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modelo de pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. 2011. 139 p. Tese (Doutorado em Farmacia) —
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RESUMO

Introducio: O micofenolato de mofetila (MMF) ¢ um farmaco
imunossupressor utilizado atualmente na clinica na rejeicdo de
transplantes de 6rgdos e em algumas doengas auto-imunes, como
na uveite e na glomerulonefrite. Objetivos: Avaliar o efeito anti-
inflamatdrio e antioxidante do MMF administrado por via oral, na
primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da resposta inflamatoria
induzida pela carragenina (Cg), no modelo da pleurisia, em
camundongos. Materiais e Maétodos: Neste protocolo
experimental foram utilizados camundongos albinos suicos de 1
més de idade. O modelo experimental utilizado foi o da pleurisia
induzida pela Cg, segundo metodologia descrita por Saleh et al.
(1996). A inflamagdo foi avaliada estudando-se alguns pardmetros
da resposta inflamatodria segundo metodologias ja padronizadas e
descritas na literatura (leucocitos e a exsudagdo), atividade das
enzimas: mieloperoxidase (MPO), adenosina deaminase (ADA),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), e glutationa S-
transferase (GST), superoxido dismutase (SOD), as concentragdes
de: nitrito/nitrato (NOx) e das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Neste protocolo, também foram estudadas
a influéncia do MMF sobre as concentragdes das proteinas e sobre
a transcricdo do mRNA para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), interleucina-1 beta (/L-1f), fator de crescimento endotelial
vascular alfa (VEGF-a), e interleucina 17A (IL-17A4), utilizando-se
as metodologias de enzima imunoensaio (ELISA) e a reagdo da
transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR). Para a pesquisa da enzima oOxido nitrico sintase
induzida (ONSi) também foi utilizada a técnica de RT-PCR. Os
parametros inflamatérios foram avaliados 4 h e 48 h apos a
indu¢do da pleurisia. Como farmacos de referéncia anti-
inflamatdria foram utilizados: a dexametasona (Dex, i.p.) € o
ibuprofeno (Ibu, v.0.). Em alguns experimentos para avaliar a
exsudagdo, os animais foram tratados 10 minutos antes da



aplicacdo da Cg, com solu¢do de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL,
i.0.). Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o teste
paramétrico ANOVA complementado, quando necessario, pelo
teste de Dunnett, teste ¢ de Student e teste de correlacdo de
Pearson. Diferengcas com P < 0,05 foram considerados
significantes. Resultados: Em ambas as fases (4 h e 48 h) da
resposta inflamatoria induzida pela Cg, o MMF na dose de 100
mg/kg administrado por via oral (v.0.) inibiu os leucécitos (P <
0,01), a exsudagdo (P < 0,01), as atividades de: MPO (P < 0,05),
ADA (P <0,01), CAT (P <0,05), SOD (P < 0,05), GPx (P < 0,01)
e GST (P < 0.01), as concentragdes de: nitrito/nitrato (ONy) (P <
0,01) e TBARS (P < 0,05). Além disso, o farmaco também inibiu
aumento das concentragdes ¢ a transcrigdo do mRNA de: TNF-a
(P <0,01), IL-1B (P < 0,01), VEGF-a (P < 0,01) e IL-17A (P <
0,01), bem como a transcricdo da enzima ONSi (P < 0,01).
Conclusdo: Os resultados demonstraram que o MMF possui
importante efeito anti-inflamatorio e antioxidante, inibindo
mediadores e enzimas que participam da resposta inflamatoria no
modelo da pleurisia em camundongos. Este efeito parece ocorrer
também em nivel pré-transcripcional uma vez que o MMF foi
capaz de inibir ndo somente as concentragdes de citocinas
formadas, mas também a transcricdto do mRNA para estas
proteinas.

Palavras-chave: Micofenolato de mofetila, pleurisia, efeito anti-
inflamatdrio, efeito antioxidante, camundongos.
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ABSTRACT

Introduction: = Mycophenolate  mofetii (MMF) is an
immunosuppressive agent currently used in the clinic to prevent
the rejection of organ transplants and some autoimmune diseases
such as uveitis and glomerulonephritis. Objectives: The aim of
this study was study the anti-inflammatory and anti-oxidant effects
of MMF, in the first (4 h) and second (48 h) phases of the
inflammatory response induced by carrageenan (Cg), in the mouse
model of pleurisy. Materials and Methods: The mouse model of
pleurisy was used according to the methodologies described by
Saleh et al. (1996). The inflammation was evaluated by studying
inflammatory parameters according to the methods described in the
literature (leukocytes and exudation (SALEH et al, 1996),
enzymes activities: myeloperoxidase (MPO) (RAO et al., 1993)
adenosine deaminase (ADA) (GIUSTI and GALANTIL 1984),
catalase (CAT) (AEBI, 1984), glutathione peroxidase (GPx)
(FLOE and GUNZLER, 1984), and glutathione S-transferase
(GST) (HABIG et al. 1976), superoxide dismutase (SOD) (MISRA
and FRIDOVICH, 1972), concentrations of nitrite/nitrate (NOx)
(GREEN et al., 1982), and thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) (BIRD and DRAPER, 1984)). In this protocol, we also
studied the concentrations, as well as the mRNA transcription for
tumor necrosis factor alpha (7NF-a), interleukin-1 beta (/L-15),
vascular endothelial growth factor alpha (VEGF-a) and interleukin
17A (IL-174), using enzyme immunoassay (ELISA) and reverse
transcriptase reaction followed by polymerase chain reaction (RT-
PCR). The nitric oxide synthase (iNOS) was also performed by
RT-PCR. The inflammatory parameters were evaluated 4 h and 48
h after pleurisy induction. Dexamethasone (Dex, i.p.) and
ibuprofen (Ibu, p.o.) were used as reference drugs. In some
experiments to evaluate the exudation, the animals were treated (10
minutes before Cg administration) with Evans blue solution (25
mg / kg, 0.2 mL, i.0.). For statistical analysis we used ANOVA



supplemented by Dunnett's test, when required, Student's ¢ test. P
< 0.05 was considered significant. Results: In both phases (4 h and
48 h) of the inflammatory response induced by carrageenan, MMF
(100 mg/kg) administered by oral route (p.o) inhibited leukocytes
(P < 0.01), exudation (P < 0.01), MPO (P < 0.05), ADA (P <
0.01), CAT (P < 0.05), SOD (P < 0.05), GPx (P < 0.01) and GST
(P < 0.01) activities, nitrite / nitrate (NOy) (P < 0.01) and TBARS
(P < 0.05) concentrations. In addition, this drug also inhibited the
concentrations and mRNA transcription of: TNF-a (P < 0.01), IL-
1 (P < 0.01), VEGF-a (P < 0.01) and /L-174 (P < 0.01), and
expression of nitric oxide synthase (INOS) (P < 0.01).
Conclusion: The results showed that MMF has important anti-
inflammatory and antioxidant effects, by inhibiting mediators
involved in the inflammatory response and reducing antioxidant
enzymes activities, in mice model of pleurisy. This effect appears
to occur also at the pre-transcriptional level, since MMF was able
to inhibit not only the levels of cytokines formed, but also the
transcription of mRNA for these proteins.

Keywords: Mycophenolate mofetil, pleurisy, anti-inflammatory,
antioxidant, mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 Micofenolato de mofetila

Uma vez ingerido o micofenolato de mofetila (MMF) (Figura
1), é transformado pelas esterases intestinais em seu metabolito ativo, o
acido micofenolico (MFA) que é um potente inibidor seletivo e ndo
competitivo da isoforma 2 da enzima inosina monofosfato
dehidrogenase (IMPDH). Esta enzima ¢ importante para a sintese de:
nucleotideos guanosinicos (purinas), acido riboxinucleotideo (RNA) e
acido desoxiriboxinucleotideo (DNA) (ALLISON e EUGUI, 2000).

A sintese das purinas ¢ fisiologicamente mediada por duas
principais vias, uma denominada de via “selvagem” e a outra
denominada de via “de novo”, sendo que os linfocitos T e B sdo mais
dependentes desta ultima via. E ¢ justamente nesta ultima via (via de
novo) que a enzima IMPDH participa da resposta imunolégica, o que
denota importante alvo para o desenvolvimento de novos fairmacos com
potencial atividade anti-inflamatéria (ALLISON e EUGUI, 1993).

Figura 1 - Estrutura quimica do micofenolato de mofetila (MMF)

O MFA tem efeito citostatico mais potente sobre os linfocitos
que sobre outros tipos celulares, e este ¢ o principal mecanismo pelo
qual é exercida a atividade imunossupressora. O MFA também diminui
as reservas de guanosina trifosfato (GTP) presentes nos linfocitos e
mondcitos humanos, inibindo a sintese de fucose e manose-sacarideo,
que sdo componentes das glicoproteinas de membrana. Isso faz com que
seja reduzida drasticamente a producdo de moléculas de adesdo da
familia das selectinas. Por este mecanismo, o MFA diminui o
recrutamento de linfocitos e monocitos para o sitio do enxerto
(ALLISON e EUGUI, 1996).
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O MFA ¢é mais seletivo em inibir a isoforma 2 da IMPDH,
expressa em linfocitos ativados, do que a isoforma 1 da IMPDH,
expressa em outros tipos de células, o que faz com que o micofenolato
seja muito mais ativo sobre os linfocitos do que sobre outras células.

Estudos ja demonstraram que o MMF induz: 1) apoptose em
células T ativadas, diminuindo os clones celulares em resposta a
estimulagdo antigénica; 2) deplecdo dos nucleotideos de guanosina,
diminuindo a glicosila¢do e a expressdo de moléculas de adesdo do tipo
integrinas, o que reduz o influxo de linfocitos e monocitos no sitio
inflamatorio; e 3) deplecao de nucleotideos de guanosina, diminuindo as
concentracdes de tetrahidrobiopterina, um co-fator importante para a
atividade da ONSi. Este fato resulta na diminui¢do da produgdo de ON e
consequentemente de peroxinitrito (ONOO’), diminuindo os danos
celulares (ALLISON e EUGUIL, 2000).

1.2. Processo Inflamatoério

A reagdo inflamatéria ¢ um evento complexo que envolve o
reconhecimento do agente ou do estimulo lesivo, para sua posterior
destruicdo e forma¢do de um novo tecido. O reconhecimento
desencadeia a ativag@o e a amplificacdo do sistema imune resultando na
ativagdo de células e na libera¢do de diversos mediadores inflamatorios
que sdo responsaveis pela vasodilatagdo, extravasamento de liquido e
migracdo de leucécitos (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; MEDZHITOV,
2008).

O sistema fagocitico mononuclear ¢ composto por dois tipos de
células que participam na defesa do sistema imune do hospedeiro,
desenvolvendo fungdes distintas: os macrofagos e os mondcitos. Os
macrofagos tém a fungdo de remover antigenos particulados e atuar
como células apresentadoras de antigeno, internalizando e apresentando
antigenos aos linfocitos T (FUJIIWARA e KOBAYASHI, 2005). Os
mondcitos encontram-se circulando no sangue e, quando necessario,
migram para diferentes 6rgaos e cavidades do corpo em resposta a um
estimulo lesivo, diferenciando-se em macrofagos. Além disso, os
leucocitos do tipo mononucleares estdo envolvidos no desenvolvimento
e na manutencdo de diversas doencas inflamatdérias como: Iupus
eritematoso  sist€tmico (KIS-TOTH e TSOKOS, 2010), artrite
reumatdide (SCHETT, 2007), além de doencas inflamatérias das vias
aéreas, como a asma bronquica (NEGRETE-GARCIA et al., 2010).

Dentre as enzimas envolvidas na resposta inflamatoria, mais
importantes, destaca-se a adenosina-deaminase (ADA). Esta enzima ¢
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liberada principalmente por linfocitos ativados e também possui papel
fundamental na maturacdo e na ativagdo de mondcitos e linfocitos
(ZHOU et al., 2009). A ADA participa do metabolismo das purinas
catalisando irreversivelmente a deaminagdo da desoxiadenosina e
adenosina em desoxinosina e inosina, respectivamente. A atividade
desta enzima ocorre por meio da agdo de duas isoenzimas denominadas
ADA-1 e ADA-2 (NAKAMACHI et al., 2003). As respostas bioldgicas
a adenosina e inosina sdo mediadas por quatro receptores distintos (A1,
A2A, A2B e A3) que sdo acoplados a proteinas G. A estimulagdo de
cada receptor destes induz uma resposta funcional distinta, podendo o
efeito resultante ser pro- ou anti-inflamatério (FREDHOLM, 2010). O
fato dos receptores de adenosina serem expressos em diferentes células,
principalmente aquelas presentes nas vias aéreas, deixa claro o papel
desta enzima na resposta inflamatoria associada a asma bronquica, além
de outras doengas de carater inflamatdrio cronico (SPICUZZA et al.,
2006; VASS e HORVATH, 2008).

Ja os leucdcitos do tipo polimorfonucleares sdo as primeiras
células que sdo ativadas na defesa imune do hospedeiro contra infecgao.
Estas células migram e infiltram-se no sitio inflamatorio por meio da
liberagdo de mediadores quimiotaticos, juntamente com os macrofagos,
fagocitam e destroem o agente indutor da inflamac@o. Este tipo de célula
desempenha papel central na maioria das doengas inflamatoérias,
inclusive na doenga pulmonar obstrutiva crénica (GORSKA et al.,
2010), e na asma bronquica (MONTESEIRIN, 2009). A destrui¢do do
agente estranho ocorre por meio da liberagdo de enzimas hidroliticas,
proteinas bactericidas e espécies reativas de oxigénio (EROS), estocadas
nos granulos dos polimorfonucleares (CASCAO et al., 2009). Dentre
estas enzimas, destaca-se a mieloperoxidase (MPO), uma protease
presente nos granulos azuréfilos de polimorfonucleares e monocitos
(HANSSON et al., 2006).

A MPO, juntamente com o sistema nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), esta envolvida na liberagdo de
espécies reativas do oxigénio (EROS). A NADPH oxidase reduz o
oxigénio molecular ao radical &nion superdxido. A seguir, a enzima
superdxido dismutase converte o anion superoxido em perdxido de
hidrogénio, o qual destroi as bactérias diretamente, ou apds a sua
conversdo em ions hidroxila ou acido hipocloroso (KLEBANOFF,
2005). Além disso, o acido hipocloroso ¢ considerado um potente agente
microbicida e possui papel importante na defesa do hospedeiro contra a
invasdo de bactérias, fungos e virus (HANSSON et al., 2006). Contudo,
0 aumento nas concentra¢des tissulares de polimorfonucleares ativados,
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e a liberagdo excessiva de enzimas como a MPO, proteinase 3, elastase,
além da catepsina G, induzem a liberacdo de grandes quantidades de
EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) que, por sua vez,
promovem importantes lesdes em tecidos do proprio hospedeiro
(MEDZHITOV, 2008). O envolvimento da MPO em doengas
inflamatorias das vias aéreas é bem documentado, inclusive na
exacerbagdo da asma bronquica e na doenca obstrutiva cronica
(BATHOORN et al., 2009; ICHINOSE, 2009).

O estresse oxidativo induzido pela geragdo de EROs como o
anion superoxido, o peroxido de hidrogénio e os radicais hidroxila
parece ser um dos fatores primarios na etiologia de diversas doengas de
carater inflamatorio (VALKO et al., 2007). As células ativadas, como os
macrofagos e os polimorfonucleares, liberam EROs, que podem reagir
com varias biomoléculas levando a lesdo de proteinas, lipideos e
também do acido desoxirribonucléico (DNA) de células vizinhas no
local do processo inflamatério (CIENCEWICKI et al., 2008).
Recentemente, o balango redox e as EROs, em termos de sobrevivéncia,
proliferagdo e morte celular, ganhou destaque na comunidade cientifica
no estudo de diversas doengas autoimunes como a uveite € a
glomerulonefrite (KRAVCHUK, 2004; PEDZIK et al., 2010). Além
disso, existem evidéncias do envolvimento de EROS ¢ ERNs como o
anion superdxido, 6xido nitrico, entre outros que induzem, por sua vez,
a peroxidacdo lipidica.

Existem também relatos demonstrando que a peroxidagdo
lipidica esta envolvida na sindrome metabdlica, na insuficiéncia renal,
na hipertensdo, assim como nos processos inflamatorios. As espécies
reativas geradas pelo estresse oxidativo sdo capazes de lesar o DNA, os
lipideos microbianos ¢ as células vizinhas saudaveis, sendo esse o
mecanismo responsavel pela maioria dos processos inflamatorios
observados em doengas auto-imunes, como, por exemplo, o lupus
eritematoso sistémico e a artrite reumatoide (VALKO et al., 2007).
Além disso, EROS e ERNs exercem importante fungdo como
mensageiros para a amplificacdo e a manutencdo do processo
inflamatorio (CARTA et al., 2009). Alguns autores t€m ressaltado que o
controle sobre a geragdo excessiva de espécies reativas contribui, de
forma significativa, & melhora do quadro clinico de pacientes com
fibrose pulmonar idiopatica (WALTERS et al., 2008), ou asma
bronquica (COMHAIR ¢ ERZURUM, 2010).

Outro mediador importante, e envolvido na resposta
inflamatéria, é o Oxido nitrico (ON). Trata-se de um gas solavel
derivado do metabolismo da L-arginina pela acdo da enzima oOxido
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nitrico sintase (ONS). O ON tem fun¢fo importante na sinalizagéo
celular e estd envolvido no relaxamento vascular, na modulagdo da
agregacdo plaquetaria e na inibi¢do da adesdo leucocitaria (LUIKING et
al.,, 2010). Existem trés isoformas distintas de ONS: ONS neuronal
(ONSn ou ONS I), ONS endotelial (ONSe ou ONS III), ambas formas
sdo constitutivas e estdo localizadas no tecido nervoso central e nas
células endoteliais, respectivamente, ¢ a ONS induzida (ONSi ou
ONSII) participante dos processos inflamatorios (HONG et al., 2009).

A ONSI ¢ ativada em resposta a estimulos inflamatoérios como,
por exemplo, mediadores enddgenos: quimiocinas e citocinas pro-
inflamatodrias (interleucina-1 beta: /L-1p, fator de necrose tumoral alfa:
TNF-a, interferon gama: /FN-y, etc.), bem como por fatores exogenos,
incluindo: endotoxinas bacterianas, infec¢cdes virais, poluentes
ambientais (estresse oxidativo), hipoxia, tumores, alergenos, entre
outros (BOVE ¢ VAN DER VLIET, 2006). A ONSi libera grandes
quantidades de ON rapidamente, podendo manter essa liberacdo por
horas ou dias (KORHONEN et al., 2005). A expressao de ONSi ocorre
principalmente em células epiteliais (HEMMRICH et al., 2005), mas
também em macréfagos (WU e TSAI 2007), eosindfilos (KORHONEN
et al., 2005) e células da musculatura lisa vascular quando estas sdo
ativadas por mediadores da resposta inflamatoria (BATRA et al., 2007).
Os efeitos deletérios do ON sdo decorrentes da sua interagdo com
EROS, formando outras espécies reativas, as denominadas ERNS.
Atualmente, é bem definido o envolvimento do ON na aterosclerose e
nas doengas neuro-degenerativas (RYTER et al., 2007; VALKO et al.,
2007). Além disso, atualmente, o monitoramento da expiragdo de ON
em pacientes com asma bronquica esta sendo utilizada para avaliar a
severidade da doenga, ¢ da resposta destes pacientes ao tratamento com
glicocorticoides (PAVORD e MARTIN, 2009; WEDES et al., 2009).

Outros mediadores que participam do processo inflamatério
sdo as citocinas. As citocinas sdo um grupo de proteinas soluveis, ou
proteinas de membrana celular, ou glicoproteinas mensageiras, com
fungdo paracrina. Estudos ja identificaram mais de 200 citocinas,
que sdo classificadas em subgrupos, como por exemplo:
interleucinas, fatores de crescimento, quimiocinas, interferons e
fatores estimuladores de colonia. Em relagdo ao processo
inflamatorio, tradicionalmente sdo divididas em: pré-inflamatorias
(IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-p, IL-174) e anti-inflamatoérias (/L-10, IL-
4, IL-1Ra: antagonista de receptor de /L-1). Estas tltimas ainda estio
envolvidas no crescimento, na diferenciacdo e na ativagdo celular, na
imunidade e no reparo tecidual, além de outras fun¢des (BUDHU e
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WANG, 2006; COMMINS et al., 2010; HIPPE et al., 2010).
Diversos sdo os estimulos para a liberagdo das citocinas, incluindo
bactérias, virus, parasitas, fungos, tumores, traumas, estimulos fisicos
(queimaduras, irradiacdes), necrose tecidual (infarto), células ativadas
que participam da resposta imune, entre outros (BUDHU e WANG,
2000).

