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RESUMO

Base tedrica: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune sistémica onde a
inflamag&o cronica da sindvia articular e a subsequente erosdo 0ssea e da cartilagem
resultam em destruicdo articular, dor e incapacidade funcional. Apesar dos recentes
progressos no tratamento da AR, estes ainda apresentam limitacGes e significativos
efeitos adversos, salientando a necessidade de novas estratégias terapéuticas. Plantas
da familia das Amarilidaceas apresentam em seus bulbos um conjunto de alcaloides
muito caracteristicos e exclusivos com atividades farmacoldgicas, tais como atividade
antiviral, anti-inflamatoria e atividade anticolinérgica. A montanina ¢ um alcaloide
isolado da Rhodophiala bifida, uma planta da familia das amarilidaceas utilizada na
medicina popular, mas nunca antes testada como terapia para doencas inflamatorias.
Objetivo: Avaliar o efeito da montanina como uma terapia anti-inflamatéria in vivo
em dois modelos de artrite e in vitro sobre a proliferacdo de linfécitos e sobre a
invasdo de fibroblastos sinoviais (FLS).

Meétodos: Artrite induzida por antigeno (AIA) foi realizada em camundongos Balb/C
com albumina bovina sérica metilada e a nocicepcao e a migracao de leucdcitos para a
articulacdo do joelho foram os parametros avaliados. Artrite induzida por colageno
(CIA) foi realizada em camundongos DBA/1J e o desenvolvimento e severidade da
artrite foi avaliado através de escore clinico, nocicepcao articular e escore histolégico.
Montanina foi administrada via intraperitoneal, duas vezes ao dia. A proliferacéo de
linfécitos estimulados por concanavalina A (conA) foi realizada pelo método de MTT
e invasdo de FLS em 24 horas foi avaliada em um sistema de insertos de Matrigel.
Resutados: A administracdo de montanina diminuiu a migracdo articular de leucécitos
(p<0,001) e a nocicepcao (p<0,01) em camundongos com AIA. Em camundongos com
CIA, o tratamento com montanina reduziu a severidade da artrite e o dano articular
avaliado pelos escores clinico (p<0,01) e histoldgico (p<0,05) e melhorou a
nocicepcao articular (p<0,05), sem causar nenhum dano hepético. Além disso,
montanina inibiu in vitro a proliferacdo de linfocitos estimulados com conA (p<0,01) e
diminuiu a invasdo de FLS (p<0,05) em 54%, com uma acgdo independente de
citotoxicidade.

Conclusdo: Esses resultados indicam gque a montanina pode ser explorada para se
tornar um possivel farmaco para o tratamento de doencas inflamatorias e autoimunes,

como a AR.



Palavras chave: Artrite reumatoide, inflamacdo, fibroblastos sinoviais, artrite
induzida por antigeno, artrite induzida por colageno, alcaloides de amarilidaceas,

montanina.



ABSTRACT

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune and systemic disease
where the chronic inflammation of articular synovia and the subsequent bone and
cartilage erosion results in joint destruction, pain and functional disability. Despite
recent progress in RA treatments, its still have limitations and significant side effects,
emphasizing the need of new therapeutic strategies. Amaryllidaceae plants presenting
at its bulbs a set of very characteristics and exclusives alkaloids with pharmacological
activities such as antiviral, anti-inflammatory and anticholinergic activity. Montanine
is an alkaloid isolated from the Rhodophiala bifida, an Amaryllidaceae plant used in
alternative medicine but never before tested as a therapy for inflammatory diseases.
Objective: To evaluate the effect of montanine as an in vivo anti-inflammatory therapy
in two arthritis models and in vitro on lymphocytes proliferation and fibroblast-like
synoviocytes (FLS) invasion.

Methods: Antigen-induced arthritis (AIA) was performed in Balb/C mice with
methylated bovine serum albumin and nociception and leukocytes migration into the
knee joint were evaluated. Collagen-induced arthritis (CIA) was performed in DBA/1J
mice and arthritis development and severity were assessed by clinical scoring, articular
nociception and histological scoring. Montanine was administered intraperitoneally
twice a day. Lymphocyte proliferation stimulated by concanavalin A in 48 hours was
performed with MTT assay and FLS invasion in 24 hours was assayed in a Matrigel-
coated transwell system.

Results: Administration of montanine decreased leukocyte articular migration
(p<0.001) and nociception (p<0.01) in mice with AIA. In mice with CIA, treatment
with montanine reduced severity of arthritis and joint damage assessed by clinical
(p<0.01) and histological score (p<0.05) and ameliorates articular nociception
(p<0.05), without causing any hepatic damage. Moreover, montanine inhibited in vitro
lymphocyte proliferation stimulated with ConA (p<0.01) and decreased FLS invasion

by 54% (p<0.05), with an action independent of cytotoxicity.

