de fundamental importancia compreender e elucidar os efeitos decorrentes da HQ e de seus
metabolitos sobre as respostas imunes celulares e humorais que ocorrem durante a AR. Do
exposto, podemos afirmar que a exposi¢do & HQ, agrava a AIC, sendo que os efeitos foram
menos acentuados na exposicdo durante a fase de sensiblizagdo. Em contrapartida, a exposicao
na Gltima semana de desenvolvimento da AIC, levou a uma sintomatologia mais pronunciada,

mostrando que a HQ age principalmente apos o inicio do desenvolvimento da doenca.

Dessa forma, como ja foi mostrado previamente em nosso grupo que a exposicao in vivo
a HQ ativa neutrdfilos circulantes, mesmo na auséncia de qualquer estimulo inflamatério
(RIBEIRO et al., 2011), n6s acreditamos que a HQ contribui para o desenvolvimento e
agravamento da AR ao ativar resposta imune pela indugdo do influxo de neutro6filos na cavidade

articular e pela posterior ativacdo de AhR e ativacao de células secretoras de IL-17.
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Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho mostram que:

e a exposicdo & HQ a ratos Wistar machos (25ppm, 1h/dia) agravou o
desenvolvimento da CIA, sendo que as exposicdes durante todo o curso da doenca

ou na fase final da mesma levou a sintomas mais graves;

e 0 agravamento da CIA causada pela exposicdo a HQ foi visualizada pelo
inchado e edemas das patas, perda de peso, aumento de proteinas citrulinadas no
soro e citocinas inflamatérias no liquido sinovial, nas exposi¢des continua e na

Gltima etapa da doenga;

e a fisiopatologia das articulagbes foi caracterizada pelo aumento de citocinas
inflamatérias, sendo que a exposi¢do a HQ induziu aumento, em especial, de IL-6,
aumento na deposicdo de colageno, aumento na proliferacdo de sinovidcitos e no

influxo de células inflamatérias;

e a exposicdo a HQ levou a maior infiltracdo, na articulacdo, de células AhR+,
ROR+ e IL-17+, sugerindo que a exacerbacdo desta via seja um mecanismo

importante na a¢do da HQ;

e 0 tratamento in vitro com HQ induziu a expressdo de AhR e IL-17 em
esplendcitos, que foi revertida pelo antagonista de AhR, confirmando a possivel

participacdo desta via na agdo da HQ.

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho nos permitem concluir:

e (ue, a HQ como um importante componente do cigarro, exerce um papel como
facilitador do desenvolvimento e agravamento da AR, pelo modelo de AIC em

ratos Wistar.

e uma acgdo prejudicial da HQ e um mecanismo de toxicidade inéditos.

Assim, esses resultados contribuem para a melhor compreensdo do papel de poluentes
ambientais, como o cigarro, na etiopatogenia da AR e trazem novas evidéncias sobre 0s
mecanismos de acdo de fatores ambientais pré-oxidativos em doencas relacionadas com

0 sistema imune.
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