A funcdo das citocinas € especificamente celular, e
mediada por ativagdo de receptores localizados na superficie da
célula alvo. Estes mediadores soluveis possuem fungdo autodcrina,
paracrina e/ou sist€émica (COMMINS et al., 2010; HIPPE et al.,
2010). O balango inadequado entre as citocinas pro- e anti-inflamatorias
durante a resposta imune ¢ critico na resoluc¢do, ou ndo, da inflamagéo
(CORSINI et al., 2005). Dentre as citocinas pro-inflamatorias, podemos
destacar o TNF-a, a IL-15, 0 VEGF-a, e a recém descrita /L-17. Embora
diversas citocinas pro-inflamatorias estejam envolvidas no processo
inflamatorio, ja esta bem estabelecido que o TNF-a e a IL-1f exercem
papel central na inflamacdo aguda induzida pela carragenina, no modelo
da pleurisia, em camundongos (FRODE et al., 2001). A secrecio destas
citocinas esta sob controle dos fatores de transcri¢do nuclear, dentre eles
o fator de transcri¢do nuclear NF-kappa B (NF-kB). A ativacdo deste
fator de transcri¢do tem sido demonstrado em diversos modelos, dentre
eles 0 modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos
(CUZZOCREA et al., 2008). Além disso, o envolvimento destas
citocinas (TNF-a, IL-1f e VEGF-0) em doencas inflamatorias esta
também bem documentado, como por exemplo, o papel do TNF-o e da
IL-1f na artrite reumatdide (MA et al., 2010; YANG et al., 2010), o
envolvimento do 7NF-a no lupus eritematoso sistémico (ZHU et al.,
2010), além da participagdo do TNF-a, da IL-1f e do VEGF-a na asma
bronquica (FELTIS, et al. 2006; SIDIQUI et al., 2007; CHAROKOPOS
et al., 2009; FUJISAWA et al., 2009).

Mais recentemente, estudos tém relatado que os linfocitos T
CD4+ e CD8+, assim como os leucdcitos polimorfonucleares, secretam
a citocina pro-inflamatoria /L-17 (MILLS et al., 2008). Este ¢ um novo
mediador que pode estimular a producdo e/ou liberacdo de outras
substancias pro-inflamatérias como: TNF-a, IL-1f ¢ quimiocinas, tanto
em modelos in vivo como in vitro, como por exemplo, em culturas de
macrofagos humanos estimulados com LPS e em modelos de
inflamacdo (edema e bolsa de ar) induzidos por diversos agentes
flogisticos, em camundongos (MILLS, 2008; MAIONE et al., 2009). A
IL-17 ainda promove a granulopoiese e a mobilizacdo de
polimorfonucleares para o local da infecgdo (IWAKURA et al. 2008).
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1.3 Modelos de Inflamacao das vias aéreas

Durante muitos anos se tem procurado modelos experimentais
que mimetizem as doengas inflamatdérias humanas. Atualmente ndo
existe um unico modelo animal que mimetize a asma bronquica. O
principal motivo ¢ a complexidade da doenca, o que faz com que o
estudo da asma seja bastante limitado.

No entanto, apesar das suas limitagdes, os modelos
experimentais que existem atualmente e que mimetizam doengas
inflamatdrias das vias aéreas, como a asma, permitem avaliar as
alteragdes morfologicas, imunoldgicas e fisiologicas, uma vez que
mimetizam alguns eventos que ocorrem nesta doenga, como a liberagdo
de mediadores inflamatorios. Dentre estes destacam-se: o modelo de
asma eosinofilica. Neste modelo, utiliza-se camundongos das linhagens
BALB/c ou C57BL/6 sensibilizados com ovalbumina (OVA) e
adjuvante (hidroxido de aluminio). Um ou dois dias ap6s o desafio com
a ovalbumina, o lavado bronco-alveolar é coletado e avalia-se
parametros inflamatorios, como por exemplo: infiltrado celular e
mediadores quimicos (FUKUNAGA et al., 2007).

Outro modelo de asma, ¢ a utilizagdo de virus, uma vez que este
tipo de infecgdo ¢ bastante comum em pacientes com asma bronquica
e/ou doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), além disso, os
pacientes asmaticos comumente apresentam exacerbacdes da asma
quando acometidos por infecgdes virais. Dentre estes, destacam-se o da
inoculag@o do virus Sendai em camundongos, que mimetiza a infec¢ao
causada pelo virus sincicial respiratorio, em humanos (HEATH, 1970;
OPENSHAW, 1995). Estes modelos também permitem avaliar
parametros imunologicos sistémicos e locais, como o remodelamento
das vias aéreas, a liberagdo de diversos mediadores inflamatérios, ¢ a
celularidade. A grande dificuldade na utilizagdo deste ultimo modelo
experimental advém da necessidade de investimentos em infra-
instrutura, considerando que o cultivo e os métodos de infeccdo viral sdo
muito mais complexos, principalmente em relacdo as normas de
biosseguranga.

Existem também modelos que combinam dois ou mais fatores,
como por exemplo: camundongos expostos a alérgenos e virus, ja que
muitos estudos demonstram que os pacientes com asma alérgica e
expostos a infecgdes virais apresentam episodios de hiperresponsividade
das vias aéreas e exacerbagdo da doenca (NAGARKAR et al., 2010).

Além disso, varios estudos tém demonstrado que alguns
pacientes desenvolvem asma com uma resposta predominantemente do
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tipo neutrofilica. Por este motivo, também existem modelos que
mimetizam esta condi¢do, como por exemplo: a indugdo de infecgdo
pulmonar em camundongos com a bactéria Pseudomonas aeruginosa
(TAM et al., 1999). Outro modelo também bastante difundido ¢ o da
utilizacdo de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) administrado
sistemicamente ¢ que estimula a resposta imune pulmonar. Este é mais
um modelo que permite a avaliacdo de celularidade e da liberacao de
mediadores inflamatérios sem que seja necessario recorrer a
procedimentos e técnicas complicadas (KNAPP et al., 2006).

O modelo da pleurisia induzida por carragenina, em
camundongos, caracteriza-se também por ser um modelo de inflamagao
com resposta predominantemente neutrofilica, além de possuir algumas
vantagens em relagdo a outros modelos experimentais. Dentre as
vantagens cita-se a facil coleta do lavado pleural, pelo qual ¢ possivel
analisar e quantificar diversos parametros inflamatérios como
celularidade, exsudacdo ¢ mediadores inflamatérios. O modelo da
pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos (SPECTOR, 1956) ¢
mais tarde reproduzido em cobaias (YAMAMOTO et al, 1975;
SEDGWICK ¢ WILLOUGHBY, 1989). Com o desenvolvimento deste
modelo foi possivel entdo fazer uma avaliagdo ndo s6 do extravasamento
de liquido como da migragdo de células induzidos por diversos agentes
flogisticos (DE BRITO, 1989; SALEH et al., 1996; 1997; 1999). A
técnica de pleurisia possui vantagens em relagdo a do edema de pata
pois, a partir da coleta do lavado na cavidade pleural, é possivel analisar
e quantificar os componentes celulares e humorais da inflamagédo, sem
necessitar  recorrer a procedimentos complicados de extragdo e
quantificacdo. Uma outra vantagem adicional da pleurisia é a sua facil
execugdo, pois diferentes agentes flogisticos (especificos e nao
especificos) podem ser estudados.

Conforme ilustra a figura 2, no modelo experimental da
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, ocorre uma
resposta inflamatoria do tipo bifésica, caracterizada por uma primeira
fase, também denominada de fase recente, que ocorre 4 h apds a
administragdo da carragenina na cavidade pleural destes animais. Nesta
fase evidencia-se aumento significativo da exsudag@o, bem como de
leucocitos do tipo polimorfonucleares na cavidade pleural. A segunda
fase ou fase tardia ocorre 48 h apds, e € caracterizada pelo aumento
ainda maior da exsudagdo e de leucdcitos do tipo mononucleares
(SALEH et al., 1996; DALMARCO et al., 2002).

De um modo geral, a inflamagdo induzida na cavidade pleural é
lenta e prolongada em compara¢do com aquela desenvolvida na pele.
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Isto se deve ao fato de haver diferencas na resposta aos mediadores
inflamatdrios, na drenagem linfatica, bem como nos tipos celulares
envolvidos. Por exemplo: 5-hidroxitriptamina (5-HT), bradicinina (BK)
e prostaglandina E; (PGE,) e prostaglandina E, (PGE,), produzem pouca
exsudacdo quando administradas isoladamente ou em combina¢do na
cavidade pleural. Ao contrario, na pele, estes mediadores induzem
rapidamente a formacao de edema (VINEGAR et al., 1976). Além disso,
a cavidade pleural ocupa uma superficie relativamente grande. Admite-
se que o sitio primario da inflamagdo na cavidade pleural seja a
microvasculatura subpleural, local onde se iniciara a exsudagdo e o
influxo de células inflamatérias. A partir do processo inflamatorio,
induzido experimentalmente na cavidade, pode ocorrer acimulo de
liquido, o qual pode apresentar caracteristicas de exsudato, com ou sem
fibrina, ou transudato. Os mediadores envolvidos neste tipo de
inflamacg@o sdo liberados por células residentes ou que migram para o
local do processo inflamatorio. Além disso, o tipo, a intensidade e a
duracdo da inflamacdo produzida pela injecdo de um agente flogistico
dependera da sua persisténcia na cavidade pleural e da natureza da sua
interacdo com fatores humorais e/ou celulares.

Nesta tese, optou-se pelo modelo experimental da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. A escolha deste modelo foi
baseada em evidéncias j4 comentadas acima, destacando sua utilidade,
servindo para o estudo da reagdo inflamatéria, bem como avaliagdo da
atividade anti-inflamatoria e antioxidante do firmaco MMF.
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Figura 2 — Esquema demonstrando o perfil de resposta inflamatoria bifasica
do modelo experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. Retirado de SALEH et al, 1996. ADA: adenosina
deaminase, BK: bradicinina, ERs: espécies reativas, ICAM-1: molecula de
adesdo do tipo integrina (ICAM-1), IL-1pB: interleucina-1 beta, LTD4:
leucotrieno D4, MPO: mieloperoxidase, NO: 6xido nitrico, NF-kB: Fator de
transcrigdo nuclear kB, PGs: prostaglandinas, P-selectina: molécula de
adesao do tipo selectina P (P-selectina), TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito anti-inflamatério e antioxidante do micofenolato
de mofetila (MMF) administrado por via oral no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Estudar o efeito do MMEF, sobre a migracdo de leucocitos e a
exsudagio;

II. Verificar o efeito do farmaco sobre a atividade das enzimas:
Adenosina-deaminase (ADA), Catalase (CAT), Glutationa
peroxidase (GPx), Glutationa S-transferase (GST), Mieloperoxidase
(MPO) e Superéxido dismutase (SOD);

III. Analisar o efeito do farmaco sobre as concentragdes do(a): Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-1 beta (/L-1/), Fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF-a), Interleucina-17A (IL-
174) e Nitrito/Nitrato (NOXx);

IV. Avaliar o efeito do fAirmaco sobre a transcricdo do mRNA para as
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1, VEGF-o0. ¢ IL-174) e para
a enzima 6xido nitrico sintase induzida (ONSi);

V. Verificar a agdo do farmaco sobre as concentragdes de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

O estudo foi constituido utilizando 350 (trezentos e cingiienta)
camundongos albinos sui¢os, 1 més de idade, de ambos os sexos,
pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da FURB
(Universidade Regional de Blumenau).

Os animais mencionados foram acomodados em gaiolas
plasticas com serragem, sob temperatura ambiente e luz natural. Estes
animais receberam alimentagdo e agua durante todos os experimentos.
Este projeto foi aprovado pela Comissdo de ética na experimentacio
com animais (CEEA) da FURB sob protocolos Ne 022/06 e 022/07
(Anexos 1 e 2).

3.2 Procedimento Anestésico

A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a
administragdo da solucdo corante de azul de Evans (25 mg/kg, i.v.,
intraorbital) com o objetivo de avaliarmos de forma indireta a
exsudacgao.

3.3 Eutanasia dos Animais

Os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital
(60 mg/kg, i.p.), administrado por via intraperitoneal.

3.4 Pleurisia induzida pela Carragenina

No dia dos experimentos, os animais receberam 0,1 mL de
solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogistico
carragenina (Cg, 1%), administrado na cavidade pleural direita, através
do espago intercostal, utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e canula de
poliestireno. De acordo com cada protocolo experimental, apds a
administragdo da carragenina ou da solug@o salina estéril, os animais
foram sacrificados com overdose de pentobarbital em 4 h e 48 h apds a
indugdo da inflamagdo. A seguir, os animais foram fixados em mesa
cirargica, em declive de 30° a 45°, sendo feita uma incisao transversal na
pele e nos musculos abdominais. Posteriormente, o apéndice xifoide foi
pingado e através de duas incisdes paralelas ao longo do esterno, a
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cavidade pleural foi exposta. Imediatamente, a cavidade pleural foi
lavada com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solucdo
salina tamponada (PBS, pH 7,6, NaCl (130 mmol/L), Na,HPO, (5
mmol/L), KH,PO,4 (1 mmol/L) e heparina (20 Ul/mL)). Aliquotas do
lavado pleural foram coletadas com auxilio de pipeta automatica para a
quantificacdo dos ntimeros total e diferencial de células. De acordo com
o protocolo experimental, 10 minutos antes dos experimentos, alguns
grupos de animais foram tratados com solugdo de Azul de Evans (25
mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.), para posterior determinagdo indireta do
grau de exsudacdo na cavidade pleural.

Para analise de enzimas, citocinas, NOx e TBARS, os animais
ndo foram previamente tratados com o corante azul de Evans, uma vez
que o mesmo interfere nas dosagens colorimétricas para a quantificagao
destes parametros.

Para analise da atividade das enzimas antioxidantes (CAT,
SOD, GPx e GST), o protocolo experimental de tratamento e indugdo da
pleurisia foi idéntico ao descrito anteriormente, exceto que o material
analisado foi o sangue total obtido por pungdo cardiaca apds indugéo
anestésica.

Para a determinagdo da transcrigdo do mRNA para as citocinas
pro-inflamatorias (TNF- a, IL-15, VEGF-o e IL-17A) e para a enzima
ONSi, o protocolo experimental de tratamento e inducdo da pleurisia foi
semelhante ao descrito inicialmente, exceto que o material utilizado para
analise foram amostras teciduais dos pulmdes (cerca de 200 mg).

3.5 Contagem total e diferencial dos leucocitos

No dia dos experimentos, apés sacrificio dos animais e abertura
das cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 pL) foram reservadas
para a contagem celular total, utilizando-se liquido de Tiirk (1:20) e
camara de Neiibauer, com auxilio de microscopio otico comum
(aumento 400 vezes). Os esfregacos celulares foram realizados para a
contagem diferencial dos leucocitos. Apos o preparo dos esfregacos em
citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA), estes foram
corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa. A contagem celular
diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada também
em microscopio Optico comum, com auxilio de objetiva de imersdo
(aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por ldmina. Os
resultados foram expressos em niimero total de células (x 10°).
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3.5.1 Coloracio dos esfregacos celulares

A metodologia consiste na coloragdo sucessiva com uma
mistura de eosinato de azul-de-metileno (May-Griinwald) e de azul-
eosina (Giemsa). As laminas contendo o sedimento dos lavados pleurais
apos centrifugacdo em citocentrifuga foram secas em posi¢ao horizontal
a temperatura ambiente. Em suporte de colorag@o apropriado, as laminas
foram cobertas com 1 mL de corante May-Griinwald e mantidas em
contato com o sedimento por 2 min. A seguir adicionou-se agua
deionizada (1 mL) nas laminas, com auxilio de pipeta automatica com
capacidade de 1 mL. Apds 3 min, o corante foi removido e cobriu-se a
lamina com corante Giemsa (diluido 1:20 em agua deionizada) por 15
min. A seguir, as laminas foram lavadas em agua deionizada e secas a
temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em numero total
de células (x10°).

3.6 Determinaciio da exsudaciao

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 pL) do lavado
pleural foi reservada para a determinagdo da concentracdo de Azul de
Evans em leitor de enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, EUA), por leitura da densidade otica, em
comprimento de onda 620 nm, de acordo com a metodologia descrita
por Saleh, Calixto, Medeiros (1996). Para a quantificacdo da
concentracdo de azul de Evans, curvas padrdo com concentra¢des
previamente conhecidas do corante (0,01 - 50 pg/mL) tiveram suas
densidades oticas determinadas, e formulou-se uma equagéo da reta. Os
valores das concentracoes de azul de Evans nas amostras foram
interpolados com base na reta padrdo e expressos em pg/mL.

3.7 Determinacio da Atividade da Mieloperoxidase

Neste grupo de experimentos, imediatamente apos o sacrificio
dos animais, uma amostra do lavado pleural de camundongos foi
coletada e imediatamente processada para a quantificagdo da atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO) segundo metodologia descrita por
Rao et al. (1993). Volumes de 20 pL do lavado da cavidade pleural ou
do padrdo (MPO de neutréfilos humanos (0,7 - 140 mU/mL)) foram
transferidos para as placas de ELISA e a rea¢do bioquimica iniciada
com a adigdo de 180 pL de solugdo (0,167 mg/mL de o-dianisidina
2HCI e 0,0005% de H,0,). Apos 15 min de incubagdo, a temperatura
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ambiente, a reacdo enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 30 uL
de azida sodica (1%). A seguir, as placas contendo as amostras foram
lidas em densidade otica (450 nm) em leitor de ELISA (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Curvas-padrdo com atividades
conhecidas da MPO (0,7 - 140 mU/mL) também tiveram suas
densidades oticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores
desconhecidos. Os valores da MPO foram expressos em mU/mL, com o
auxilio da equag@o da reta.

3.8 Determinaciio da Atividade da Adenosina-deaminase

Inicialmente amostras padrdo com concentragdes conhecidas
(volume final 2,5 mL) de NaH,PO4.H,0 (35 mM), Na,HPO,.12H,0 (15
mM) e NH;3SO4 (15 mM) foram preparadas com a finalidade de se obter
uma curva-padrio (10 - 50 UI/L). As amostras do lavado pleural (20 pL)
foram transferidas para cubetas e a rea¢do enzimatica iniciou-se com a
adi¢do da soluc¢do de adenosina fosfato (pH 6,5, 500 pL, composicao:
NaH,P0,4.H,O (35 mM), Na,HPO,.12H,0 (15 mM) e adenosina (0,5
mM)). Apds periodo de incubacdo de 1 h a 37°C, a reagdo enzimatica foi
bloqueada pela adicdo da solucdo (1000 pL) de fenol (1 mM),
nitroprussiato de sodio (0,17 mM) e tampdo alcalino (1000 uL: NaOCl:
11 mM e NaOH: 125 mM). Esta solucdo também foi adicionada as
cubetas contendo concentracdes diferentes das amostras padrao (volume
final 2500 pL) (GIUSTI e GALANTI, 1984). As absorbancias das
amostras foram lidas em 620 nm em leitor de ELISA (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). A quantificacdo da atividade
desconhecida da enzima adenosina-deaminase (ADA) foi expressa em
U/L, com auxilio da equag@o da reta.

3.9 Determinaciio das concentracdes de nitrito e nitrato

O o6xido nitrico (ON) foi indiretamente quantificado pela
formagdo de seus metabolicos nitrato (NO3’) e nitrito (NO;'), utilizando-
se a reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). No dia dos experimentos,
300 pL de cada amostra do lavado pleural foi submetida a
desproteinizagdo. Para cada amostra, foram adicionados 20 pL de
solugdo de sulfato de zinco (20%) e incubadas em banho de gelo por 60
min. As amostras foram centrifugadas (2.000 x g por 15 min.) e o
resultado final desta primeira etapa foi a obtengdo de um sobrenadante
limpido. A seguir, 100 pL do sobrenadante foram transferidos para uma
cubeta e diluidos em solucdo contendo 200 pL de solugdo saturada de
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cloreto de vanadio III (0,8%) (p/v) e acido cloridrico (HCI) (3%) (p/v)
(MIRANDA et al., 2001). Nesta mesma cubeta foram adicionados 300
pL de solugdo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosforico (5%)
(v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubado durante 40
min., & 37" C. A reagdo de NO, com esse reagente produz uma
coloracdo rosea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades
oticas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo com concentragdes previamente
conhecidas de NO,™ (0 -150 pM) também tiveram as densidades oticas
determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores de nitrito/nitrato,
em uM, com auxilio da equacdo da reta.

3.10 Determinacdo das concentracoes das citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-1f, VEGF-a e IL-17A)

Neste grupo de experimentos, imediatamente apos o sacrificio
dos animais, amostras do lavado pleural foram coletadas e processadas
para a realizag@o da técnica de ELISA fase solida, método sanduiche. As
sensibilidades identificadas nos kits foram: TNF-a = 5,0 pg/mL, IL- 15
= 1,67 pg/mL, IL-174 = 4,0 pg/mL, e VEGF-o. = 10,98 pg/mL. Os
coeficientes de variacdo (CV) intra e interensaios observados foram:
intra CV: TNF-0.= 7,8 £ 0,9%, IL-15 = 6,2 + 0,4%, IL-174="1,5 + 1,7%
e VEGF-o = 6,0 = 2,1%; inter CV: TNF-o. = 9,6 = 2,1%, IL-1 = 5,1 +
0,6%, IL-174 = 6,2 £0,9% e VEGF-a = 5,1 £ 0,7%. Curvas-padrdo com
concentragdes conhecidas de cada citocina, TNF-a (5,0 - 2300 pg/mL),
IL-16 (11,72 - 750 pg/mL), IL-174 (4,0 - 500 pg/mL) e VEGF-a (62,5 -
4000 pg/mL) também tiveram suas densidades oticas determinadas,
permitindo a quantificacdo dos valores desconhecidos com o auxilio da
equacdo da reta. As leituras da absorbancia de todas as citocinas e suas
respectivas curvas-padrdo foram realizadas em leitor de ELISA
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram
expressos em pg/mL.