Conclusion: These findings suggest that montanine can be explored to become a

possible medicament to treat inflammatory and autoimmune diseases such as arthritis.

Key Words: Rheumatoid arthritis, inflammation, fibroblast-like synoviocytes, antigen-

induced arthritis, collagen-induced arthritis, Amaryllidaceae alkaloid, montanine.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca poliarticular simétrica e croénica,
caracterizada por inflamacéo sinovial persistente, producdo de autoanticorpos, destruicdo
Ossea e de cartilagem, resultando em incapacidade funcional (1). Atinge 0,5-1% da
populacdo adulta mundial (2) e 0,46% da populacéo brasileira (3). A doenga é trés vezes
mais frequente nas mulheres e sua incidéncia aumenta com a idade, atingindo um pico na
quinta década de vida (4). Constitui um importante problema de salde publica e
sociocultural. De 20-40% dos pacientes com AR tornam-se incapazes para o trabalho em até
dois anos apo6s o diagnostico, com um aumento na porcentagem para 40-80% em até 20
anos apos o diagnostico (5).

Embora tenha etiologia ainda desconhecida, sabe-se que tipos celulares do sistema
imune inato e do adaptativo estdo envolvidos nos mecanismos gue iniciam a patogénese da
doenca (6). O evento inicial € um processo inflamatério na membrana sinovial, decorrente
primeiramente da infiltragdo e acumulo de leucdcitos, principalmente neutrofilos e,
posteriormente da infiltracdo e/ou ativacdo local de macrdfagos, células T (principalmente
CD4+) e B, plasmdcitos, mastécitos e células dendriticas, que comumente formam
estruturas parecidas com foliculos linfoides. Os sinovidcitos (macréfagos e fibroblastos
sinoviais) se tornam hipertréficos e aumentam sua proliferagdo, gerando hiperplasia da
membrana sinovial. A membrana sinovial hiperplésica, juntamente com o infiltrado celular
e a neoangiogénese, formam um tecido altamente invasivo conhecido como pannus, que
invade 0 0sso e degrada a cartilagem, levando a destrui¢do progressiva da articulacao (7, 8).

Os avancos na compreensdao da fisiopatogénese da AR permitiram o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas nos ultimos anos (9) e proporcionaram
aos pacientes, principalmente aqueles com o espectro mais grave da doenca, uma
restauracdo significativa de sua qualidade de vida. No entanto, apesar dos significativos
efeitos adversos das terapias atualmente disponiveis (2), poucos pacientes conseguem
atingir a remissdo completa da doenca (10). Esse quadro salienta a necessidade e
importancia do estudo de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da AR.

Dentro da vasta biodiversidade das plantas, a familia Amaryllidaceae se mostra
bastante promissora como uma ferramenta terapéutica para doencas humanas e € usada na
medicina popular de paises em desenvolvimento como agente antiparasitario, anti-
inflamatério e antirreumatico (11-14). A maioria dos compostos encontrados nas
amarilidaceas sdo alcaloides especificos e especiais (11), unicos desta familia de plantas

(15), e parecem ser 0s responsaveis por seu potencial medicinal.
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Rhodophiala bifida (Herb.) Traub pertence a essa familia de plantas e € uma
espécie nativa do nordeste da Argentina, ocorrendo também no Uruguai e no Brasil (16).
Uma caracteristica marcante dessa planta é a presenca massiva em seus bulbos do alcaloide
montanina (17). Ainda pouco estudado, o alcaloide montanina apresenta atividades
psicofarmacologicas, incluindo efeitos ansioliticos, antidepressivos e anticonvulsivos (18),
acdo inibitoria da atividade da enzima acetilcolinesterase (19), efeito citotdxico em algumas
linhagens de células humanas cancerigenas (20) e um grande potencial antimicrobiano (17).
As caracteristicas estruturais e o potencial farmacoldgico diversificado indicam que o
alcaloide montanina pode apresentar um efeito terapéutico interessante em condicdes
inflamatorias.