3.11 Determinacao da transcricio do mRNA para as citocinas pro-
inflamatorias: TNF-a, IL-1f, VEGF-a, IL-17A e para enzima ONSi

3.11.1 Extracio e quantificacio do RNA

O RNA total foi extraido de amostras dos pulmdes dos
camundongos, utilizando-se o Trizol®, basicamente constituido de uma
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mistura dos solventes organicos fenol e cloroformio e do detergente
inibidor de nucleases isotiocianato de guanidina.

Inicialmente em um tubo tipo eppendorf com capacidade para 2
mL, foi adicionado 1 mL de Trizol®, e em seguida 200 mg do tecido
pulmonar foi mergulhado e imediatamente picotado com auxilio de
aparato cirurgico livre de RNAses. O material foi homogenizado com
auxilio de vortex por 30 seg. Apds 5 min. de incubacdo a temperatura
ambiente (25°C), foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio, e o material
homogenizado e incubado por mais 3 min. & temperatura ambiente
(25°C). Ap6s a centrifugagdo do material a 12.000 x g (4°C) por 15 min.,
a fase superior (aquosa) foi transferida para outro tubo tipo eppendorf
onde adicionou-se 0,5 mL de isopropanol. Novamente, seguiu-se uma
incubagdo por 10 min. a temperatura ambiente (25°C). Terminada esta
etapa, o material foi novamente centrifugado por 10 min. a 12.000 x g
(4°C), e 0 RNA total presente no sedimento foi recuperado.

Para tanto, o sobrenadante foi desprezado e lavado com 1 mL
de etanol (70 %, v/v). Finalmente, procedeu-se uma ultima
centrifugacdo a 7.500 x g (4°C) por 5 min., e novamente o descarte do
sobrenadante com posterior secagem do material em estufa (40°C) por
10 min. A seguir, foi adicionado 100 pL de agua livre de RNAses
(0,01% DEPC — v/v).

Ao final do processo de extragdo, a determina¢do da
concentracdo ¢ da pureza do RNA, foram checadas por Ileitura
espectrofotdmetrica a 260 nm e pela razdo da absorbancia 260/280 nm,
respectivamente.

3.11.2 Reacio de transcricao reversa (RT)

As amostras do RNA total foram tratadas com DNAse I para
eliminar a contaminacdo com DNA gendmico, segundo instrugdes do
fabricante (Invitrogen”, Carlsbad, Califérnia, EUA). Em seguida, 500
ng de cada amostra foi transferida, para microtubos com capacidade
para 200 pL onde adicionou-se 50 pM de oligonucleotideo (Oligo dT
12-18)®, 10 mM de dNTPs e 6 pL. de agua DEPC (0,01%), que apos
rapida homogenizagdo, foram incubadas por 5 min. a 65°C e
acondicionados em banho de gelo por 2 min.

No proximo passo, seguiu-se a adicdo de 4 pL de solucdo
tampdo (First Strand Buffer 5x), 1uL de DTT (0.1 M), 1puL de enzima
inibidora de RNAses (Ribolock”™ 20U) e 1pL da enzima Superscript I11°
(200 U) totalizando 20 pL de volume final. Esta solugdo, foi misturada e
incubada por 1 h a 60°C. Terminada a incubagdo, os microtubos
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contendo agora o DNA complementar (cDNA), foram incubados a 70°C
por 15 min com a finalidade de inativar as enzimas adicionadas
anteriormente. Finalmente, os microtubos foram armazenados em
freezer (-20°C) até o momento da realizac¢ao das reagdes de PCR.

3.11.3 Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando-se 10 ul de
c¢DNA (reagdo de transcrigdo reversa) em um volume final de 50 pl de
reacdo, a qual continha 1 pM de cada oligonucleotideo: sense e anti-
sense correspondentes a cada gene estudado (Tabela 1), 0,2 mM de
dNTPs, 2,5 U de Tag DNA polimerase, 2 mM de MgCI2 e 5 pl de
tampdo (10x PCR Buffer livre de Mg++). A reagdo de PCR foi realizada
em quatro etapas: 1) Incubagdo a 95°C durante 5 min.; 2) 30 a 38 ciclos
de amplificacdo (45 seg. a 95°C, 45 seg. na temperatura especifica de
cada oligonucleotideos e 45 seg. a 72°C) (Tabela 1); 3) 7 min. de
incubagdo a 72°C e 4) incubagdo a 4°C por tempo indeterminado. A
sequéncia dos iniciadores especificos para cada gene foi definida com
base no programa Primer 3 (versao 0.4.0), com a finalidade de
amplificar uma regido génica Unica (Tabela 1).

Como controle positivo de amplificagdo génica, foram
utilizados iniciadores que amplificam o gene da B-actina de expressio
constitutiva. Para excluir a possibilidade de contaminagdo, foram
realizados controles negativos contendo agua como amostra.

Apds terminadas as reagdes de PCR, 9 pl de cada amostra
correspondente aos grupos estudados foram misturados a 1 plL de
tampdo de corrida (Gel loading buffer 10 x) e submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1,0% (p/v) adicionado de 1% de brometo de etideo
(v/v).

A leitura do gel foi realizada com auxilio de aparelho
transiluminador ~ Photo-Capt ~ System®  (Vilber-Lourmat, EUA),
utilizando-se como software o Photo-Capt image versdo 12.4 para o
Windows®.



Tabela 1 — Oligonucleotideos (iniciadores) & condigdes usadas nas reagdes de RT-PCR.
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3.12 Determinacio da atividade da enzima catalase

A determinagdo da atividade da enzima catalase, foi realizada
utilizando-se o sangue total dos camundongos, segundo metodologia
descrita por AEBI (1984). Esta reagdo baseia-se na velocidade de
degradacdo do perdxido de hidrogénio (dissolvido em PBS: mmol: NaCl
137, KCl e tampao fosfato 10) na presenca da enzima CAT presente no
sangue. A atividade da CAT foi determinada pela mudanga nas
absorbancias a cada 30 seg., durante 3 min. a 240 nm utilizando-se
espectofotometro UV/visivel (CGB-916, GCB Scientific Equipment,
Dadenong, Australia). Todas as amostras foram analisadas em
duplicatas e os valores expressos em mmol de CAT/min/mL.

3.13 Determinacio da atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade da SOD no sangue total foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por Mirsa e Fridovich (1972) modificado
por Boveris e colaboradores (1983). Esta reacdo baseia-se na oxidagéo
da adrenalina, por mudanca de pH 2,0 para pH 10,0, que gera o anion
superdxido a partir do sistema xantina/xantina oxidase e produz um
cromoforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra de sangue foi
colocada na cubeta, a enzima (SOD) presente nesta aliquota diminuiu
sua formag@o. Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina (50 mM, pH
10,2), foram adicionados 50 pL de adrenalina (60 mM, mantida em pH
2,0 com gelo). A velocidade inicial de formacdo do adenocromo foi
monitorada durante 100 seg. a partir do inicio da reagdo, com acréscimo
de absorbancia a cada intervalo de 15 seg. em torno de 0,013-0,015
unidades, para entdo adicionar a aliquota da amostra (20 uL). O tempo
total de monitoramento da reacdo foi de 3 min. Curvas com 5 pontos
permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os
valores da SOD (U SOD/mL) foram expressos em termos de atividade
da enzima, sendo que uma unidade arbitraria de SOD ¢ definida como a
quantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a velocidade de
formagdo do adrenocromo (MISRA e FRIDOVICH, 1972). As amostras
foram tratadas com uma mistura de cloroformio:etanol (3:5 v:v), para se
retirar a hemoglobina presente nos lisados e impedir a geragdo e
interferéncia do anion superdxido artefatual no ensaio (MISRA e
FRIDOVICH, 1972).
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3.14 Determinacio da atividade da glutationa peroxidase

Para a determinacdo da atividade da GPx no sangue total, foi
utilizado o método descrito por Flohé e Gunzler (1984). Este método
baseia-se em dismutar o tBuOOH (tert-butilhidroperoxido) pela
oxidagdo da GSH (glutationa reduzida) e formagdo de GSSG
(Glutationa oxidada). Esta oxidagdo ¢ catalizada pela GPx, resultando
em decréscimo de absorbancia, verificada a 340 nm, com auxilio de
espectofotometro UV/visivel (CGB-916, GCB Scientific Equipment,
Dadenong, Australia). Todas as amostras foram analisadas em
duplicatas e os valores foram expressos em pmol GPx/min/ mL. Neste
protocolo, foi adicionado KCN (50 mM) para evitar a avaliacdo da
atividade da enzima decorrente da oxidagdo da hemoglobina presente
nos lisados (FLOHE e GUNZLER, 1984).

3.15 Determinaciio da atividade da glutationa S-transferase

A atividade da GST foi determinada no sangue total dos
camundongos, segundo metodologia descrita por Habig e colaboradores
(1976). Esta técnica tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), como substrato, para que a enzima GST,
presente na amostra, juntamente com a GSH, promove a conjugacgdo
CDNB-GSH. Esta rea¢do foi monitorada a 340 nm por 60 seg. em
espectofotometro UV/visivel (CGB-916, GCB Scientific Equipment,
Dadenong, Australia). As analises foram realizadas em duplicata e os
valores expressos em umol GST/min/mL. Os hemolisados muito
concentrados foram diluidos para evitar densidades opticas elevadas, o
que poderia interferir na avalia¢do da cinética enzimatica (HABIG et al.,
1976).

3.16 Determinacao das concentracoes das substincias reativas ao
acido tiubarbitirico

A avaliagdo da peroxidagdo lipidica endogena foi realizada
nas amostras do lavado pleural, pela deteccdo dos derivados de seus
produtos de oxidagdo, e de substincias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS) (BIRD e DRAPER, 1984). Neste protocolo, os
produtos da peroxidagdo lipidica reagem com o acido tiubarbiturico e
produzem uma base de Schiff de coloragdo rosa que foi medida
espectrofotometricamente a 535 nm UV/visivel (CGB-916, GCB
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Scientific Equipment, Dadenong, Australia). As concentragdes de
TBARS foram expressas em mmol TBARS/mL.

3.17 Protocolo Experimental

Para investigar o efeito do Micofenolato de mofetila sobre os
parametros inflamatorios, realizaram-se curvas dose e tempo-resposta.

No estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de animais
foram tratados com diferentes doses do MMF (1 - 200 mg/kg, v.0.) € o
processo inflamatorio foi analisado 4 h e 48 h apds a administragdo da
carragenina.

No estudo da curva tempo-resposta, apds escolha da menor dose
capaz de reduzir significantemente a migracdo de leucdcitos e a
exsudacdo para a cavidade pleural, os animais foram tratados
previamente e com uma unica dose de MMF, em diferentes periodos de
tempo (0,5 - 8 h) e a inflamagao foi novamente analisada 4 h e 48 h apds
a administracdo da carragenina.

Para avaliar o efeito do micofenolato de mofetila sobre a
exsudagdo, os animais foram tratados com solugdo corante Azul de
Evans (25 mg/kg, i.v) até 1 hora antes da administragdo do agente
flogistico carragenina.

Apo6s a escolha da melhor dose e tempo de tratamento prévio,
pelo qual o MMF inibiu a migragdo de leucdcitos e a exsudacio,
estudou-se o efeito deste farmaco sobre a atividade da MPO e da ADA,
sobre as concentragdes dos metabolitos de nitrito e nitrato (NOy), das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), TNF-a, IL-1p, IL-
174 e VEGF-o no lavado pleural. Além disso, avaliou-se a atividade do
MMF sobre a atividade das enzimas CAT, SOD, GPx, GST, no sangue
total, e sobre a transcricdo do mRNA para as citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-1, VEGF-o0. e IL-17A4) e para a enzima ONSi, nos pulmdes.
O efeito do MMF sobre estes pardmetros também foi observado 4 h e 48
h ap6s a indugdo da pleurisia.

Para todos os pardmetros inflamatérios, foram estudados
paralelamente grupos de animais tratados com: 1) somente com solugdo
salina estéril (NaCl 0,9%) (grupo-controle negativo), 2) somente com
carragenina 1% (grupo-controle positivo), 3) dexametasona (0,5 mg/Kg,
i.p.) + Cg e 4) ibuprofeno (30 mg/Kg, v.0.) + Cg. Estes tltimos grupos
foram utilizados para compararmos o efeito do MMF com farmacos
anti-inflamatorios.
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3.13 Farmacos e Reagentes

Neste estudo foram utilizados os seguintes farmacos e
reagentes: Micofenolato de mofetila (Cell-Cept®, Roche, Mildo, Italia),
Dexametasona (Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP,
Brasil), acido 2-tiobarbitarico, acido tartdrico (sal potassico), azida
sodica, Carragenina-A (grau IV), citocromo-c, CDNB (I-cloro-2, 4-
dinitrobenzeno), cloreto de  vanadio III, DTPA  (acido
dietilenotriaminopentacético), dodecil sulfato de sodio, etanol,
glutationa redutase, L-glutationa reduzida, hidréxido de sédio,
Ibuprofeno, Indometacina, mieloperoxidase de neutrofilos humanos,
NADPH (B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido), o-
dianisidina  2HCl  (3,3’dimetoxibenzidina), sultato de cobre
(pentahidratado), sulfanilamida, fert-butil hidroperoxido (t-BuOOH),
xantina, xantina oxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),
peroxido de hidrogénio (H,O, 30 %) (Biotech, Sdo Paulo, SP, Brasil),
heparina (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil), fosfato de sodio,
sulfato de zinco (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), Liquido de Tiirk, corante de May-Griinwald
(Newprov, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), corante de Giemsa
(Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), azul de Evans (Acros-
Organics, Nova Jersey, EUA); dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (Merck, Darmstadt, Bundesland, Alemanha). Kits de
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificagdo de 7NF-a de
camundongos (BD - Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA),
IL-1 de camundongos, VEGF-a de camundongos (IBL:
Immunobiological laboratories Co. Ltd., Fujioka, Gunma, Japao), e IL-
174 de camundongos (eBioscience Inc., Sdo Diego, CA, EUA),
iniciadores para reagdo de cadeia da polimerase (PCR), brometo de
etidio, Trizol®, Superscript I11*, Oligo-dT (12-18)°, dNTPs ¢ DNAse
grade I (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), RevertAid® H Minus First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit e Ribolock® (Fermentas, Burlington,
Canadd), agarose grau PCR (BioAmerica Inc., Miami, FL, EUA).
Outros sais e reagentes, de grau de pureza analitica, foram obtidos de
diferentes fontes comerciais.

3.14 Analise Estatistica
Os resultados dos parametros inflamatoérios e do estresse

oxidativo estudados, incluindo migragdo celular, exsudagdo, atividade
das enzimas: MPO, ADA, CAT, SOD, GPx, GST e concentragdes de
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nitrito e nitrato (NOy), TBARS, TNF-a, IL-1f, VEGF-a, IL-174, ¢ a
transcrigdo do mRNA para as mesmas citocinas, foram expressos como
média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os resultados foram analisados
utilizando o programa de estatistica GraphPad Prism® versdo 3.00 (San
Diego, California, EUA). Diferengas estatisticas dos parametros
analisados entre os grupos controle e os grupos tratados com o farmaco
MMF ou os de referéncia (Dexa ou Ibu), foram realizados por meio do
teste de varidncia ANOVA (teste paramétrico bicaudal de duas vias),
complementado pelos testes pos-hoc de Dunnett. Quando necessario,
utilizou-se o teste ¢ de Student (ndo-pareado) e o teste de correlagdo de
Pearson. Para todas as analises estatisticas, valores de P menores que
0,05 foram considerados indicativos de diferengas significativas.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise do efeito anti-inflamatorio do micofenolato de mofetila

4.1.1 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a contagem total e
diferencial de leucocitos e exsudacio

Na pleurisia induzida pela Cg 4 h, o MMF nas doses de 100 e 200
mg/kg, v.o., administrado 0,5 h antes da Cg, inibiu a migragdo de
leucécitos para a cavidade pleural (% de inibicdo: 100 mg/kg: 51,7 +
3,4% e 200 mg/kg: 52,6 = 11,1%) (P < 0,01) (Fig. 3A). Esta inibicdo
ocorreu as custas da inibi¢do do influxo de leucocitos do tipo
polimorfonucleares (% de inibi¢do: 100 mg/kg: 60,9 + 3,3% e 200 mg/kg:
63,4 + 8,5%) (P <0,01) (Fig. 3B).

Além disso, o MMF nestas mesmas doses 100 e 200 mg/kg, foi
capaz de inibir significativamente a exsudagao (% de inibi¢do: 100 mg/kg:
25,7 +2,7% e 200 mg/kg: 24,7 £ 2,5%) (P < 0,01) (Fig. 3C).

No estudo da curva tempo-resposta (0,5 h a 8 h), observou-se que o
MMF somente foi efetivo em inibir os leucdcitos e a exsudagdo quando
foi administrado no periodo de tratamento prévio de 0,5 h (P < 0,01)
(Resultados ndo demonstrados).

Na segunda fase (48 h) da pleurisia 0 MMF administrado 0,5 h
antes da inducdo da inflamacdo induzida pela carragenina nas doses de
100 e 200 mg/kg, v.o., inibiu significativamente a migragdo leucocitaria
(% de inibicao: 100 mg/kg: 59,8 = 5,8% e 200 mg/kg: 63,0 £ 7,8%) (P <
0,01) (Fig. 4A). Esta inibicdo ocorreu as custas da inibicdo de
mononucleares (% de inibicdo: 100 mg/kg: 76,1 £ 3,1% e 200 mg/kg:
75,7 £ 5,6%) (P < 0,01) (Fig. 4B). Nestas mesmas condigdes
experimentais este farmaco também inibiu a exsudagdo (% de inibicdo:
100 mg/kg: 51,6 + 11,7% e 200 mg/kg: 46,0 + 3,5) (P < 0,01) (Fig. 4C).

No estudo da curva tempo resposta, o MMF na dose de 100 mg/kg,
v.0., foi capaz de inibir estes mesmos pardmetros inflamatérios, somente
quando administrado no periodo de tratamento prévio de 0,5 h antes da
Cg 48 h (P <0,01) (Resultados ndo demonstrados).

Os farmacos de referéncia dexametasona e o ibuprofeno inibiram
significantemente todos os pardmetros inflamatérios analisados, em
ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P <0,01) (Figs. 3 e 4).

A partir do estudo das curvas dose e tempo-resposta na primeira
(4 h) e na segunda (48 h) fases da resposta inflamatéria induzida pela
Cg, escolheu-se a dose de MMF na dose de 100 mgkg, v.o.,
administrado 0,5 h antes da Cg, para o estudo dos demais pardmetros
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inflamatorios (atividade das enzimas MPO, ADA, CAT, SOD, GPx e
GST, as concentracdes de ON, e TBARS e a transcri¢io do mRNA do:
TNF-a, IL-1B, VEGF-q, IL-17A e ONSi).
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Figura 3: Efeito do Micofenolato de mofetila (MMF) (1 - 200 mg/kg, v.0.)
administrado 0,5 h antes da indug8o por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h, em
camundongos. Efeito do MMF sobre: A) Leucocitos, B) Polimorfonucleares e C)
Exsudagdo. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg =
animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados
previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais representam a
média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 em relacdo ao grupo controle positivo
(carragenina), e os demais grupos estudados. . #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas
estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5
animais).
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Figura 4: Efeito do Micofenolato de mofetila (MMF) (1 - 200 mg/kg, v.0.)
administrado 0,5 h antes da indug@o por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h, em
camundongos. Efeito do MMF sobre: A) Leucdcitos, B) Mononucleares ¢ C)
Exsudacd@o. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg =
animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados
previamente As colunas verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P <
0,01 em relagdo ao grupo controle positivo (carragenina), ¢ os demais grupos
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo
(salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais).



47

4.1.2 Efeito do MMF sobre a atividade da enzima mieloperoxidase

O MMF na dose de 100 mg/kg, v.o. administrado 0,5 h antes da
inducdo da pleurisia inibiu significativamente a atividade da MPO, na
pleurisia 4 h ¢ 48 h (% de inibi¢do: 4 h: 59,3 = 12,2% e 48 h: 32,2 +
10,4%) (P < 0,01) (Fig. 5A e B).

A dexametasona e o ibuprofeno também reduziram
significativamente a atividade da enzima MPO em ambas as fases da
pleurisia (P < 0,05) (Fig. 5A ¢ B).

4.1.3 Efeito do MMF sobre a atividade da enzima adenosina-
deaminase

O MMF (100 mg/kg, v.0.) inibiu também a atividade da ADA
(% de inibigdo: 4 h: 52,1 + 4,6% e % de inibi¢do: 48 h: 74,1 £ 6,1%) (P
<0,01) (Fig. 6A e B).

A dexametasona e o ibuprofeno reduziram significativamente, a
atividade da ADA em ambas as fases da inflamagdo induzida pela
carragenina (P < 0,05) (Fig. 6A e B).

4.1.4 Efeito do MMF sobre as concentracdes de nitrito e nitrato

O MMF (100 mg/kg, v.0.) inibiu as concentragdes de
nitrito/nitrato (NO,) nas duas fases (4 h e 48 h) da pleurisia induzida
pela carragenina (% de inibi¢ao: 4 h: 45,4 + 5,5% e 48 h: 50,7 £ 3,2%)
(P <0,01) (Fig. 7A e B).

A dexametasona e o ibuprofeno também inibiram significativamente
este mesmo mediador inflamatério (P < 0,01) (Fig. 7A e B).
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Figura 5: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h
antes da indu¢@o da inflamagéo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito
do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina
estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.),
Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu =
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais
representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relacdo ao grupo controle
positivo (carragenina), ¢ os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01
diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados.
(N =5 animais).
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Figura 6: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
adenosina-deaminase (ADA). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5
h antes da induc@o da inflamag@o por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B)
Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da inducdo da
inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5
mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o0.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em
relagdo ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P <
0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais
grupos estudados. (N = 5 animais).
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Figura 7: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre concentra¢des de nitrito
e nitrato (NOx). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da
inducdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do
MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da induc¢do da inflamacdo por
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina
estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.),
Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu =
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais
representam a média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 em relagdo ao grupo controle
positivo (carragenina), ¢ os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01
diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados.
(N =5 animais).
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4.1.5 Efeito do MMF sobre as concentracdes das citocinas pro-
inflamatérias: TNF-qa, IL-1p, VEGF-a e IL-17A

O tratamento dos animais com o MMF (100 mg/kg, v.o.)
reduziu significantemente as concentragcdes de TNF-a, IL-1B, VEGF-a e
IL-17A nas duas fases da resposta inflamatdéria induzida pela
carragenina em camundongos. (% de inibigdo: TNF-a 4 h: 51,1 +9,3% e
48 h: 77,4 £ 5,1% (P < 0,01), IL-1B 4 h: 39,6 + 3,8% e 48 h: 63,9 =
8,3% (P < 0,01), VEGF-0. 4 h: 29.4 £ 2,2% ¢ 48 h: 51,1 £ 7,3% (P <
0,01) e da IL-17A 4 h: 42,8 £ 1,7% e 48 h: 32,1 £ 10,9%) (P < 0,01)
(Fig. 8, 9, 10 e 11). Os farmacos de referéncia dexametasona e o
ibuprofeno também inibiram significantemente as concentragdes destas
mesmas citocinas (P < 0,01) (Fig. 8,9, 10 e 11).
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Figura 8: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentracdes da
citocina fator de necrose tumoral-alfa (7NF-¢q). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.)
administrado 0,5 h antes da inducdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da
inducdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente
com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg,
v.0.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em
relacdo ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P <
0,05 e ##P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais
grupos estudados. (N = 5 animais).
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Figura 9: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentracdes da
citocina interleucina-1 beta (IL-1f). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.)
administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da
inducdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente
com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg,
v.0.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em
relagdo ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P <
0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais
grupos estudados. (N = 5 animais).
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Figura 10: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentra¢des da
citocina fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-a). A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina
(1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h
antes da induc@o da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S =
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados
somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno
(30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e
**P < 0,01 em relagdo ao grupo controle positivo (carragenina), ¢ os demais grupos
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo
(salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais).



55

A
1000 a4
T 750
% o
Q.
= "k ##t
500+ =
N
-~
=|' %
250 #
%
J =
S Cg(4h) Dex lbu MMF
B
5001
—~ 400
-
£ o o
g 3001 #i
S - T
N
- 200+ ﬁ
=S
100+ sk ———
J
S Cg (48 h) Dex lbu MMF

Figura 11: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentragdes da
citocina interleucina 17A (IL-174). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.)
administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da
indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados
somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com
ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais representam a média + e.p.m.
(*P < 0,05 e **P < 0,01 em relacdo ao grupo controle positivo (carragenina), € os
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferengas estatisticas entre o
grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais).
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4.1.6 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a transcricio do
mRNA das citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, IL-1B, VEGF-a e
IL-17A

Em ambeas as fases (4 h e 48 h) do processo inflamatorio induzido
pela carragenina, o MMF (100 mg/kg) reduziu de forma significativa a
transcrigdo do mRNA (% de inibi¢do) do TNF-a 4 h: 63,0 + 1,6% e 48 h:
39,6 £3,7% (P <0,01) (Fig. 12A e B), da IL-1 4 h: 53,8 + 1,6% ¢ 48 h:
62,7+ 1,8% (P <0,01) (Fig. 13A e B), do VEGF-a 4 h: 40,3 +2,6% e 48
h: 56,8 £ 3,2% (P < 0,01) (Fig. 14A eB)eda/L-174 4h: 58,4 £ 4,0% e
48 h: 46,5 +4,8% (P < 0,01) (Fig. 15A e B). O tratamento prévio com 0s
farmacos de referéncia (Dex e Ibu), também causaram reducdo na
transcricdo do mRNA de todas as citocinas analisadas em ambas as fases
da pleurisia (4 h e 48 h) (P <0,05) (Fig. 12, 13, 14 ¢ 15).



57

S Cg4h Dex Ibu MMF S Cg48h Dex Ibu MMF

fractina _ 616pb. fractina
A

616 pb.

204b- TNF _ 204pb-

TNF-a

2.0 20, B
.
g 1.51 ‘g 1.5
g #it =
F %k
L 1.0 |f 1.0- ## *%
Zz z
= -
lg ** *k ] ** ol
"g 0.5 *%k — lg 0.5 % == -
14 14

0.0- 0.0-

S Cg(4h) Dex Ibu MMF S Cg (48 h) Dex Ibu MMF

Figura 12: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrigio do mRNA para a citocina TNF-a. A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N
= 5 animais). Inset, representa a visualizagdo dos produtos de amplificagdo para 0 mRNA do 7NF-a (RT-PCT) em gel de agarose

corados com brometo de etideo.
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Figura 13: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcricdo do mRNA para a citocina /L-1f. A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N
= 5 animais). /nset, representa a visualizagdo dos produtos de amplificagdo para 0o mRNA do /L-15 (RT-PCT) em gel de agarose corados
com brometo de etideo.
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Figura 14: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcricdo do mRNA para a citocina VEGF-a. A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da inducdo da inflamacgdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e 0s
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N
= 5 animais). Inset, representa a visualizagdo dos produtos de amplificagdo para 0o mRNA do VEGF-o (RT-PCT) em gel de agarose
corados com brometo de etideo.
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Figura 15: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcricdo do mRNA para a citocina /L-174. A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N
= 5 animais). Inset, representa a visualizagdo dos produtos de amplificacdo para 0 mRNA da /L-174 (RT-PCT) em gel de agarose

corados com brometo de etideo.
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4.1.7 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a transcricio do mRNA
para a enzima 6xido nitrico sintase induzida

Em ambas as fases (4 h e 48 h) do processo inflamatério induzido
pela carragenina, o MMF (100 mg/kg) significantemente reduziu a
transcricdo do mRNA da enzima ONSi (% de inibigao 4 h: 50,7 £ 1,9% e
48 h: 53,6 £ 3,1% (P < 0,01) (Fig. 16A e B).

O tratamento prévio com os farmacos de referéncia (Dex e Ibu),
também reduziram a transcricdo do mRNA para a enzima ONSi em
ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P <0,01) (Fig. 16A e B).
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Figura 16: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrigdo do mRNA para a enzima ONSi. A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média + e.p.m. (¥*P < 0,05 e **P < 0,01 diferengas estatisticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N
= 5 animais). Inset, representa a visualizacdo dos produtos de amplificacdo para 0o mRNA do ONSi (RT-PCT) em gel de agarose corados
com brometo de etideo.
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4.2 Analise do efeito antioxidante do micofenolato de mofetila

4.2.1 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a atividade das
enzimas antioxidantes: Catalase, Superoxido-dismutase, Glutationa
peroxidase e Glutationa S-transferase

O MMF, reduziu significantemente a atividade das CAT, SOD,
GPx e GST em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). (% de inibigao:
CAT 4h: 13,2+ 1,9% e 48 h: 18,4 £ 5,5%, SOD 4 h: 16,0 + 3,4% e 48 h:
18,5 £4,8%, GPx 4 h: 32,1 £ 6,8% e 48 h: 35,1 £ 0,3% e GST 4 h: 53,7
3,1% e 48 h: 30,2 + 4,6%) (P < 0,05) (Figs. 17A, 18A, 19A e 20A).

Tanto a Dex quanto o Ibu, também inibiram todas estas enzimas
em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,05) (Figs. 17A, 18A,
19A e 20A).
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Figura 17: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
Catalase (CAT). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o0.) administrado 0,5 h antes da
inducdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF
(100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina
(1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl
0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados
previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais representam a
média £ e.p.m. (*P < 0,05 ¢ **P < 0,01 em relagdo ao grupo controle positivo
(carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas
estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5
animais).
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Figura 18: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
Superoxido-dismutase (SOD). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5
h antes da indugdo da inflamagéo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito

da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da inducdo da inflamagdo por
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina

estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.),

Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu =
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais
representam a média = e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relacdo ao grupo controle

positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01

diferencas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados.

(N = 5 animais).
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Figura 19: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
Glutationa peroxidase (GPx). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5
h antes da inducdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B)
Efeito da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da induggo da inflamagdo
por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com
salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina
(1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o As colunas
verticais representam a média + e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relagdo ao grupo
controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P <
0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos
estudados. (N =5 animais).
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Figura 20: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima
Glutationa S-transferase (GST). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado
0,5 h antes da inducdo da inflamagdo por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B)
Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagao
por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com
salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina
(1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.0.). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relagdo ao grupo
controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P <
0,01 diferengas estatisticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos
estudados. (N = 5 animais).
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4.2.2 Efeito do MMF sobre as concentracdoes das substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

O micofenolato de mofetila (100 mg/kg), reduziu as
concentracdes de TBARS na primeira (4 h) e na segunda (48 h) fases do
processo inflamatério induzido pela carragenina (% de inibi¢ao 4 h: 22,6
+5,6% e 48 h: 22,8 + 3,0%,) (P < 0,05) (Figura 21A e B).

De forma similar, os farmacos de referéncia (Dex e Ibu)
também inibiram a geragdo de substincias reativas ao acido
tiobarbiturico, em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,05)
(Figura 21A e B).
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Figura 21: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentragdes de
substancias reativas ao acido tiubarbiturico (TBARS). A) Efeito do MMF (100
mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo por carragenina
(1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.0.) administrado 0,5 h
antes da indugdo da inflamago por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S =
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados
somente com carragenina (1%f/cav.), Dex = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno
(30 mg/kg, v.0.). As colunas verticais representam a média = e.p.m. (*P < 0,05 e
**P < 0,01 em relagdo ao grupo controle positivo (carragenina), ¢ os demais grupos
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferencas estatisticas entre o grupo negativo
(salina) e os demais grupos estudados. (N =5 animais).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que o MMF possui
importante efeito anti-inflamatoério no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. Esta afirmativa deveu-se a capacidade
que o MMF demonstrou em inibir, de forma significativa, a migracao de
leucocitos para a cavidade pleural em ambas as fases (4 h e 48 h) do
processo inflamatério induzido pela carragenina. A inibicdo dos
leucocitos observada na primeira fase (4 h) desta inflamagdo ocorreu,
principalmente, as custas da inibi¢do de polimorfonucleares. Ja na
segunda fase da pleurisia (48 h) a inibicdo ocorreu as custas de
mononucleares. Resultado similar foi demonstrado por outros
pesquisadores, que evidenciaram que o MMF inibiu a migragdo de
polimorfonucleares no parénquima e nos alvéolos pulmonares de ratos,
no modelo de isquemia/reperfusdo (FARIVAR et al., 2005), e por Saad
e colaboradores (2007), que demonstraram reducgdo significativa na
migragdo de mononucleares no parénquima renal de ratos, no modelo de
inflamagdo induzida por cisplatina, quando os ratos foram tratados com
MMF (SAAD et al., 2007).

No processo inflamatério, inicialmente ocorre a ativagdo de células
envolvidas na resposta de fase aguda, como os polimorfonucleares. Esta
ativacdo promove a liberacdo de espécies reativas do oxigénio (EROs),
tais como: peroxido de hidrogénio, dnion superoxido e radicais hidroxila
(ZARBOCK e LEY, 2009). Evento similar ocorre posteriormente, com a
ativacdo dos mononucleares, que sdo as células envolvidas apos o
reconhecimento inicial do agente lesivo, e no desenvolvimento da
resposta imune adquirida presente também nos eventos que ocorrem na
inflamagao cronica (THOMAS et al., 2008).

Atualmente sabe-se que o estresse oxidativo esta envolvido em
diversos processos inflamatérios, agudos e cronicos. Exemplos sdo as
pneumonias e a asma bronquica, pelo qual se observa aumento
significativo na peroxidag¢do lipidica (CIENCEWICKI et al., 2008). Além
disso, em outras doengas de carater inflamatério, como o diabetes tipo 1, a
aterosclerose e as doencas neurodegenerativas, também observa-se
diminuicdo na capacidade antioxidante do organismo, promovendo
desequilibrio na liberagio de EROs e ERNs (LIMON-PACHECO e
GONSEBATT, 2009). Por este motivo, torna-se importante o controle na
producdo/liberagdo de EROs e ERNSs, para que ocorra diminuicdo na
severidade e consequentemente redugdo na lesdo tecidual.
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Neste contexto, sabe-se que a defesa antioxidante exerce papel
fundamental nas doengas, e seu envolvimento parece estar diretamente
relacionado a severidade, extensdo e cronicidade de doengas inflamatorias
como por exemplo: a colite ulcerativa, a esclerose multipla e a doenca
pulmonar obstrutiva cronica (ROESSNER et al., 2008; VAN HORSSEN
et al., 2010; LIN e THOMAS, 2010). Dentre os componentes da defesa
antioxidante, podemos destacar as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas,
como os tocoferois, os carotenoides, o acido ascorbico, a bilirrubina, € a
transferrina, e a defesa antioxidante enzimatica com destaque para a SOD,
a CAT, a GPx e a GST, que exercem papel fundamental no balango redox
dos processos fisiologicos e inflamatorios, além de controlarem a
produgédo/liberagdo de EROS ¢ ERNs (YAN et al., 2010).

A SOD foi a primeira enzima antioxidante a ser descrita nas
células de mamiferos em 1968, e tem como fungdo principal a
metabolizagdo do anion superoxido em perdxido de hidrogénio (YASUI
e BABA, 2006). A CAT ¢é uma hemoproteina citoplasmatica, que tem
como fungdo principal a redugdo do peroxido de hidrogénio a agua e
oxigénio molecular. Seu papel antioxidate principal deve-se ao fato de
reduzir o risco de formagdo de hidroxila a partir do perdxido de
hidrogénio (YAN et al., 2010). A CAT, e a GPx t€m como fungdes
principais a redugdo do peroxido de hidrogénio, e pode ainda reagir com
uma variedade de hidroperoxidos de lipidios sendo, portanto,
responsavel pela protecdo da membrana celular que ocorre em lesdes
causadas pelo estresse oxidativo (IMAI e NAKAGAWA, 2003). Ja a
GST, ¢ considerada a principal enzima detoxificante da fase 2 de
biotransformacdo (reagdes de conjugagdo), desempenha papel
fisiolégico na iniciagdo da detoxificagdo de potenciais agentes
alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente ativos, gerados
intracelularmente ou encontrados na forma de xenobidticos. A GST
torna os xenobidticos menos tdxicos e mais soluveis em agua, o que
facilita sua excregdo (JANCOVA et al., 2010).

Em nossos experimentos, verificamos que o MMF demonstrou
importante atividade antioxidante, uma vez que diminuiu a atividade da
SOD, CAT, GPx e GST. Estes resultados do MMF, foram similares
aqueles observados para ambos os farmacos anti-inflamatorios de
referéncia, dexametasona e ibuprofeno. Além disso, em ambas as fases da
pleurisia (4 e 48 h), observamos correlagdo positiva entre a inibi¢do do
influxo de leucdcitos para a cavidade pleural ¢ diminui¢do na atividade
das enzimas CAT, SOD, GPx e GST. Estes achados estdo de acordo com
os estudos realizados por KROTZ e colaboradores (2007), que
demonstraram que o MMF exerceu importante agdo antioxidante inibindo



72

a atividade da NADPH-oxidase endotelial e a geragdo do radical
superoxido, em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECsS).
Este efeito foi atribuido a diminui¢do do estresse oxidativo pela reducgdo
na geracio de EROs (KROTZ et al., 2007). Outro estudo a ser destacado,
¢ o0 de Van den Branden e colaboradores (2003), que observou diminuigao
significativa na atividade da CAT e SOD em animais tratados
previamente com MMF, no modelo de faléncia renal induzida pela
adriamicina (VAN DEN BRANDEN et al., 2003). Saad e colaboradores
(2007) também observaram que ratos tratados com MMF apresentaram
diminuicao significativa na atividade da GPx e da GSH, no modelo de
inflamag@o renal induzida pela cisplatina, em ratos (SAAD et al., 2007).

Observamos ainda que o MMF foi capaz de restabelecer as
atividades das enzimas CAT e SOD aos niveis basais, de forma que a
atividade de ambas nos grupos tratados com o MMF foram similares aos
observados nos animais nio inflamados (controle negativo).

A primeira conseqiiéncia da manutenc¢do do estresse oxidativo e

do aumento na geracdo das espécies reativas ¢ a oxidacao de proteinas e
de lipidios, esta ultima também conhecida como peroxidagdo lipidica
(THOMAS et al., 2008). No presente estudo, o tratamento com MMF
diminuiu a peroxidagdo lipidica que foi avaliada indiretamente pela
redugdo nas concentragdes de TBARS, além da reducdo na atividade da
MPO.
A MPO ¢ conhecida por gerar espécies reativas, como o acido hipocloroso
que, em grande quantidade, é um forte indutor de lesdo lipidica, proteica e
do DNA (MALLE et al., 2007). Esta inibigdo pelo MMF sobre a atividade
da MPO e sobre as concentracoes de TBARS foram similares aos
apresentados pelo farmaco de referéncia dexametasona (P < 0.05).
Também verificamos uma correlagdo positiva no tratamento dos animais
com MMF, para a inibigdo da atividade da MPO e as concentracdes de
TBARS em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). Estes resultados,
também estdo de acordo com outros estudos, que demonstraram que o
MMF foi capaz de reduzir as concentragdes de TBARS, no modelo de
inflamagdo renal induzida pela doxorubicina (VAN DEN BRANDEN et
al., 2003), e por diminuir a atividade da MPO, no modelo de inflamagao
induzida pela isquemia-reperfusdo, em ratos (FARIVAR et al., 2005).

Em estudos clinicos, observou-se ainda que em pacientes com
artrite reumatoide e medicados com MMF, houve redugdo nas
concentra¢des de TBARS observados em amostras de urina e de plasma, o
que demonstra diminui¢do no processo de geracdo de espécies reativas
durante o processo inflamatério na artrite reumatdide (HERRERA et al.,
2006). De Cal e colaboradores (2008), demonstraram ainda, em um
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estudo de coorte, que pacientes transplantados e em terapia com MMF
apresentaram diminui¢do na concentracdo de proteinas carboniladas,
produtos da acdo das espécies reativas sobre as proteinas (DE CAL et al.,
2008).

Outro resultado importante e que refor¢a a atividade anti-
inflamatéria do MMF verificada em nossos experimentos, foi a redugio
significativa da exsudag@o na cavidade pleural de animais inflamados com
carragenina, em ambas as fases (4 h e 48 h) da pleurisia (DALMARCO et
al., 2009). A exsudagdo é um dos sinais “cardinais“ do processo
inflamatorio e ¢ resultado da ativacdo de complexos eventos celulares e
vasculares. Dentre eles, podemos destacar a liberagdo de mediadores
inflamatorios, como a histamina, os leucotrienos e também o ON
(SCHIMID-SCHONBEIN, 2006).

O ON ¢ caracterizado como o mais importante fator relaxante
derivado do endotélio, e exerce fungdes autdcrinas e paracrinas mantendo
o tonus vascular e a permeabilidade microvascular. Os efeitos do 6xido
nitrico na resposta inflamatéria sdo complexos e envolvem a quimiotaxia
de leucoécitos e o aumento da permeabilidade vascular (VON KNETHEN
et al. 2007). Quando o processo inflamatorio é estabelecido, a ONSi ¢
expressa nas células endoteliais e ¢ a principal fonte geradora de ON
(LUIKING et al, 2010). Os macrofagos e as células endoteliais
estimuladas por citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a ¢ a IL-1p,
induzem a ativacdo da enzima ONSi, e consequentemente ocorre aumento
nas concentragdes de ON (VAJIDOVICH, 2008).