Dentro deste contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a montanina, um
alcaloide isolado do bulbo da Rhodophiala bifida, como uma estratégia terapéutica para a
artrite reumatoide. Para isso, foi realizada a avaliacdo da acdo anti-inflamatoria da
montanina em dois modelos murinos de artrite e a avaliagdo da acdo imunomoduladora
sobre a populacédo de leucdcitos circulantes de camundongos saudaveis, sobre a proliferacdo
de linfdcitos e, por fim, sobre a invasdo de fibroblastos sinoviais em cultura. Todas essas
analises visaram a realizacdo de provas de conceito para dar suporte e embasamento para
uma possivel progressdo para estudos clinicos com o alcaloide, calcando a base de um

estudo translacional.
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REVISAO DA LITERATURA

1. ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Esta revisdo da literatura estd focada nos aspectos relacionados aos alcaloides
isolados das plantas amarilidaceas, especialmente a montanina e seu uso potencial como um
anti-inflamatorio e, especificamente, para o tratamento da artrite reumatoide. A estratégia de
busca envolveu as bases de dados PubMed, SciELO e repositorio digital LUME/UFRGS no
periodo de 1977 e 2015. Foram realizadas buscas através dos termos “rheumatoid arthritis”,
“arthritis”, “inflammation”, “collagen-induced arthritis”, “antigen-induced arthritis”,
“lymphocytes”, “fibroblast-like synoviocytes” “montanine”, “alkaloid”, “rhodophiala
bifida”, “amaryllidaceae” e suas combinagdes. A partir desta busca, foram utilizados 103

artigos e 1 dissertacdo de mestrado para a redacao da presente dissertacao.

2. ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga poliarticular simétrica e cronica,
caracterizada por inflamacéo sinovial persistente, producdo de autoanticorpos, destruicdo
Ossea e de cartilagem, resultando em incapacidade funcional (1). Atinge 0,5-1% da
populacdo adulta mundial (2) e 0,46% da populacdo brasileira (3). A doenga é trés vezes
mais frequente nas mulheres e sua incidéncia aumenta com a idade, atingindo um pico na
quinta década de vida (4).

Devido a sua cronicidade, a doencga constitui um importante problema de saude
publica gerando altos custos de tratamento (21), bem como um importante fator
sociocultural. De 20-40% dos pacientes com AR tornam-se incapazes para o trabalho em até
dois anos ap6s o diagnostico, com um aumento na porcentagem para 40-80% em até 20
anos poés-diagnostico (5). Adicionalmente, pacientes com AR possuem um risco aumentado
de desenvolver certas manifestagcdes extra articulares ou comorbidades (22), como doencas
cardiovasculares (23), linfoma (24), doenca pulmonar (25), vasculite (26), osteoporose (27),
anemia (28), doencas oculares (29) e nodulos (28). Essas manifestacbes agravam o quadro
da doenca, levando a um aumento na incapacidade funcional e a uma diminui¢do na
qualidade de vida dos pacientes, além de aumentar a mortalidade (30).

Existe uma grande heterogeneidade no desenvolvimento e progndstico da doenca,
com alta variabilidade entre pacientes em relacdo ao ritmo de progressdo da inflamacao
articular, desenvolvimento de manifestagOes extra articulares e resposta a tratamentos (31).

O diagnadstico ¢é feito através dos critérios estabelecidos em 2010 pelo Colégio Americano
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de Reumatologia juntamente com a Liga Europeia Contra 0 Reumatismo (32), e combina
extensdo do envolvimento articular, presenca de autoanticorpos, resposta de fase aguda e

duracgéo dos sintomas para a classificagéo dos pacientes (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de classificagdo para artrite reumatoide. (Adaptado de Aletaha et al. (32)).

1. Envolvimento articular (0-5)
e 1 articulacdo média a grande (0)
e 2-10 articulagGes médias a grande (1)
o 1-3articulagBes pequenas (ndo contando articulages grandes) (2)
e 4-10 articulagdes peguenas (hdo contando articulagbes grandes) (3)
e > 10 articulagdes (pelo menos uma articulagéo pequena) (5)
2. Sorologia (0-3)
e Fator reumatoide (FR) e Anticorpo contra antigenos citrulinados (ACPA) negativo
()
o FR e/ou ACPA fracamente positivos (2)
o FR e/ou ACPA fortemente positivos (3)
3. Reagentes de fase aguda (0-1)
e Proteina C reativa e taxa de sedimentacao eritrocitaria normal (0)
e Proteina C reativa ou taxa de sedimentacdo eritrocitaria anormal (1)
4. Duracao dos sintomas (0-1)
e < 6 semanas (0)

e 6 semanas ou mais (1)

Ponto de corte para artrite reumatoide: > 6 pontos.

Embora tenha etiologia ainda desconhecida, sabe-se que uma triade de fatores —
predisposicdo genética, auto anticorpos e fatores ambientais — esta relacionada a quebra da
autotolerancia e desenvolvimento da AR (33). A associacdo de predisposicdo mais bem
estabelecida é com os alelos do antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB1, que contém
um motivo comum, denominado de epitopo compartilhado (2). A localizacdo molecular
desse epitopo sugere um papel na apresentacdo de peptideos possivelmente artritogénicos
(1), ou uma predisposicao na sele¢éo do repertério das células T (7).

Dois tipos de autoanticorpos sdo importantes biomarcadores da doenca. O fator
reumatoide (FR) é o autoanticorpo classico, direcionado contra a por¢cdo Fc da
imunoglobulina G (33). Os anticorpos anti-proteinas/peptideos citrulinados (ACPA)
aparecem como um marcador mais especifico para o diagndstico da doenga (34). A

citrulinizacdo, uma modificacdo pos-translacional que converte residuos de arginina em
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citrulina (33), permite que antigenos se encaixem nos alelos de HLA que possuem o epitopo
compartilhado, gerando a formacgdo de anticorpos contra esses antigenos citrulinados, que
estdo relacionados a um pior prognostico da AR (2).

O estudo da influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento da AR é
relativamente escasso. O fumo € o principal e mais bem estabelecido fator de risco
ambiental (35-37), mas sua associacdo é especifica a pacientes com FR e/ou ACPA
positivos (38). Um estudo de 2006 estabeleceu uma relagcdo dose-dependente entre a
extensdo do consumo de cigarros e a frequéncia dos niveis elevados de ACPA no inicio da
AR, bem como um aumento de 21 vezes no risco relativo de desenvolvimento da doenca em
fumantes portadores de duas cépias do gene HLA-DRB1 em relacdo a ndo fumantes sem
risco genético (38). Dentre outros fatores ambientais associados com maior risco de
desenvolvimento da doenca estdo alguns agentes infecciosos (como o Epstein-Barr virus e
citomegalovirus), doenca periodontal, influéncia hormonal (estrogénios), poluicdo do ar,

exposicdo a silica e baixo nivel socioeconémico (2, 39-43).

2.2.1. FISIOPATOGENIA DA ARTRITE REUMATOIDE

Embora, conforme discutido acima, a etiologia da AR ainda ndo esteja
devidamente esclarecida, sabe-se que tipos celulares do sistema imune inato e do adaptativo

estdo envolvidos nos mecanismos que iniciam a patogénese da doenca (6) (Figura 1).
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Figura 1. Alteragdes articulares na AR.

(a) Articulacdo saudavel; (b) Articulacdo doente. Adaptado de Smolen et al. (9).
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O evento inicial ¢ um processo inflamatorio na membrana sinovial, decorrente
primeiramente da infiltracdo e acumulo de leucdcitos, principalmente neutrofilos atraidos
por moléculas de adesdo e quimiocinas expressas no endotélio de microvasos da sindvia e,
posteriormente da infiltracdo e/ou ativacdo local de macrdfagos, células T (principalmente
CD4+) e B, plasmocitos, mastocitos e células dendriticas, que comumente formam
estruturas parecidas com foliculos linfoides (7, 8).

Os sinoviocitos (macréfagos e fibroblastos sinoviais) se tornam hipertréficos e
aumentam sua proliferacdo, gerando hiperplasia da membrana sinovial. A membrana
sinovial hiperplésica, juntamente com o infiltrado celular e a neoangiogénese, formam um
tecido altamente invasivo conhecido como pannus, que invade 0 0sso e degrada a
cartilagem, levando a destruicdo progressiva da articulagdo (7, 8).

Um grande nimero de células esta envolvido na fisiopatogenia da AR (Figura 2).
Os neutrdfilos contribuem para a inflamacdo da membrana sinovial através da sintese de
prostaglandinas, proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além de secretarem
fator de necrose tumoral (TNF) (6). Células B s&o precursoras de plasmocitos secretores de
autoanticorpos, processam e apresentam antigenos promovendo a ativagdo de células T e
secretam citocinas pro-inflamatérias, como interleucina (IL)-6 e TNF-a (44). Macréfagos
liberam TNF-a, IL-1pB, IL-6, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e metaloproteinases
(MMPs), além de realizarem fagocitose e apresentacao de antigenos (7).

Os fibroblastos sinoviais (FLS) em pacientes com AR assumem um fenotipo
agressivo e tumoral, com inibicdo por contato diminuida, resisténcia a apoptose e migracao
aumentada. Essas células secretam MMPs, moléculas de adesdo e o ligante do receptor
ativador do fator nuclear kB (RANKL), que promove a diferenciacdo de osteoclastos, 0s
quais promovem reabsorcdo 0ssea e dano ao 0sso subjacente a cartilagem articular (45).
Adicionalmente, um estudo demonstrou que os FLS de pacientes com AR possuem a
habilidade de migrar de uma articulacdo a outra, sugerindo como a poliartrite pode se
desenvolver (46).