Além disso, existe uma relagdo muito estreita entre o ON ¢ a
citocina VEGF-a, ja que ambos estdo relacionados ao extravasamento de
proteinas plasmaticas e a quimiotaxia celular, durante a resposta
inflamatoria (WALTER et al., 2008; PAREDI e BARNES, 2009). Além
disso, 0 VEGF-a tem papel chave na regulagdo da neovascularizagio
que ocorre na inflamacgdo. Este mediador é produzido em resposta ao
TNF-o e a IL-1B, por linfocitos macrofagos, neutréfilos e mondcitos
(HORIUCHI e WELLER, 1997, TAICHMAN et al., 1997;
SZEKANECZ e KOCK, 2007). Estudos tém demonstrado a participagdo
do VEGF-a no aumento da permeabilidade vascular. Dentre estes, se
destaca o realizado por Lee e colaboradores (2004), que demonstraram
que o VEGF-« aumentou a permeabilidade vascular, o extravazamento de
proteinas plasmaticas e a quimiotaxia celular no pulmio, em modelo de
asma alérgica induzida por OVA, em camundongos (LEE et al., 2004).

Em nosso estudo, o MMF foi capaz de atenuar os aumentos nas
concentracdes de NO, e de VEGF-a, assim como diminuir a transcri¢gdo
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do mRNA da ONSi e do VEGF-a. Os resultados obtidos, em ambas as
fases da pleurisia (4 h e 48 h), foram similares aos apresentados pelo
farmaco de referéncia dexametasona. Além disso, verificamos correlacdo
positiva entre a redug@o nas concentracdes de ONy e de VEGF-a. Nossos
resultados sdo corroborados por estudos, que revelaram que o MMF foi
capaz de diminuir significativamente as concentracdes de NO, e a
transcricdo do mRNA da ONSi, no modelo experimental de inflamagéo
renal induzida pela cisplatina, e no modelo in vitro utilizando-se cultura
de células de fibroblastos de ratos estimulados com lipopolissacarideos
(LPS) (MILJKOVIC et al., 2003; SAAD et al., 2007). Além disso, Lee e
colaboradores (2010) demonstraram que a inibi¢do nas concentracdes de
NO,, foi associada a inibi¢do nas concentragdes de VEGF-a, no modelo
de lesdo pulmonar induzida pela bleomicina em ratos (LEE et al., 2010).

Além do efeito do MMF sobre a citocina VEGF-o, em nossos
experimentos, este farmaco inibiu de forma significativa, outras
citocinas consideradas pro-inflamatdrias como o TNF-a, a IL-15 e a IL-
174. Os resultados obtidos sobre a inibi¢do das concentracdes de TNF-a
foram similares aos apresentados pelos animais tratados com
dexametasona, em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). Além disso,
em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) observamos correlacao
positiva entre a inibi¢do na migragdo leucocitaria para a cavidade pleural
causada pelo tratamento dos animais com MMF e a diminuigdo nas
concentracdes das citocinas pro-inflamatoérias estudadas.

Dentre as citocinas pré-inflamatorias, destacam-se o TNF-
a, a IL-1f e mais recentemente a [L-17, que possuem papel de
destaque em diversas doengas de carater inflamatorio. O TNF-a ¢ a
IL-1p induzem a producgdo/liberagdo de outras citocinas e
quimiocinas, a expressdo de moléculas de ades@o, angiogénese e
medeiam efeitos inflamatorios sistémicos, como a febre, a
hipotensdo e a neutrofilia (TINCANI et al., 2007).

Os resultados obtidos sobre a inibigdo das citocinas TNF-a, IL-
1f e IL-174 pelo tratamento dos animais com MMF encontrados em
nossos experimentos, estdo de acordo com estudos in vitro, observados
por Jonsson e Carsten (2002) e por Weimer e colaboradores (2003), que
demonstraram que o MMF reduziu as concentragdes de TNF-a e de IL-1f3
em culturas de macréfagos murinos e de monocitos humanos estimulados
com LPS (JONSSON e CARLSTEN, 2002 WEIMER et al., 2003).
Estudos in vivo também reforgam esta afirmacdo, como aquele de Yang e
colaboradores (2008), que demonstrou que o MMF inibiu as
concentracdes de [L-1f no modelo de isquemia/reperfusdo, em ratos
(YANG et al, 2008). Além disso, Lee e colaboradores (2008)
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demonstraram que o fairmaco MMF diminuiu a inflamagdo pulmonar,
reduzindo as concentragdes de TNF-a, no modelo de colite induzida pelo
acido sulfonico 2,4,6-trinitrobenzeno (TNBS) (LEE et al., 2008). Yang e
colaboradores (2008) demonstraram ainda que o MMF reduziu as
concentragdes ¢ a transcricdo do mRNA do TNF-a, da IL-6 ¢ do INF-y, no
modelo de inflamag@o hepatica induzida pelo bacilo de Calmette-Guérin e
LPS, em ratos (YANG et al., 2008).

A IL-17 age como citocina  pro-inflamatoria
principalmente por ser capaz de induzir a liberagdo de diversas
quimiocinas, citocinas, metaloproteinases e peptideos
antimicrobianos por células mesenquimais e mieldides, o que acaba
levando ao actimulo de polimorfonucleares no sitio da resposta
inflamatoria durante a resposta imune inata e adaptativa (XU e
CAO, 2010). Estudos recentes tém demonstrado que a /L-17 possui
papel fundamental no desenvolvimento do processo inflamatério em
diversas doengas como na doenga de Crohn (STROBER et al., 2010), no
lupus eritematoso sist€émico (YAP e LAIL, 2010), além da asma
bronquica (COSMI et al., 2010).

Os resultados obtidos em animais tratados previamente com
MMEF, sobre a inibi¢ao da /L-17, chamam a atengdo para a acdo do MMF
sobre a ativagdo de linfocitos, principalmente do tipo TH17 que sdo os
principais responsaveis pela liberagdo de /L-174 (AFZALI et al., 2010).
Estudos in vitro desenvolvidos por Von Vietinghoff e colaboradores
(2010) demonstraram que o MMF reduziu a liberacdo de IL-174 em
células T humanas e murinas estimuladas pelo fator estimulador de
coldnias granulocitarias (G-CSF) (VON VIETINGHOFF et al., 2010).

Sabe-se que, para ocorrer a produgdo/liberacdo das citocinas pro-
inflamatdrias como o TNF-a, a IL-15, o VEGF-0 ¢ a IL-174, o estimulo
inflamatdrio precisa ser capaz de desencadear a ativagdo de fatores de
transcri¢do nuclear. Para que este evento ocorra, € necessario a ativagdo
de sinalizadores intracelulares localizados em nivel pré-transcripcional,
como, por exemplo, a cascata das MAPKs. Existe ainda a possibilidade do
estimulo inflamatdrio, atuar diretamente no fator de transcri¢do nuclear na
sua forma inativa, que se localiza no citoplasma das células imunes, tais
como o fator ativador de proteina 1 (AP-1) e/ou o fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-kB), ativando-o(s) (VALLABHAPURAPU e
KARIN, 2009). Neste trabalho, estudamos o efeito do MMF sobre a
transcrigdo do mRNA das citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, a IL-1f, o
VEGF-a e a IL-17A nos pulmdes, os quais sdo fundamentais para que haja
a produgdo destas citocinas apos o estimulo inflamatorio, ¢ pudemos
verificar que o MMF foi eficaz em reduzir de forma significativa a
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transcricdo destes mRNAs. Este efeito foi similar ao apresentado pelo
farmaco de referéncia dexametasona, em ambas as fases (4 h e 48 h) do
processo inflamatorio deflagrado pela carragenina. Além disso,
verificamos correlagdo positiva entre a inibigdo na migracdo leucocitaria
causada pelo tratamento dos animais com MMF e a redugdo na
transcricdo do mRNA das citocinas pro-inflamatodrias estudadas.

E importante salientar que a analise da transcri¢do do mRNA para
as citocinas pro-inflamatorias, realizada em nossa pesquisa, deu-se a partir
de amostras dos pulmdes ¢ ndo do lavado pleural. Este procedimento
deveu-se a falta de mRNA viavel para a execucdo do procedimento de
transcrigdo reversa a partir do lavado pleural.

A sintese e liberacdo das citocinas pro-inflamatorias deve-se

principalmente a  presenga de leucdcitos ativados, sejam
polimorfonucleares ou mononucleares, no sitio inflamatério. Estudos
anteriores realizados em nosso laboratério ja haviam demonstrado
presenga e ativacao destes leucdcitos no parénquima pulmonar em ambas
as fases (4 h e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos (DALMARCO et al., 2008; DALMARCO e FRODE,
2007).
Uma vez que o MMF apresentou propriedades anti-inflamatéria e
antioxidante importantes no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos, acreditamos ter contribuido de forma
significativa para a fortalecer os conhecimentos acerca da acdo anti-
inflamatoria e antioxidante do firmaco MMF. Além disso, por tratar-se
de um farmaco ja disponivel no mercado, justifica-se o seu uso na
terapia de doengas de carater inflamatdrio agudo ou crénico, nas quais
ocorre a participacdo de citocinas pro-inflamatérias e do estresse
oxidativo e que se apresentam refratarias ao tratamento convencional.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, indicam que o MMF ¢ um
farmaco que apresenta importantes propriedades anti-inflamatéria e
antioxidantes avaliadas no modelo de pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos, uma vez que:

1) Diminuiu a migragéo de leucdcitos e a exsudag@o;

2) Reduziu a atividade de enzimas inflamatorias, MPO e ADA,
relacionadas a ativagdo de polimorfonucleares ¢ mononucleares,
respectivamente;

3) Reduziu a atividade de enzimas anti-oxidantes como a: SOD, CAT,
GPx e GST, por reduzir a geragdo de espécies reativas;

4) Reduziu o estresse oxidativo, verificado pela diminuicdo na
peroxidacao lipidica (TBARS);

5) Diminuiu as concentragdes de 6xido nitrico (ON) e a transcrigdo do
mRNA da enzima 6xido nitrico sintase induzida (ONSi);

6) Reduziu ndo somente as concentragdes das proteinas formadas (TNF-o,
IL-18, VEGF-a e IL-174), mas atuou também em nivel pré-
transcripcional, inibindo a transcricdo do mRNA destes mediadores.
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ANEXO 1

Protocolo de aprovacao no comité de ética na experimentacio
animal (CEEA/FURB 022/2006)
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ANEXO 2

Protocolo de aprovacao no comité de ética na experimentaciio
animal (CEEA/FURB 022/2007)
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Animal Clinical Chemistry

challenged (1h) with a Evans blue dye (25 mg/Kg,i.v.), except those experiments that
it was analyse MPO activity and nitric oxide levels, in order to evaluate the exudation,
D was used as a reference drug. Statistical differences between groups

Poster Session: 10:00 am - 12:30 pm
Animal Cinical Chemistry

AL
Clinical Pathology Reference Ranges for Pregnant Rats: A

Comparison to Non-pregnant Rats
K. Williams. Bristol-Myers Squibb, New Brunswick, NJ

The objective of this study was to establish historical in house clinical pathology
reference ranges for pregnant, non-fasted Sprague-Dawley (SD) rats. A study was
conducted in the Drug Safety Evaluation, Clinical Pathology Department, to provide
data from samples collected on Gestation Day (GD)14 from 11 week old pregnant, non-
fasted SD rats. Samples for routine clinical chemistry parameters were analyzed on the
Roche Hitachi 917® and for routine hematology parameters on the Siemens Advia 1209,
Mean values were compared to historical in house means from non-pregnant, fasted SD
rats. Based on the literature) 23463, the following changes were expected in clinical
chemistry and hematology parameters during pregnancy. Lower values in clinical
chemistry were expected for Aspartate Aminotransferase, and Alkaline Phosphatase
activities, Glucose, Cholesterol, Total Protein, Albumin, Globulin, Albumin/Globulin
ratio, Creatinine, Total Bilirubin, Phosphorus, Calcium, Blood Urea Nitrogen, Sodium,
Chloride and higher values were expected for Alanine Aminotransferase, Triglyceride
and Potassium. We saw changes that corelated with this except for Aspartate

i and Alkaline Ph activities, Total Protein, Albumin,
Globulin, Calcium and Blood Urea Nitrogen concentrations. We could explain the
unanticipated changes in Aspartate Aminotransferase and Alkaline Phosphatase
activities based on a comparison between the fasting and nonsfasting states.
Concentrations of Total Protein, Albumin and Globulin have not been found to be

were determined by Student’s ¢ test and analysis of variance (ANOVA) complemented
With Dunnef’s test. Values of P<0.05 were considered significant. Resuls: Crudg
extract of Rosmarinus officinalis and its derived fractions significantly decreased
leukocytes (% of inhibition: CE:50 me/kg: 36312534, 100 mg/k 35.68+3.87,
HEX:10 mg/kg: 34.3744.77, 25mg/Kg: 41.25£8.31, 50 mg/kg: 46.53£5.56, AcOEL.
10mg/kg: 35.21:£4.96, 25 me/Kg: 40.98+3.36, 50 me/kg: 58.86£5.29, ET:50mg/kg:
61.04+5.52), neutrophils (% of inhibition: CE:50 mg/kg: 40.45£7.23, 100 mg/kg:
42.56+6.84, HEX:10 mghkg: 36.24+4.13, 25 mgke: 42.15£7.62, S0 mg/kg:
52.7244.83, AcOEL 10mg/kg: 40.88+4.34, 25 mgkg: 44.512427, S0 mg/kg:
64.6448.03, ET:50mg/kg: 64.34+5.18) and/or exudation (% of inhibition: CE:S0mg/
kg: 14.9854.47, 100 mg/kg: 15.5745.38, HEX:25 me/kg: 19734723, 50mg/kg:
19.6344.90, AcOBt: 10mg/kg: 29.55:8.94, 25 mg/kg: 25.84+7.17, S0mg/kg:
28.1045.70, ET:2Smg/kg: 21.034152, S0mg/ke: 34.7843.69) (P<0.05). CE (50mg/
kg), HEX (10mg/kg), AcOEt (10mg/kg) and ET (50mg/kg) also inhibited MPO
activity (CE: 52.09412.49%, HEX: 58.4044.55%, AcOEt 38.7048.30%, ET:
20.7749.65%) and/or NO levels (CE: 34.016.88%, AcOEt: 46.93+7.78%, ET.
58.68+5.74%) (P<0.05). Dexamethasone inhibited all the studied inflammatory
parameters (P<0.05) Conclusion: Rosmarinus officinalis showed important anti-
inflammatory activity, by inhibiting leukocytes and exudation. This effect may be
attributed to the inhibition of MPO and NO considered mediators related to the
activation and chemotaxis of leykocytes.

Down-regulation of antioxidant status and Lipid peroxidation in the
inflamed pleural cavity of mice treated with Mycophaenolate Mofetil.

LS. Frode, E. M. Dalmarco, P. Budni, E. B. Parisotto, D. Wilhelm-Filho.
University Federal of Santa Catarina, Brasil, Brazil

mofetil (MMF) is a prodrug of mycophenolic acid

consistent in the pregnant rat” and could provide a possible ion. Diffe in
Calcium were likely associated with differences found in Albumin. We could not
explain the unanticipated increase in Blood Urea Nitrogen, nor the large increase
observed with Alanine Aminotransferase (for which we observed more variability with
pregnancy), but did not consider these differences 1o be biologically relevant. In
hematology, lower values were expected for Hemoglobin, Hematocrit, and Red Blood
Cell Count and higher values were expected for White Blood Cell Count, Platelet and
Absolute Reticulocytes. The results we obtained corroborated these expectations. A p-
value was calculated to determine the amount of probable difference in the populations
between pregnant, non-fasted rats and non-pregnant, fasted rats for each assay. P-values
generated from the data revealed that pregnancy significantly affected most of the
assays, however, most of the clinical chemistry and hematology changes were
aaticipated and the unexpected results were not considered to be biologically significant
Based on clivical chemistry and hematology differences between pregnant, non-fasted
7248 V. non-pregnant, fasted rats from this study, it was determined it was necessary o
publish reference range limits for pregnant, non-fasted rats.

| a2

fodulation of infl 'y reaction by R
murine model of pleurisy induced by carrageenan.

is L. in a

LS. Frode, J. P. Benincd, J. B. Dalmarco, M. P. Pizollatti. University
Federal of Santa Catarina, Brasil, Brazi

3ackground: Rosmarinus officinalis L. known as rosemary is a native plant in the
viediterrancan area and it has been cultivated in several Brazilian States. This plant is
in the folk medicine to treat inflammatory diseases such as bronchial asthma.
PBjectives: The aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory cffect of
extract (CE) of Rosmarinus officinalis L. and its derived fractions upon:
71es, exudation, myeloperoxidase (MPO) activity and nitric oxide (NO) level
2 murine model of pleurisy induced by carrageenan. Merkods: Swiss mice were
=<2 1 the in vivo experiments. Initially, different groups of animals were pretreated
£ (25-100 mg/kg,i.p.), hexanic fraction (HEX:10-50mg/kg), ethyl acetate
4.—\80El:5-50mg/kg) or etanolic fraction (ET:10-50 mg/kg) administered by
neal foute (ip) 0.5h before camageenan (Cgl%, administered by

route). The inflammatory parameters were analyzed after 4h. To evaluate
tivity and NO level different groups of animals were pretreated (0.5h)
me/kgip.), HEX (10 mg/ke,ip.), AcOEt (10 mg/kg,ip.) or ET (50 mg/
iaflammation was also analyzed afier 4h, The animals were previously

CLINICAL CHEMISTRY, Vol 55, No. 6, Supplement, 2009

(MPA), an inhibitor of inosine-5"-monophosphate dehydrogenase enzyme. MMEF is an
important immunosuppressive drug used in the treatment of solid organ and more
recently in the inflammatory diseases such as autoimmune hepatitis and systemic
vaseulits. Further, oxidative stress inducing by reactive oxygen species (ROS) is
believe to be the source of oxidative damage, as well as a primary factor in the
etiology of the inftammatory discases.

Objective: The aim of this study was to investigate the effect of MMF administered by
oral route (p.0.) upon: Catalase (CAT), Superoxide-dismutase (SOD), Glutatione-
Peroxidase (GPX) and Glutatione-S transferase (GST) activities, as well as on the
lipidic peroxidation (TBARS) in the inflammatory response induced by carrageenan
in the mice pleural cavity.

Material and Methods: Nop-fasted adult Swiss mice, aged 1 month, were used
throughout the experiments. Pleurisy was induced by a single intrapleural injection of
0.1 mL of carrageenan (Cg, 1%) into the pleural space according to the methodology
described by Saleh et al., 1996. The inflammatory parameters were analysed 4h and
48h after carrageenan-induced pleurisy. Previous study in our laboratory

phases (4h and 48h) of carrageenan-induced inflammation. These dose and time of
pretreament were chose to analyse the effect of MMF upon: CAT, SOD, GPx, GST
and TBARS activities in the pleural space and/or blood. The studied cnzymes were
analysed using the methodologies described by Beers and Seizer (1952) for CAT,
Misra and Fridovich (1972) for SOD, Flohé & Gunzler (1984) for GPx, Habig et al.
(1976) for GST and Ohkawa (1979) for TBARS. Statistical differences between
groups were determined by analysis of variance (ANOVA) complemented with
Dunnett’s and/or Student’s t tests. P<0.05 was considered as indicative of
significance.

Results: In the early phase (4h) of the inflammation response caused by carrageenan
MMF (100mg/kg) significantly decreased all the studied inflammatory enzymes (% of
inhibition: CAT: 13.2+1.9%, SOD: 16.0+3.4%, GPx: 32146 8%, and GST:
53.7£3.1%) (P<0.05). On the second phase (48h) MMF at the same dose also
inhibited these studied parameters (% of inhibition: CAT: 18.4£5.5%, SOD:
18.5£4.8%, GPx: 35.140.3%, and GST: 30.224.6%) (P<0.05). MMF (100mg/kg),
caused also a marked reduction in TBARS activity in both phases (4h and 48h) (% of
inhibition 4h: 22.6£5.6%; 48h: 22.8+3.0%) (P<0.05)

Conclusion: Mycophenolate mofetil exerted an important anti-inflammatory effect by
inhibiting oxidative stress in the mouse model of pleurisy induced by carrageenan.
This effect may be due to, at least in part, its capacity to down-regulate the generation
of ROS.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Generation of oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS) is believed to be
a primary factor in the etiology of various inflammatory diseases. Although, the process of generation of
oxygen species is a physiological event, in the inflammatory process this event is increased and produces
large amounts of reactive species that leads to lipid peroxidation and to cell death. Mycophenolate mofetil
(MMF) is a drug effective in protecting against chronic allograft failure and recently was introduced as an
alternative for the treatment of various inflammatory diseases such as glomerulopathies, systemic lupus
erythematosus and systemic vasculitis. Based on studies of the anti-inflammatory effect of MMF the aim of
this study was to evaluate the effects of MMF on the inhibition of leukocytes and exudation, as well as
i and some antioxit enzyme activities using carrageenan-induced pleurisy in mice. Our
results showed that MMF significantly decreased leukocyte influx (P<0.01), exudation (P<0.01),
superoxide dismutase (P<0.05), catalase (P<0.05), glutathione peroxidase (P<0.01), glutathione S-
transferase (P<0.01) activities, levels of lipid peroxidation (P<0.05), as well as myeloperoxidase activity
(P<0.05) on both phases (4 h and 48 h) of the inflammatory response induced by carrageenan into the mice
pleural cavity.
In conclusion, the anti-inflammatory effect of MMF may be, at least in part, via inhibition of ROS and/or NRS
overgeneration, and consequently, attenuating the related oxidative stress.
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1. Introduction

Oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) such as
superoxide anion, hydrogen peroxide and hydroxyl radicals is
believed to be a primary factor in the etiology of various disease [1].
Inflammatory reactions, particularly chronic ones, can be significant
sources of oxidative damage [2]. The activated cells such as
leukocytes, macrophages and neutrophils release several ROS, which
can react with several important biomolecules leading to damage in
proteins, lipids and DNA of nearby cells [3].

The role of redox balance and ROS in terms of both cell survival and
proliferation, as well as in cell death, recently gained the attention of
physicians involved in the study of several autoimmune diseases.

Abbreviations: CAT, catalase; CDNB (1-chloro-2 4-dinitrobenzene); COBEA, Brazl
(lan College of Animal E: i Dex, D ELISA,
assay GPx,

GSH, reduced i GSSH,
oxidated GST, HUVEGs, human endothelial cells
from umbilical vein; Indo, Indomethacin; MMF, mycophenolate mofetil; MPO,
mycloperoxidase; PBS, phosphate buffered saline; RNS, reactive nitrogen species:
ROS, reactive oxygen species; SOD, TBARS, ituric acid-
reactive substances.
* Corresponding author. Fax: +55 48 32 44 09 36.
E-mail address: saleh@ccs.ufscbr (T.S. Frode).

0966-3274/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/4.trim.2009.09.005

Furthermore, there are many evidence that inflammatory diseases
have an important involvement in ROS and RNS generation, such as
superoxide anion, pemxymmte mtnc oXJde among others, which
lead to lipid i or ion of lipids. Also,
lipid peroxidation is caused by a free radical chain reaction mainly
involving membrane polyunsaturated fatty acids. If not quenched, this
reaction can permanently damage cell membranes leading to cell
death [3]. There are evidence that lipid peroxidation plays a central
role in metabolic disorders such as metabolic syndrome, renal failure,
hypertension, as well as in inflammatory process. A continued rise of
oxidative stress due to changes in reduction-oxidation (redox)
homeostasis seems to be a hallmark of the processes that regulate
gene transcription in health and disease. Moreover, RNS and ROS
serve as signaling messengers for the evolution and maintenance of
the inflammatory process [4].

One of the several drugs that demonstrated to be effective in the
treatmentof autoi di: is the mycc late mofetil (MMF)
Thisdrugisa pmdrug of mycophennhcacnd (MPA), an inhibitor of
inosine-5’-monoph . Mycophenolate mofetil is
also reported to be effective in protecting against chronic allograft
failure |7]. The immunosuppressive activity of MMF is based on its
capacity to reversibly inhibit the inosine-5-monophosphate dehydro-
genase in the purine synthesis pathway promoting a selective inhibition
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of replication of T and B lymphocytes {8]. Recently, MMF has been
introduced as an alternative drug for the treatment of various
inflammatory diseases that are refractory to the conventional treatment
such as glomerulopathies [9], autoimmune diseases especially systemic
Tupus erythematosus [5] and systemic vasculitis [ 10].

2. Objective

Preliminary studies in our laboratory demonstrated that oral
administration of MMF has an effective anti-inflammatory property in
a murine pleurisy model induced by carrageenan. In this study, we
wondered if its anti-inflammatory property could be attributed, at
least in part to the inhibition of reactive species of nitrogen (RNS) and/
or oxygen (ROS). The aim of this study was to evaluate the etfect of

drug, as well as the other inflammatory parameters in this first (4 h)
inflammatory reaction phase.

For the analysis of MMF in the late (48 h) carrageenan phase
induced inflammatory response, different groups of animals were
also treated with different doses of MMF (1, 10, 50, 100 and 200 mg/
kg) administered by oral route (p.o.) 0.5 h before carrageenan injec-
tion (N=5 animals for each dose). The inflammatory parameters:
leukocytes and exudation levels were evaluated 48 h after pleurisy
induction. According to this data, one dose of MMF was chosen to be
used to evaluate the time course profile of this drug (1 h,2 h,4h and
8 h of pre-treatment, N =5 animals for each period of time), as well as
the other inflammatory parameters in this late (48 h) inflammatory
reaction phase. In both (4 h and 48 h) phases, Dexamethasone (Dex)
and Indomethacin (Indo) were used as reference drugs with potent
anti-i 'y property. In these protocols different groups of

MMEF on leukocytes and exudation levels, as well as sup:
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione S-tr (GST), and myelc i (MPO) activ-
ities and lipoperoxidation (TBARS) levels, using the mouse pleurisy
model induced by carrageenan.

3. Materials and methods
3.1. Animals

Swiss mice weighing 18-25 g, were housed under standardized
conditions (room at constant temperature of 22 4- 2 °C, with alternating
12 h periods of light and darkness, humidity 50-60%), and were fed ona
standard mouse diet with water ad libitum before use. This study was
approved by the Committee for Ethics in Animal Research of Regional
University of Blumenau (Protocol number 026/2006-16/08/2006) and
experiments were performed in accordance with the norms of Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA). Efforts were made to
minimize the number of animals in all experiments.

3.2. Pleurisy induction and analysis

Pleurisy was induced by a single intrapleural injection (i.pl) of 0.1 mL
of sterile saline plus carrageenan (1%) [ 11]. After killing the animals with
an overdose of pentobarbital (60 mg/kg, i.p.), the thorax was opened
and the pleural cavity was washed with 1.0mL of sterile PBS (pH 7.6),
composition: NaCl (130 mmol), Na,HPO, (5 mmol), KH,PO, (1 mmol)
and distillated water (1000mL) containing heparin (20 IU/mL). Several
samples of the fluid leakage were collected to further determine the
total and differential leukocyte, exudation, myeloperoxidase activities
(MPO) that were immediately determined in the day of the experi-
ments. To evaluate catalase (CAT), glutathlone peroxldase (GPx),

animals were pre-treated (0.5 h) with either Dexamethasone (Dex:
0.5 mg/kg, N=5) or Indomethacin (Indo: 5 mg/kg, N=5) adminis-
tered by intraperitoneal route. The same inflammatory parameters
were evaluated 4 h and 48 h after.

In parallel a positive control group (animals treated only with
carrageenan (N=5)) and a negative control group (animals treated
only with sterile phosphate buffer saline PBS (pH 7.6) (N=5)) were
performed. The same inflammatory parameters (leukocytes and
exudation levels) were analysed 4 h and 48 h after pleurisy induction.

3.3. Quantification of cell migration and exudation levels

After killing the animals (4 h and 48 h after pleurisy), samples of
the fluid pleural cavity were collected to determine the total and
differential leukocyte contents, and exudation. Total leukocytes were
determined in a Neubauer chamber diluting the exudates in Tiirk
solution (1:20), and cytospin preparations of exudates were stained
with May-Griinwald-Giemsa for the differential count, which was
performed under an oil immersion objective. The exudation degree
was determined by the measurement of the amount of Evans blue dye
extravasation in the exudate as previously described [11]. Thus, in
each experimental group, the animals were previously challenged
(1 h) before carrageenan injection with a solution of Evans blue dye
(25 mg/kg) administered by intravenous route (iv.) in order to
evaluate the exudation degree into the pleural cavity. On the day of
the experiments, the amount of dye was estimated by colourimetry
using an ELISA plate reader (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) at
600 nm, by interpolation from a standard curve of Evans blue dye in
the range of 0.01-50.0 g/mL.

3.4. Quantification of myeloperoxidase activity

glutathione S-transferase (GST) and (SOD)
activities, animals were anesthetized with intraperitoneal injection
(i.p) of phentobarbital (25 mg/kg), and whole blood samples were
collected by cardiac puncture using vacutainer® system containing
heparin. In the same day of the experiments the enzyme activities
were immediately performed. For determination of thiobarbituric
acid-reactive substance (TBARS) levels, the fluid pleural cavity was
frozen at nitrogen liquid (— 196 °C) until the day of the experiments.

Analyses of all enzymes and thiobarbituric acid-reactive substance
were measured in triplicate.

Initially, for the dose determination to be used in the experiments, a
dose-response curve with different doses of mycophenolate mofetil

activity in pleural leakage was measured according
to the method developed by Rao et al. [12]. Briefly, standard samples
with different concentrations of myeloperoxidase (from human
neutrophils, Sigma: M6908 ) were prepared in order to obtain a standard
curve in the range of 0.07-140 mUL. mL™. Pleural aliquots (40 L) and
standards were transferred to cuvettes and the reaction was initiated
with the addition of 360 pL of assay buffer (0.167 mg/mL of o-
dianisidine 2HCL and 0.0005% H,0,). The reaction was stopped with
sodium azide 1%. Afterwards, the samples were centrifuged at 50 xg for
5min, the supernatants were separated, and the change rates in
absorbancy (450 nm) were determined on an Elisa plate reader [11].
Myelc i activity was estimated by interpolation from the

(MMF) (1, 10, 50, 100 and 200 mg/kg) administered by oral route (p.o)
was performed. A group of animals (N=5 animals for each dose) was
treated 0.5 h before pleurisy induction with different doses of MMF and
the inflammatory parameters (leukocytes and exudation) were ana-
lysed 4 h after carrageenan injection. Based on this protocol results, one
dose of MMF was chosen to analyse the time course profile (1h,2 h,4h
and 8 h of pre-treatment, N =5 animals for each period of time) of this

standard curve described above. Results were expressed as mUl mL™".
3.5. Quantification of antioxidants enzymes
3.5.1. Superoxide dismutase activity

The superoxide dismutase (SOD) activity was analysed in the
whole blood in accordance to the method described by Misra and
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Fridovich and modified by Boveris et al. {14]. This reaction is
based on the epinephrine oxidation (pH 2.0 to pH 10.0) produced by
superoxide anion from xanthine/xanthine oxidase system that
generates a pink chromophore named formazan. In this protocol,
the epinephrine-adrenochrome transition was inhibited by superox-
ide dismutase present in the blood. The absorbance was observed
every 30 s for 3 min at 480 nm in an UV/Visible spectrophotometer
(GBC-916, GBC Scientific Equipment, Dandenong, Australia). The unit
enzyme activity was expressed as 50% of auto-oxidation inhibition of
epinephrine-adhenochrome.

3.5.2. Catalase activity

The catalase (CAT) activity was determined in the whole blood in
accordance to the methodology described by Aebi [15]. The reaction
is based on the breakdown of hydrogen peroxide (dissolved on
phosphate buffer: mmol: NaCl 137, KO 2.7 and phosphate buffer
salts 10) in the presence of enzyme (CAT) in the blood resulting in the
decrease of peroxide solution. The CAT activity was measured as the
change in optical density every 30 s for 3 min at 240 nmin an UV/Visible
spectrophotometer (GBC-916, GBC Scientific Equipment, Dandenong,
Australia). The enzyme activity was expressed as mmol min™ Eml=,

3.5.3. Glutathione peroxidase activity

The glutathione peroxidase (GPx) activity was analysed in the whole
blood using the method described by Flohé and Giinzler | 16]. Briefly,
this method is based on the tert-butyl hydroperoxide (t-BuOOH)
dismutation via oxidation of reduced glutathione (GSH) to oxidated
glutathione (GSSG). Further, this oxidation is catalyzed by GPx resulting
in the decrease of absorbance that was evaluated at 340 nm in an UV/
Visible spectrophotometer (GBC-916, GBC Scientific Equipment, Dan-
denong, Australia). In this protocol, to avoid the over evaluation of the
enzyme activity due to the hemoglobin oxidation present in the blood,
50 mM of KCN was added. The unit enzyme activity was expressed as
pmol min~ ' mL™".

3.5.4. Glutathione S-transferase activity

The glutathione S-transferase (GST) activity was also studied in
the whole blood using the methodology described by Habig etal.[17].
In this protocol, the 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (substrate for
GST) was used. In this reaction, GST with glutathione (GSH) promote
the CDNB-GSH conjugation (formation of DNP-glutathione conjugate
[DNP-SG] via nucleophilic displacement of CI~ with the GSH-thiol).
This reaction was monitored spectrophotometrically for 60s at
340 nm in an UV/Visible spectrophotometer (GBC-916, GBC Scientific
Equipment, Dandenong, Australia). The enzyme unit activity was
expressed as pmol min~ ' mL ™7,

3.6. Quantification of lipoperoxidation levels

The endogenous lipid oxidation was evaluated in the pleural fluid
leakage by determination of thiobarbituric acid-reactive substance
(TBARS) according to the method described by Bird and Draper | 18]. In
this protocol, products of lipid peroxidation react with thiobarbituric
acid producing a pink Shiff base that was measured spect

3.7. Drugs and reagents

The following drugs were purchased as indicated: mycophenolate
mofetil (Cell Cept, Roche, Milano, Italy); Dexamethasone (Prodome
Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brazil), Carrageenan-\
(degree 1V), cytochrome-c, CDNB (1-chloro-2, 4-dinitrobenzene),
DTPA (dietilenotriaminopentaacetic acid), Evans blue dye, ethanol,
hydroxide sodium, glutathione reductase, human polymorphonuclear
leukocyte myeloperoxidase, Indomethacin, L-glutathione reduced,
NADPH (B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced),

idine 2HCI (3,3'dimetl idine), sodium azide, tert-
butyl hydroperoxide (t-BuOOH), trichloroacetic acid, Tris-HCl buffer,
2-thiobarbituric acid, xanthine, xanthine oxidase (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), heparin (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo, SP,
Brazil), hydrogen peroxide (H»0, 30%) (Biotech, Sdo Paulo, SP, Brazil).
NaCl (0.9%), zinc-sulfate-7-hydrated, chloride acid and May-Grun-
wald-Giemsa dye from different commercial sources. Other chemicals
and solvents used were of analytical grade and obtained from dif-
ferent commercial sources.

3.8. Statistical analysis

Data are reported as mean -+ SEM. Statistical differences between
groups were determined by variance analysis (ANOVA) via two-ways,
complemented with Dunnett's and/or Student’s t-tests, when neces-
sary. P<0.05 was considered as indicative of significance.

4. Results
4.1. Leukocytes and exudation levels

In the early (4 h) inflammatory reaction phase induced by carrageenan, MMF at
the doses of 100 and 200 mg/kg significantly decreased leukacytes by 51.7 +3.4%, and
52,6 4 11.1%, respectively (P<0.01). At the same conditions, this drug also promoted a
significant reduction in neutrophils by 609+3.3%, and 634+8.5% (P<001) and
exudation levels by 25.72.7%, and 24.7 2.5%, respectively (P<0.01). In this phase
the mononuclears did not vary (P> 0.05). Dex and Indo also inhibited leukocytes by
66.0+3.8%, and 43.5+5.3%, neutrophils by 78.3+ 4.5%, and 53.9+4.7%, and exudation
levels by 36.7 4 40%, and 43,3 +9.1%, respectively (P<0.01) (Table 1).

Regarding this second (48 h) inflammatory process phase, MMF (100 and 200 mg/
kg) also significantly inhibited leukocytes by 59.8 +5.8%, and 63.0 +7.8% (P<0.01),
mononuclears by 76.1 +3.1%, and 75.7  5.6% (P<0.01) and exudation levels by 51.6 =
11.7%,and 46.0 + 3.5%, respectively (P<0.01). MMF did not alter neutrophils (P>0.05)
(Table 1). Dex and Indo also inhibited leukocytes by 61.0+2.4%, and 55.2++8.5%,
neutrophils by 69.9+4.6% and 57.0+8.2%, mononuclears by 583 3.1%, and 546+
721%, and exudation levels by 25.852% and 29.1-£7.0%, respectively (P<0.05)
(Table 1).

In both phases (4h and 48h) of this inflammatory reaction, MMF was only
effective in causing an inhibitory effect upon leukocyte and exudation levels when it
was given 0.5 h before carrageenan injection (results not shown). Thus, the doses of
100 mg/kg administered 0.5 h before carrageenan induction was chosen to analyse the
effect of this drug upon MPO, antioxidants enzymes activities (SOD, CAT, GPx and GST),
as well as, lipoperoxidation levels (TBARS).

4.2. Myeloperoxidase activity

Mycophenolate mofetil (100 mg/kg) was able to decrease MPO activity by 593+
122% at 4h and 32.2+104% at 48h in the inflammatory response induced
by carrageenan (P<0.05) (Fig. 1A and B). Dex and Indo also inhibited this enzyme
by 70.5:1.2% and 723437 at 4h and also 38.7£4.1%, and 246+£4.3% at 48 h,
respectively (P<0.05) (Fiz. 1A and B).

rically at 535 nm, in an UV/Visible spectrophotometer (GBC-916, GBC
Scientific Equipment, Dandenong, Australia). The concentrations of
TBARS were expressed as mmol of TBARS mL™ .

In these protocols mentioned above a positive control group
(animals treated only with carrageenan (N=5)) and a negative
control group (animals treated only with sterile phosphate buffer
saline PBS (pH 7.6) (N=5)) were performed. The same

4.3, Anti enzyme activities

Mycophenolate mofetil (100 mg/kg) significantly decreased antioxidant enzymes
(%of inhibition SOD: 16.0:+ 3.4%; CAT: 132+ 1.9%; GPx: 32.1 - 68%and GST: 53.7£3.1%)
at4 h (P<005). As expected, Dex and Indo inhibited all the antioxidant enzymes at this
time (% of inhibition SOD: Dex: 146 +6.0%; Indo: 8.9+ 2.6%; CAT: Dex: 17.4+3.7%; Indo:
158 5.7%: GPx: Dex: 40.0+2.3% Indo: 38.5:+0.6%; and GST: Dex: 52.6:+7.7%, Indo:
2574 20%) (P<005) (Table 2).

On the second (48 h) phase MMF at the same dose also inhibited the following

parameters (MPO activity, and SOD, CAT, GPx, GST, and TBARS levels)
were analysed 4 h and 48 h after pleurisy induction.

%ofinhibition SOD: 18.5 + 4.8%; CAT: 184+ 5.5%; GPx: 35.1+0.3%
and GST: 30.2+ 4.6%) (P<0.05). Dex and Indo also inhibited all studied parameters (% of
inhibition SOD: Dex: 15.7+4.1%; Indo: 13.3439%; CAT: Dex: 22,7 +4.5%; Indo: 135+
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Table 1
Effects of mycophenolate mofetil (MMF) on cell migration and exudation in both (4 h
and 48 h) phases of the inflammatory reaction induced by carrageenan, in mice.

Groups/dose  Leukocytes Neutrophils ~ Mononuclears ~ Exudate
(mg/ke) (x10%) (x10%) (x10%) (pgmL™")
4h

s 165+£032  037+012 1274019 1.69+0.19
g 560+049  424+056  135+017 1063057
Dex (0.5)" 1900217 093+019" 0974007 672:042""
Indo (5.0)" 317+0307 195020 1224017 6.02+097 "
MME (10) 5304063 368048 161030 967070
MMEF (50) 5054038  337+£049  168+024 9.89+0.71
MME (100)°  270+019"" 164030 105+006 7.89:028
MMF (200)°  265+062"° 155:035° 110029 800026
48h

s’ 1654032  037+£012  127+019 169+0.19
cg' 1065+117  233£029  829x124 11262012
Dex (0.5)" 415+025"" 070+£010"" 345+025 8354058
Indo (50)"  476+090° 1.004£019°  3.76+059 7982079
MMF (10)° 830+044 215020 6152029 931085
MMEF (50)° 8324056 1924007 640040 9.09+037
MMF (100)°  427+062°° 205044  222+025"  492x158"
MMF (200 391083 190+041  2012047" 607039

S: animals treated with sterile phosphate buffer saline (PBS ph 7.6); Cg: animals treated
with only carrageenan (1%); MMF: animals pre-treated with mycophenolate mofetil
(10-200 mg/kg): Dex: animals pre-treated with Dexamethasone (0.5 mg/kg); Indo:
animals pre-treated with Indomethacin (5 mg/kg). N=5 animals.

2 Administered by intrapleural route.

® Administered by intraperitoneal route.

© Administered by oral route.

* P<005.
** p<001.

4.1%; GPx: Dex: 16.6:4.1%; Indo: 234+2.1%; and GST: Dex: 52.6 £ 7.7%; Indo: 25.7+
2.0%) (P<0.05) (Table 2).

44, Lipoperoxidation levels

Mycophenolate mofetil (100 mg/kg), caused a marked reduction in TBARS levels by
226+£56%; at 4h and 22.8+3.0% at 48 h of the inflammatory process induced by
carrageenan (P<0.05). The similar manner, Dex and Indo also inhibited this same
inflammatory parameter by 25.4+5.1%, and 27.5+3.8%, at 4 h and by 20.0+2.1, and
40509 at 48 h, respectively (P<0.05) (Table 2).

5. Discussion

The oxidative stress has been shown to play a critical role in the
acute and chronic inflammatory response such as lung injury with the
concomitant enhancement of the lipid peroxidation [3,19]. In this
regard, it is well known that the antioxidant responses found in
different diseases depend on the severity, extension and/or the long-
term of the chronic inflammatory condition |20]. Leukocyte activation
prior to the cell responses involved in the acute inflammatory process
such as neutrophils, promotes the release of several types of ROS, such
as hydrogen peroxide, superoxide and hydroxyl radicals [21]. A
similar event occurs through the activation of mononuclear cells that
are involved primarily in the chronic inflammatory response [2].

ROS-detoxifying enzymes are crucial for cellular redox balance
regulation in the physiological and inflammatory processes. Among
them, SOD, CAT, GPx and GST are the most important enzymatic
agents involved in such processes. Steiling et al. [22] demonstrated
that SOD, CAT and GPx mRNA were up-regulated in the inflammatory
process induced by needle scarification in a murine model of skin
inflammation. Moreover, McCunney |23 ] showed that ROS release is
an important event involved in the chronic inflammatory disease such
as asthma. In addition, glutathione S-transferase (GST) activity was
significantly elevated in these patients. Moreover, inflammatory
conditions decrease the antioxidant capacity of the organism by
affecting a variety of endogenous ROS scavenging proteins and

enzymes [24]. Therefore, control of ROS levels is also required to
attenuate the inflammatory severity and tissue damage.

In the present study we found that mycophenolate mofetil exerts
an acute and important anti-infl, y effectin an i ion
model caused by carrageenan. These results allowed us to character-
ize a marked inhibitory profile upon leukocyte influx, regarding both
neutrophils and mononuclears, besides a significant exudation
inhibition. This effect was also associated with a significant decrease
in the activity of important enzymes such as SOD, CAT, GPx, and GST,
which participate on the main defense system against oxidative stress
induced by ROS overgeneration. Since Dex, Indo and MMF presented
similar effects profile. It is possible that these drugs may be acting via
common and distinct pathways. Our results are in accordance to the
literature, since studies reported by Krétz et al. [25] demonstrated
that MMF exerts an important antioxidant effect by inhibiting
endothelial NADPH-oxidase activity and superoxide radical formation
in human endothelial cells from the umbilical vein (HUVECs). This
effect could be attributed to the oxidative stress attenuation by
lowering of ROS production [25]. Moreover, Van den Branden et al.
[26] also showed a significant decrease in CAT and SOD activities
when mice were treated with MMF in the experimental model of
renal failure induced by adriamycin. Saad et al. [27] also showed a
significant decrease in GPx and GSH activities in the inflammatory
process in the nephrotoxicity model induced by cisplatin-induced
nephrotoxicity in rats treated with MMF.
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Fig. 1. Effects of mycophenolate mofetil (100 mg/kg, p.0.) upon myeloperoxidase
activity on the first (4h) (A) and late (48 h) (B) phases of inflammatory response
induced by carrageenan (1%; i.pl.), in the mouse model of pleurisy. S = animals pre-
treated with sterile phosphate buffer saline (PBS, ph 7.6); Cg = animals treated only
with carrageenan; MMF = animals pre-treated with mycophenolate mofetil (100 mg/
kg; p.0.); Dex = animals pre-treated with Dexamethasone (0.5 mg/kg; i.p.); Indo =
animals pre-treated with Indomethacin (5 mg/kg; i.p.). ("P<0.05 and **P<0.01). N=5
animals.
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Table 2
Effects of mycophenolate mofetil (MMF) on antioxidants enzymes activities and TBARS levels in both (4 h and 48 h) phases of the inflammatory reaction induced by carrageenan,
in mice.
Groups/dose SoD CAT GPx GST TBARS
(mgrkg) (USOD mL™") (mmol min™ ' mL™") (umol min~ ' mL™!) (nmol min~'mL™") (mmol mL™ ")
4h
s 792+47 084004 227415 592+05
cg 920£16 2272005 7074104 1042£12
Dex (05)" 785+56 136005 33555 802+05
Indo (5.0)" 837x24 139002 525+14" 78004
MMF (100)° 772432 155+0.15" 327+22" 832406
48h
s 792+47 0.84:£004 227+15 592+05
g 101.2+3.0 222009 81.0+46 19.05£05
Dex (0.5)" 852442 185+009" 625+49" 1520+04"
Indo (5.0)" 87.7+40" 1704005 69,51 1130+02"
MME (100)° 825+48° 1.44+003" 565+3.7" 147006

S: animals treated with sterile phosphate buffer saline (PBS ph 7.6); Cg: animals treated with only carrageenan (1%; i.pl.); MMF: animals pre-treated with mycophenolate mofetil

(100 mg/kg); Dex: animals pre-treated with Dexamethasone (0.5 mg/kg). N==5 animals.

2 Administered by intrapleural route; Indo: animals pre-treated with Indomethacin (5 mg/kg).

® intraperitoneal route.

© Administered by oral route.
* P<0.05.

* p<001.

A primary consequence of oxidative stress and reactive species
overgeneration caused by inflammatory process is the oxidation of
proteins and lipids or the oxidative degeneration of lipids [2]. In the
present study, MMF treatment also significantly decreased TBARS
levels and myeloperoxidase activity, and these effects could be
explained, at least in part, by the MMF ability to decrease reactive
species that are produced by myeloperoxidase release when leuko-
cytes were activated in the inflammatory process induced by
carrageenan [28]. These results are also in accordance with those
from other authors, which demonstrated that MMF was able to
significantly decrease TBARS levels in the murine model of kidney
inflammation induced by doxorubicin [26]. In addition, Farivar et al.
[29] also demonstrated the anti-inflammatory effect of MMF by
decreasing myeloperoxidase activity in the inflammatory injury
induced by ischemia-reperfusion in rats.

Clinical studies also showed that patients with psoriasis and rheu-
matoid arthritis treated with MMF presented a significant reduction in
urinary and plasma lipoperoxidation, thus reflecting attenuation of the
related oxidative stress [30]. Finally, De Cal et al. [ 3 1] showed in a single-
center cohort study that transplanted patients have significant decreased
in the oxidation protein products when treated with MMF, which also
indirectly reflects a decrease in reactive species generation.

6. Conclusion

In conclusion, mycophenolate mofetil exerts an important anti-
inflammatory effect, which might be attributed, at least in part, by
blocking reactive species generation and consequently oxidative
stress attenuation in the mouse pleurisy model. However, the
limitations observed in this model warrant the continuation of studies
on the antioxidant effects of mycophenolate mofetil.

References

[1] Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser |. Free radicals and
antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int ] Biochem
Cell Biol 2007:39(1):44-84.

[2] Thomas SR, Witting PK, Drummond GR. Redox control of endothelial furction and

: molecular and opportunities. Antioxid
Redox Signal 2008;10(10):1713-65.

[3] Ciencewicki J, Trivedi S, Kleeberger SR. Oxidants and the pathogenesis of lung
diseases. ] Allergy Clin Immunol 2008;122(3):456-68.

[4] Haddad JJ. Antioxidant and prooxidant mechanisms in the regulation of redox
(v)-sensitive transcription factors. Cell Signal 2002;14(11):879-97.

(5] Sinclair A, Appel G, Dooley MA, Ginzler E, Isenberg D, Jayne D, et al. Mycophenolate
mofetil as induction and maintenance therapy for lupus nephritis: rationale
and protocol for the randomized, controlled Aspreva Lupus Management Study
(ALMS). Lupus 2007;16(12):972-80.

[6] Hennes EM, Oo YH, Schramm C, Denzer U, Buggisch P, Wiegard C, et al.
Mycophenolate mofetil as second line therapy in autoimmune hepatitis? Am |
Gastroenterol 2008;103(12):3063-70.

[7] Arns W, Cibrik DM, Walker RG, Mourad G, Budde K, Mueller EA, et al. Therapeutic
drug monitoring of mycophenolic acid in solid organ transplant patients treated
with mycophenolate mofetil: review of the literature. Transplantation 2006;82
(8):1004-12.

[8] Orvis AK, Wesson SK, Breza Jr TS, Church AA, Mitchell CL, Watkins SW.
Mycophenolate mofetil in dermatology. J Am Acad Dermatol 2009;60(2):183-99.

9] Sahm GM, Sahin S, Kantarci G, Ergin H. Mycophenolate mofetil treatment for

t glomer: (Carlton) 2007;12(3):285-8.

110} Buhaescu[ Covic A, Levy J. Systemic vasculitis: still a challenging disease. Am J
Kidney Dis 2005;46(2):173-85.

[11] Saleh TSF, Calixto JB, Medeiros YS. A effects of
cromolyn and salbutamol in a murine model of pleurisy. Br ] Pharmacol 1996;118
(3):811-9.

[12] Rao TS, Currie JL, Shaffer AL, isakson PC. Comparative evaluation of arachidonic
acid (aa)- and tetradecanoylphorbol acetate (tpa)-induced dermal inflammation.
Inflammation 1993;17(6):723-41.

[13] Misra HP, Fridovich I The role of superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide dismutase. ] Biol Chem 1972:247
(10):3170-5.

[14] Boveris A, Fraga CG, Varsavsky Al Koch OR. Increased chemiluminescence and
superoxide production in the liver of chronically ethanol-treated rats. Arch
Biochem Biophys 1983;227(2):534-41.

[15] Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol 1984;204(1):234-54.

[16] Flohé L, Giinzler WA. Assays of glutathione peroxidase. Methods Enzymol
1984:105(1):114-21.

[17] Habig WH, Pabst Mj, Jacoby WB. Glutathione S-transferases: the first enzymatic
step in mercapturic acid formation. J Biol Chem 1976;249(1):7130-9.

[18] Bird RP, Draper AH. Comparative studies on different methods of malondyhalde-
hyde determination. Methods Enzymol 1984;90(1):105-10,

[19] MacNee W. Oxidative stress and lung inflammation in airways disease, Eur ]
Pharmacol 2001;429(1-3):195-207.

[20] Gutteridge JM, Halliwell B. Free radicals and antioxidants in the year 2000. A
historical look to the future. Ann N Y Acad SC| 200 899(1):136-47.

[21] Peake J, Suzuki K. il activation, and exercise-
induced oxidative stress. Exerc Immunol Rev 2004;10(1):129-41.

[22) Steiling H, Munz B, Werner S, Brauchle M. Different types of ROS-scavenging
enzymes are expressed during cutaneous wound repair. Exp Cell Res 1999;247
(2):484-94.

[23] McCunney RJ. Asthma, genes, and air pollution. ] Occup Environ Med 2005;47
(12):1285-91.

{24] Davies K]. Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal, repair, and
replacement systems. [UBMB Life 2000;50(4-5):279-89.

[25] Krdtz F, Keller M, Derflinger S, Schmid H, Gloe T, Bassermann F, et al.
Mycophenolate acid inhibits endothelial NAD(P)H oxidase activity and superox-
ide formation by a Rac1-dependent mechanism. Hypertension 2007;49(1):201-8.

28] Van den Branden C, Ceyssens B, Pauwels M, Van Wichelen G, Heirman [, Jie N, et al.

mofetil or ferosis and renal oxidative stress
in ms. Nephmn Exp Nephrol zom.gs(z).sz 9,




112

EM. Dalmarco et al. / Transplant Immunology 22 (2009) 12-17

[27] Saad SY, Arafah MM, Najjar TA. Effects of mycophenolate mofetil on cisplatin-
induced renal dysfunction in rats. Cancer Chemother Pharmacol 2007:59
(4):455-60.

[28] Scandalios JG. Oxidative stress: molecular perception and transduction of signals
triggering antioxidant gene defenses. Braz | Med Biol Res 2005;38(7):995-1014.

29] Farivar AS, MacKinnon-Patterson B, Barnes AD, Mulligan MS. The effect of anti-
i properties of mofetil on the of lung
reperfusion injury. | Heart Lung Transplant 2005;24(12):2235-42.

[30] Herrera J, Ferrebuz A, MacGregor EG, Rodriguez-Iturbe B. Mycophenolate mofetil
treatment improves hypertension in patients with psoriasis and rheumatoid
arthritis. J Am Soc Nephrol 2006;17(12 Suppl 3):218-25.

[31] De Cal M, Silva S, Cruz D, Basso F, Corradi V, Lentini P, et al. Oxidative stress and
‘monocyte reprogramming’ after kidney transplant: a longitudinal study. Blood
Purif 2008;26(1):105-10.



113

ANEXO 6

Artigo submetido



114

Experimental Lung Research

Evidence of an anti-inflammatory effect of mycophenolate
mofetil in a murine model of pleurisy

Journal: Experimental Lung Research
Manuscript ID: UELR-2010-0100
Manuscript Type: Original Papers

Date Submitted by the

Author: 20-Oct-2010

Complete List of Authors: Dalmarco, Eduardo; Regional University of Blumenau,
Pharmaceutical Sciences
Cordova, Caio; Regional University of Blumenau, Pharmaceutical
Sciences
Frode, Tania; Federal University of Santa Catarina,, Clinical Analysis

mycophenolate mofetil, anti-inflammatory activity, leukocytes,
Keywords: tumour necrosis factor-a, interleukin-1p, vascular endothelial
growth factor-a, interleukin-17A



Page 1 of 25

©CEONDU A WON =

115

Experimental Lung Research

Evidence of an anti-inflammatory effect of mycophenolate mofetil in a murine

model of pleurisy

Running head: Anti-inflammatory effect of mycophenolate mofetil.

Eduardo Monguilhott Dalmarco®, Caio Mauricio Mendes de Cordova®, and Tania Silvia

Frode®

“Department of Pharmaceutical Science, Centre of Health Sciences, Regional University
of Blumenau, ltoupava Seca, Blumenau, SC, Brazil
*Department of Clinical Analysis, Centre of Health Sciences, Federal University of Santa

Catarina, Campus Universitario, Trindade, Florianépolis, SC, Brazil

*Corresponding author: T.S. Frode, Department of Clinical Analysis, Centre of Health
Sciences, Federal University of Santa Catarina, Campus Universitario, Trindade,
Floriandpolis, SC, Brazil, 88040-970, fax: (55) 48 32 44 09 36, e-mail address:
saleh@ccs.ufsc.br



116

Experimental Lung Research Page 2 of 25

ABSTRACT

A promising therapeutic approach to reducing inflammation is to inhibit the production of

©0 NS WN =

19 pro-inflammatory cytokines (e.g., tumour necrosis factor alpha (TNF-q), interleukin 1 beta
13 (IL-1B), vascular endothelial growth factor alpha (VEGF-a) and, as shown more recently,
15 interleukin-17 (IL-17)). In the present study, we have demonstrated the anti-inflammatory
effects of MMF in in vivo experiments and have investigated the mechanism of action
20 underlying those effects. Results: Oral administration of MMF significantly inhibited
22 leukocyte influx during the first (4 h) and second (48 h) phases of inflammation in a
mouse model of pleurisy caused by carrageenan (P < 0.01). In accordance, MMF
27 suppressed protein levels of TNF-a, IL-18, VEGF-a and IL-17A (P < 0.01). This inhibitory
29 effect was due to down-regulation of mRNA expression for these pro-inflammatory
32 cytokines (P < 0.01). These results provide evidence of MMF-mediated inhibition of pro-
34 inflammatory cytokines, and these anti-inflammatory effects are assumed to result mainly
56 from the inhibition of the synthesis and release of TNF-q, IL-1B, VEGF-a and IL-17A from
39 activated leukocytes. These findings suggest that MMF might be an applicable
41 therapeutic in the regulation of the inflammatory response — a response in which the

44 humoural system plays a pivotal role.

48 KEYWORDS: mycophenolate mofetil, anti-inflammatory activity, leukocytes, tumour

51 necrosis factor-q, interleukin-1B, vascular endothelial growth factor-a, interleukin-17A.
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The inflammatory response involves a complex signals from intercellular promoting
the cytokine release. Activated inflammatory cells subsequently synthesise and secrete a
variety of pro-inflammatory cytokines such as tumour necrosis factor alpha (TNF-a),
interleukin 1 beta (IL-1B), vascular endothelial growth factor alpha (VEGF-a) and, as
shown more recently, interleukin-17 (IL-17), which is released by a novel subset of T-
helper cells that are known to be involved in both acute and chronic inflammatory
responses [1-3]. The suppression of these pro-inflammatory mediators has been found to
reduce the severity of the inflammatory reaction [4].

Despite much research into inflammatory diseases, no drugs with favourable
safety profiles are available yet for their treatment. Therefore, studies have been ongoing
to develop anti-inflammatory agents that are efficacious and safer than the drugs that are
currently available. In particular, the current understanding of anti-inflammatory
therapeutics suggests that effective inhibitors of the inflammatory pathway are most likely
to inhibit synthesis and/or secretion of inflammatory mediators.

Mycophenolate mofetil (MMF), the morpholinoethyl ester of mycophenolic acid
(MPA), is a powerful immunosuppressant agent that is useful for the prevention of acute
organ graft rejection in, for example, kidney, heart and liver transplantation [5].
Mycophenolic acid, a metabolite of MMF, depletes guanosine triphosphate pools in
lymphocytes and monocytes and suppresses de novo synthesis of purines, thereby
exerting selective and reversible anti-proliferative effects on these cells.

Experimental studies have demonstrated the efficacy of MMF in inhibiting murine
autoimmune uveoretinitis and in delaying the development of lupus [6]. In humans, MMF

therapy is beneficial in the treatment of inflammatory and autoimmune diseases such as
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glomerulopathies [7], systemic lupus erythematosus [8], vasculitis [9], myasthenia gravis
[10], Wegener's granulomatosis [11], rheumatoid arthritis [12] and psoriasis [13].

However, the anti-inflammatory mechanism of action of MMF has not yet been completely

WO ~NDOTSWN -

elucidated.

13 In this study, we sought to evaluate the anti-inflammatory effect of MMF on
15 leukocyte influx and on levels of important pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-
e 1B, VEGF-a and IL-17A, in the first (4 h) and second (48 h) phases of the inflammatory
20 reaction in a mouse model in which pleurisy is induced with a phlogistic agent
22 (carrageenan). In particular, we analysed cytokine mRNA levels to determine if MMF

25 could inhibit their synthesis.
22 MATERIALS AND METHODS

34 Animals

Swiss mice, weighing 18 - 25 g, were housed under standard conditions (room at a
39 constant temperature of 22 + 2°C, with alternating 12-h periods of light and darkness and
4 50 - 60% humidity) and were fed a standard mouse diet with water ad /ibitum. Each study
44 group consisted of five animals; unless otherwise stated, the number of animals was the
46 minimum necessary to demonstrate a consistent effect of the drug treatments. This study
48 was approved by the Committee for Ethics in Animal Research of the Regional University
51 of Blumenau (License number 026/2006), and all experiments were performed in
53 accordance with the principles stated in the Guide for Care and Use of Laboratory

95 Animals (Brazilian College of Animal Experimentation; COBEA).
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Induction and analysis of pleurisy

Pleurisy was induced by a single intrapleural injection (i.pl.) of 0.1 mL of sterile saline
(NaCL, 0.95%) plus carrageenan (Cg, 1%) [14]. After kiling the animals with an
overdose of pentobarbital, the thorax was opened, and the pleural cavity was washed
with 1.0 ml of sterile phosphate-buffered saline [PBS, pH 7.6; composition: NaCl (130
mM), NasHPO4 (5 mM), KH:PO4 (1 mM), and distilled water (1000 mL) containing
heparin (20 IU/mL)].

Initially, for determination of the dose to be used in subsequent experiments, a dose-
response curve for oral (p.o.) doses of MMF (1, 10, 50, 100 and 200 mg/kg) was
obtained. A group of animals was treated 0.5 h before pleurisy induction with different
doses of MMF, and the animals’ pleural fluid leukocyte count was analysed 4 h and 48 h
after carrageenan injection. Based on the results from this protocol which MMF caused a
significant inhibition of both leukocytes and exudation into the mouse pleural cavity, the
dose (100 mg/kg) of MMF was chosen for analysis of the time course profile of this drug
effects and of its modulation of inflammatory parameters. In both phases (4 h and 48 h) of
this inflammation, MMF was only effective at inhibiting leukocyte influx when it was given
0.5 h before carrageenan injection (results not shown). Thus, the dose of MMF (100
mg/kg, p.o.), administered 0.5 h before carrageenan induction, was chosen to analyse the
effect of this drug on mRNA and protein levels of TNF-a, IL-18, VEGF-a and IL-17A in
both phases (4 h and 48 h) of the inflammatory reaction in the carrageenan mouse model
of pleurisy.

Following this protocol, several samples of extravasated fluid from mouse pleural

cavities were collected to determine levels of TNF-q, IL-18, VEGF-a and IL-17A; the
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1
2

i cytokines levels were analysed immediately on the day of the experiments. Additionally,
2 in another set of experiments, further analysis was performed to determine the effect of
é MMF on mRNA levels of TNF-q, IL-1B8, VEGF-a and IL-17A in the lungs. For both (4 h
1(1) and 48 h) phases, the potent anti-inflammatory agents dexamethasone (Dex),
15 indomethacin (Indo) and ibuprofen (lbu) were used as reference drugs. Animals were
E pre-treated (0.5 h) with Dex (0.5 mg/kg, i.p.), Indo (5 mg/kg, i.p.) or lbu (30 mg/kg, p.o.),
:g and the same inflammatory parameters were evaluated 4 h and 48 h after treatment.

;g The following groups of animals were used in the experiments: 1) animals treated
% only with i.pl. sterile saline (NaCL 0.95%) (N = 5), which was considered as the
zg negative-control group; 2) animals treated only with carrageenan (1%, i.pl.) (N = 5),
gz which was considered as the positive-control group; 3) animals treated with Dex (0.5
gg mg/kg, i.p.) 0.5 h before carrageenan (N = 5); 4) animals treated with Indo (5 mg/kg, i.p.)
2; plus carrageenan (N = 5); 5) animals treated with lbu (30 mg/kg, p.o.) plus carrageenan
gzl (N = 5); and 6) animals treated with MMF (100 mg/kg, p.o.) plus carrageenan (N = 5).

36

37

SS Measurement of TNF-a, IL-18, VEGF-a and IL-17A protein levels

EE The protein levels of TNF-a, IL-18, VEGF-a and IL-17A in the mouse pleural cavity fluid
ﬁ were assayed by a two-side sandwich-like immunosorbent assay (ELISA) using
%g commercially available kits with specific monoclonal antibodies for each cytokine,
:S according to the manufacturers' instructions. The concentration ranges detected by these
2(1) assays were as follows: TNF-a (31.3 - 2000 pg/mL), IL-1B (11.72 - 750 pg/mL), VEGF-a
g; (62.5 - 4000 pg/mL) and IL-17A (4.0 - 500 pg/mL). The intra- and inter-assay coefficients
gg of variation (CV) were as follows: intra CV: TNF-a = 7.8 # 0.9%, IL-1B = 6.2 + 0.4%,
57 .

58

59
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VEGF-0=6.0+2.1% and IL-177A = 7.5 + 1.7%; inter CV: TNF-a=9.6 +2.1%, IL-1B = 5.1
+ 0.6%, VEGF-a = 5.1 £ 0.7% and IL-17A = 6.2 + 0.9%. The sensitivities of the assays
were as follows: TNF-a = 5.0 pg/mL, IL-18 = 1.67 pg/mL, VEGF-a = 10.98 pg/mL and IL-
17A = 4.0 pg/mL. All cytokine concentrations were estimated by means of colorimetric
measurement at 450 nm on an ELISA plate reader (Organon Teknika, Roseland, NJ,

USA) and by interpolation from a specific standard curve for each cytokine.

Measurement of mRNA expression levels for TNF-q, IL-1B, VEGF-a and IL-17A
Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from mouse lung tissue samples (200 mg) using Trizol® (1000
uL) plus chloroform (200 pL) and 75% isopropyl alcohol (500 pL, v/v). After
centrifugation for 15 min at 12,000 x g at 4°C, the precipitate was washed once with
75% ethanol (1000 L, v/v). The pellets were dissolved in a 0.01% DEPC
(diethylpyrocarbonate)/water solution (100 uL, v/v), and the RNA concentration was
determined by measuring absorbance at 260 nm on a spectrophotometer (GBC-916,
GBC Scientific Equipment, Dandenong, Australia). Total RNA (1 ug/uL) was mixed with
DNAse Grade [® (1 pL), according to the manufacturer's instructions. Then DNAse-
treated RNA (500 ng) was added to a solution containing Oligo dT (12-18)® (1 uL) and
reverse transcriptase (1 plL), according to the manufacturer's protocol. All reactions were
performed in a thermocycler (Biocycler MJ96+, Biosystems, S&o0 José dos Pinhais, PR,
Brazil). The primers for specific genes were designed based on the sequences

published on GenBank and on the PCR conditions used in our protocols (Table 1).
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Primers specific for B-actin were used as a reverse transcriptase control (internal

control) for PCR analysis.
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The PCR products were analysed by electrophoresis using an agarose gel (1%)
n (BioAmerica Inc., Miami, Florida, USA) stained with ethidium bromide and visualised
13 under UV light (Vilber—Lourmat®, Photo-Capt System). Final amounts of RT-PCR
15 products for TNF-q, IL-18, VEGF-a and IL-17A were calculated after normalisation to B-
actin expression. Bands were detected and analysed using the Photo-Capt image

20 version 12.4 for Windows® to quantify their intensity.

25 Drugs and reagents

27 The following drugs were purchased as indicated: mycophenolate mofetil (Cell
29 Cept® Roche, Milan, Italy), dexamethasone (Prodome Quimica e Farmacéutica
32 Ltda.,Campinas, SP, Brazil), carrageenan-A (degree 1V), ibuprofen, indomethacin (Sigma
34 Chemical Co., St. Louis, MO, USA), heparin (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo, SP, Brazil),
May-Grunwald-Giemsa dye, and Turk’s solution (Laborclin, S0 José dos Pinhais, PR,
39 Brazil), enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) for quantitative determination of
4 mouse TNF-a (Biosciences Pharmingen, San Diego, California, USA; Cat. N. 559732),
44 mouse IL-1B, mouse VEGF-a (Immunobiological laboratories Co. Ltd., Fujioka, Gunma,
46 Japan; Cats. N. 27193 and 27102) and mouse IL-17A (eBioscience Inc., San Diego,
48 Califomnia, USA; Cat. N. 88-7971). All primers, ethidium bromide, Trizol® and DNAse
51 grade 1® were purchased from Invitrogen (Carlsbad, California, USA). The RevertAid H
53 Minus First Strand cDNA synthesis kit was purchased from Fermentas (Burlington,

Canada), and PCR-grade agarose was purchased from BioAmerica Inc. (Miami, Florida,
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USA). Other chemicals and solvents used were of analytical grade and were obtained

from different commercial sources.

Statistical analysis

All values are reported as the mean + SEM. Significant differences among experimental
groups (raw data) were determined when necessary by student's t-tests or two-way
analyses of variance (ANOVA), followed by Dunnetts and Pearson’s correlation
coefficient tests. P values of less than 0.05 were considered to be indicative of

significance.

RESULTS

Effects of MMF on leukocyte influx
In the early (4 h) phase of the inflammatory reaction induced by carrageenan, MMF at the
doses of 100 and 200 mg/kg significantly decreased the number of leukocytes in the
pleural fluid by 51.7 + 3.4% and 52.6 + 11.1%, respectively (P < 0.01) (Figure 1A). At the
same time point, this drug also significantly reduced neutrophils by 60.9 + 3.3% and 63.4
* 8.5% (P < 0.01) (Figure 1B). Treatment with Dex, Indo and Ibu also inhibited these
same inflammatory parameters (P < 0.01) (Figures 1A and B).

Regarding the second (48 h) phase of this inflammatory process, MMF (100 and 200
mg/kg) also significantly inhibited leukocyte influx by 59.8 + 5.8% and 63.0 + 7.8% (P <

0.01) (Figure 2A) and mononuclear cells by 76.1 + 3.1%, and 75.7 + 5.6% (P < 0.01)
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(Figure 2B). Again, Dex, Indo and Ibu also inhibited leukocyte and mononuclear cells

influxes (P < 0.05) (Figures 2A and B).
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10 Effects of MMF on TNF-a, IL-1B, VEGF-a and IL-17A protein levels

13 To test whether MMF could be implicated in the inhibition of pro-inflammatory cytokines,
15 we analysed the effect of this drug on protein levels of TNF-a, IL-1B, VEGF-a and IL-17A
17 during the first (4 h) and second (48 h) phases of the inflammatory process induced by
20 carrageenan. Treatment with MMF (100 mg/kg) significantly reduced protein levels of
22 TNF-a by 51.1 £ 9.3% and 77.4 £+ 5.1% (P < 0.01), IL-1B by 39.6 + 3.8% and 63.9 + 8.3%
25 (P < 0.01), VEGF-a by 29.4 + 2.2% and 51.1 + 7.3% (P < 0.01) and IL-17A by 42.8 +
27 1.7% and 32.1 £ 10.9% (P < 0.01), respectively (Table 2). The reference drugs (Dex, Indo
29 and |bu) also decreased the levels of these pro-inflammatory cytokines (P < 0.05) (Table
32 2).

34 In both (4 h and 48 h) phases of pleurisy, we observed a positive correlation
between the leukocyte influx inhibition caused by MMF treatment and the reduction in the
39 level of each pro-inflammatory cytokine in extravasated fluid (Leuk. vs. TNF-a, r = 0.96
41 and r = 0.91; Leuk. vs. IL-1B, r=0.98 and r = 0.92; Leuk. vs. VEGF-a, r=0.99 and r =

44 0.92; and Leuk. vs. IL-17A, r = 0.98 and r = 0.91) (P < 0.05).

48 Effects of MMF on levels of mRNA expression for TNF-a, IL-18, VEGF-a and IL-17A
51 Since MMF caused a significant reduction in the levels of protein for TNF-a, IL-18, VEGF-
53 a and IL-17A, we also investigated the effect of MMF on these cytokines’ mRNA

55 expression patterns in the inflamed lungs of animals pre-treated with MMF. We found that
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in both phases (4 h and 48 h) of the inflammatory response caused by carrageenan, MMF
(100 mg/kg) significantly reduced the levels of MRNA for TNF-a by 63.0 + 1.6% and 39.6
+3.7% (P < 0.01) (Figures 3A and 4A), IL-1B by 53.8 + 1.6% and 62.7 + 1.8% (P < 0.01)
(Figures 3B and 4B), VEGF-a by 40.3 + 2.6% and 56.8 + 3.2% (P < 0.01) (Figures 3C
and 4C) and IL-17A by 58.4 + 4.0% and 46.5 + 4.8% (P < 0.01) (Figures 3D and 4D),
respectively. Pre-treatment with Dex, Indo and lbu also reduced mRNA levels for these
cytokines (P < 0.05) (Figures 3 and 4). Additionally, a significant positive correlation
petween leukocyte influx and the levels of mRNA expression for each of the cytokines
studied was observed at the 4- and 48-h time points (Leuk. vs. TNF-a mRNA, r = 0.94
and r = 0.87; Leuk. vs. IL-1B mRNA, r=0.91 and r = 0.85; Leuk. vs. VEGF-a mRNA, r =

0.95 and r = 0.90 and IL-17A mRNA, r=0.98 and r = 0.87, respectively) (P < 0.05).
DISCUSSION

Despite the vast array of commercially available drugs, of which NSAIDs are the most
used, continued research efforts are progressing with a goal of discovering drugs that
are efficacious and safer than the drugs that are currently available.

The results demonstrated here provide additional evidence that MMF has important
anti-inflammatory effects. Pre-treatment with MMF inhibited the inflammatory response in
the mouse model of pleurisy induced by carrageenan, effectively decreasing both acute
(4 h) neutrophil and late (48 h) mononuclear cells influxes.

It is important to note that in these experimental protocols, the same dose of MMF

(100 mg/kg) was sufficient to inhibit the early (4 h) and late (48 h) phases of carrageenan-
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induced inflammation.
QOur results are interesting because the pleurisy model, with its bimodal cellular

influxes, may be used to test drugs that are candidates to treat chronic inflammation, such
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s
o

11 as those targeting asthma and autoimmune diseases, among others [14].

12 .
13 Importantly, although other immunosuppressant drugs such as cyclosporin A,
14

15 tacrolimus and metrothexate were more potent in inhibiting leukocyte influx in the same
16
17
18
19
20 MMF was similar in several aspects, by inhibiting cell migration and exudate to the pattern
21

gg of these drugs [15-17]. Also, the MMF anti-inflammatory effect was very similar in several
24
25
26
27 The MMF effect on leukocyte inhibition was also correlated with a decrease in levels
28

ig of both protein and mRNA for TNF-q, IL18, VGF-a and IL-17A. These findings extend the
31 ] - :

30 hypothesis that the anti-inflammatory effect of MMF was due to the down-regulation of the
33

34 production and/or secretion of pro-inflammatory cytokines.

35
36
37
38
39 MMF on leukocytes and pro-inflammatory mediators. In this context, MMF administration
40

3; caused a significant inhibition of neutrophil migration to the lungs in a rat model of
ﬁ ischemia/reperfusion injury induced by hilar occlusion [18]. Moreover, Saad et al. (2007)
45

46 demonstrated that MMF inhibited mononuclear cells influx to the kidney in rats with
47

33 inflammation induced by cisplatin [19].

50 = Sar

51 The inhibitory effect of MMF on leukocyte migration might be explained by studies
52

53 reported by Glomsda et al. (2003), who demonstrated that MMF had an inhibitory effect
54
55
56
57
58
59
60

experimental model, the anti-inflammatory pattern of leukocyte inhibition presented by

aspects to the effects of Dex and Ibu, but less than that of Indo.

Our results are in accordance with other studies that have demonstrated an effect of

on monocyte adhesicn molecules in in vitro studies using human umbilical vein
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endothelial cells (HUVEC) [20].

It has been reported that MMF decreases levels of TNF-a and IL-1B in different
experimental models such as in the murine model of colitis induced by 2,4,6-
trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS), in the rat model of ischemia/reperfusion injury and in
the murine macrophages and human monocytes stimulated by lipopolysaccharide (LPS)
models [21-23]. Additionally, Farivar et al. (2005) reported that MMF promoted a marked
reduction in the expression of EGR1 (a nuclear transcription factor responsible for VEGF-
a production) and consequently caused a reduction in lung vascular permeability in a rat
model of ischemia/reperfusion injury induced by hilar occlusion [18].

Most of the studies have shown MMF-induced suppression of lymphocytes in the
experimental murine model of colitis induced by TNBS [23] and in the rat model of kidney
inflammation induced by acetate [24]. However, few studies have revealed the effect of
MMF on IL-17A; a notable exception is the study by Von Vietinghoff et al. (2010), who
showed that treatment of C57BI/6 mice with MMF depleted levels of I1L-17, and this effect
was related to a decrease in neutrophil influx [25].

In conclusion, our results confirm and extend the evidence of MMF-mediated
inhibition of important pro-inflammatory cytokines. This anti-inflammatory effect of MMF is
hypothesised to result mainly from the inhibiton of TNF-a, IL-1B and VEGF-a.
Additionally, this study provides detailed information of the inhibitory effect on IL-17A
exerted by MMF, demonstrating that, in addition to the inhibition of pro-inflammatory
cytokines, this drug also down-regulates activated lymphocytes, specifically TH17 clones.
These findings suggest that MMF might be an applicable therapeutic in the regulation of

the inflammatory response, in which the humoural response plays a pivotal role.
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Legends

FIGURE 1 Effects on leukocytes (A) and neutrophils (B) of different doses of
mycophenolate mofetil (1 - 200 mg/kg, p.o.) administered 0.5 h before carrageenan in
the early (4 h) phase of inflammation in the mouse model of pleurisy induced by
carrageenan. S: animals treated only with sterile saline (NaCL 0.95%) (negative control
group), Cg: animals treated only with carrageenan (1%, i.pl., positive control group),
Dex: animals pre-treated (0.5 h) with dexamethasone (0.5 mg/kg, i.p.), Indo: animais
pre-treated (0.5 h) with indomethacin (5 mg/kg, i.p.), lbu: animals pre-treated (0.5 h)
with ibuprofen (30 mg/kg, p.0.). N =5 animals. *P < 0.05 and **P < 0.01.

FIGURE 2 Effects on leukocytes (A) and neutrophils (B) of different doses of
mycophenolate mofetil (1 - 200 mg/kg, p.o.) administered 0.5 h before carrageenan in
the late (48 h) phase of inflammation in the mouse model of pleurisy induced by
carrageenan. S: animals treated only with sterile saline (NaCL 0.95%) (negative control
group), Cg: animals treated only with carrageenan (1%, i.pl., positive control group),
Dex: animals pre-treated (0.5 h) with dexamethasone (0.5 mg/kg, i.p.), Indo: animals
pre-treated (0.5 h) with indomethacin (5 mg/kg, i.p.), lbu: animals pre-treated (0.5 h)
with ibuprofen (30 mg/kg, p.o.). N =5 animals. **P < 0.01.

FIGURE 3 Effect of mycophenolate mofetil (100 mg/kg, p.o.), administered 0.5 h before
carrageenan, on levels of expression of mRNA for TNF-a (A), IL-1B (B), VEGF-a (C)
and IL-17A (D) in the early (4 h) phase of the inflammatory response induced by
carrageenan in the mouse modei of pieurisy. S: animals treated oniy with steriie saiine
(NaCL 0.95%) (negative control group), Cg: animals treated only with carrageenan (1%,
i.pl., positive control group), Dex: animals pre-treated (0.5 h) with dexamethasone (0.5
mg/kg, i.p.), Indo: animals pre-treated (0.5 h) with indomethacin (5 mg/kg, i.p.), lbu:
animals pre-treated (0.5 h) with ibuprofen (30 mg/kg, p.o.). N = 5 animals. The inset
represents the ethidium bromide-stained agarose gel allows visualization of the RT-
PCR product for each cytokine mRNA expression. *P < 0.05 and **P < 0.01.
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FIGURE 4 Effect of mycophenolate mofetil (100 mg/kg, p.o.), administered 0.5 h before
carrageenan, on levels of expression of mRNA for TNF-a (A), IL-18 (B), VEGF-a (C)
and IL-17A (D) in the late (48 h) phase of the inflammatory response induced by
carrageenan in the mouse model of pleurisy. S: animals treated only with sterile saline
1o (NaCL 0.95%) (negative control group), Cg: animals treated only with carrageenan (1%,
12 i.pl., positive control group), Dex: animais pre-treated (0.5 h) with dexamethasone (0.5

OO R WN =

14 mg/kg, i.p.), Indo: animals pre-treated (0.5 h) with indomethacin (5 mg/kg, i.p.), lbu:
16 animals pre-treated (0.5 h) with ibuprofen (30 mg/kg, p.o.). N = 5 animals. The inset
represents the ethidium bromide-stained agarose gel allows visualization of the RT-
L PCR product for each cytokine mRNA expression. **P < 0.01.
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TABLE 1 The primers and conditions used in RT-PCR reactions.
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Gene Primers B o s dete s e
pamin S e 606 30 95 52 72 BC138614.1
TNF-a mmmmm%»%mm%mw%%m 204 36 95 50 72 BC137720.1
lelp TR 350 35 95 53 72 BC11437.1
T s L L 199 36 95 56 72 NC000083.5
BT WL e 195 38 95 48 72 BC119309.1

All PCR reactions were performed using a one period of 5 min. at 95°.C. The cycles were followed by a period of 7 min. at

72°.C.
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4

2

3

4 TABLE 2 Effects of Mycophenolate mofetil (MMF) on the protein levels of TNF-q, IL-1B,
5

6 VEGF-a and IL-17A in both (4 h and 48 h) phases of the inflammatory reaction induced
7

S by carrageenan, in mice.

10

n Groupsidoses  TNF-a IL-1B VEGF-a IL-17A

]i (mg/kg) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
15

16 4h

17

I g 45.2+4.8 70.7+0.4 365.5£14.6 57.4+10.4
E? Cg* 2944.8+378.7 1156.0£118.9 1110.4£127.9 846.0£63.0
"4

gg Dex (0.5)° 1375.62270.3**  516.0+47.2*" 702.6+19.0** 171.8+16.0**
gg Indo (5.0)° 1553.14243.0*  763.5+125.0** 727.9+4.4** 124.0+10.8*
26 Ibu (30.0)° 656.6+72.1** 499.5+36.0** 360.4+14.6** 375:8£27.0™
27

gg MMF (100)° 1439.0£273.6™  696.8+44.1** 783.7+24.9** 482.3+14.7*
30

31

o 48 h

33

2‘5‘ &F 45.2+4.8 70.7:9.4 365.5+14.6 57.4+10.4
36 Cg? 495.2+30.1 328.5£15.0 2362.9£362.9 353.6+12.5
37

gg Dex (0.5)° 88.4+11.7* 139.7+9.4* 1475.7+134.6* 164.8+12.5**
40 Indo (5.0)° 171.0+£37.0** 145.4+32.9" 994.1+£70.2* 255.9+47.2*
41

42 Ibu (30.0)° 99.616.1** 107.4£7.3* 493.9+21.7* 250.6+29.4*
43

44 MMF (100)° 111.64£25.2** 117.8+27.3** 1153.8+86.3** 240.0+38.6*
45

‘A'S S: Animals treated only with sterile saline (NaCl 0.95%, negative control group); Cg:
ig Animals treated with only carrageenan (1 %, positive control group); MMF: Animals
50 pretreated with mycophenolate mofetil (100 mg/kg); Dex: Animals pretreated with
51

52 Dexamethasone (0.5 mg/kg); Indo: Animals pretreated with Indomethacin (5 mg/kg);
gi lou: Animals pretreated with Ibuprofen (30 mg/kg). a = administered by intrapleural
gg route; b = administered by oral route; ¢ = administered by intraperitoneal route. (*P <
57 0.05 and **P < 0.01). N = 5 animals.

58

59
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Leukocytes (x 10°)
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