As células T CD4+ que produzem IL-2 e IFN-y apresentam uma polaridade de
resposta Thl (9). Embora a AR seja considerada uma doenca mediada por células Thl, o
papel das células Thl7 no processo de destruicdo articular vem ganhando importancia.
Essas células produzem IL-17 e TNF-a que, sinergicamente, promovem a ativacdo de FLS e
condracitos (7).

Adicionalmente a inflamacéo e dano articular, ocorre o dano a cartilagem e ao 0sso

subjacente a cartilagem articular. O dano da cartilagem ocorre através da secrecdo de MMPs
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por macrofagos e FLS constituintes do pannus invasivo, que desorganiza a rede de colageno
do tipo Il, alterando o contetdo de glicosaminoglicanos e a retengdo de &gua, levando a
degeneracédo do tecido. Adicionalmente, o potencial de regeneracéo do tecido esta limitado,
uma vez que citocinas presentes no ambiente articular doente, principalmente IL-1 e IL-17,
e espécies reativas de nitrogénio promovem a apoptose dos condrocitos, tipo celular que
regula a formacdo e clivagem da matriz cartilaginosa (7, 8). O dano ao tecido 6sseo é
mediado pelos osteoclastos, que tem sua diferenciacdo ativada por RANKL, TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-17 (47).
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Figura 2. Fisiopatogenia da AR. Adaptado de Smolen et al. (9).
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2.2.2. TRATAMENTO NA ARTRITE REUMATOIDE

O principal objetivo no tratamento da AR ndo € a cura da doenca, mas sua
remissdo, com eliminacdo da inflamacé&o articular ativa e deterioragéo funcional. De 10-50%
dos pacientes com AR atingem a remissdo. Outros objetivos de tratamento incluem a
reducdo da dor, manutencdo de funcdo, controle das comorbidades e preservacdo de
atividades recreativas e de trabalho (2).

O medicamento padrdo no tratamento da doenca é o metotrexato (padrdo-ouro),
que substituiu os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) como primeira linha
de escolha no tratamento. Metotrexato € um farmaco antirreumatico modificador do curso
da doenca (DMCD). Seu mecanismo de ac¢do ainda ndo esta bem estabelecido, porém, esse
agente reduz o inchaco e dor articular, diminui marcadores de fase aguda (proteina C reativa
e taxa de sedimentacdo eritrocitéaria) e limita o dano articular progressivo, melhorando a
funcionalidade. Seus efeitos adversos variam desde nauseas até hepatotoxicidade e doencas
pulmonares intersticiais (2, 48).

Avancos na compreensao da fisiopatogenia da AR, como o papel de citocinas pro-
inflamatorias e o envolvimento de diferentes tipo celulares e suas moléculas de superficie no
desenvolvimento da doenca, permitiram o avanco de novas estratégias terapéuticas nos
ultimos anos (9) e, proporcionaram aos pacientes com AR, principalmente aqueles com o
espectro mais grave da doenga, uma restauracdo significativa na qualidade de vida. No
entanto, apesar dos avangos, poucos conseguem atingir a remissdo completa (10).

As moléculas desenvolvidas de forma altamente especifica para atuar sobre um
alvo chave no desenrolar da fisiopatogenia da doenca sdo chamadas de agentes
imunobiolégicos. Dentre essa classe de farmacos, os inibidores de TNF foram os primeiros
a serem desenvolvidos, com a primeira aprovacdo de uso pela FDA em 1998 com o
etanercepte, e 0s mais bem estabelecidos na literatura. O infliximabe, o adalimumabe e o
golimumab sdo anticorpos monoclonais anti-TNF, enquanto o etanercepte € uma proteina de
fusdo do receptor Il de TNF. (2, 9, 49).

Outros alvos de agentes imunobiologicos sdo as células B e T. O rituximabe é um
anticorpo monoclonal anti-CD20, uma molécula de superficie encontrada na célula B, e o
abatacepte é um inibidor de sinais coestimulatérios de células T (48-52). Mais
recentemente, houve a aprovacéo para o uso terapéutico do tocilizumabe, um anticorpo anti-
receptor de IL-6 e do tofacitinibe, um inibidor da janus kinase (JAK) que € o primeiro
farmaco da classe de pequenas moléculas inibidoras de proteinas de sinalizagdo com
biodisponibilidade oral para o tratamento da AR (48, 49, 53, 54).
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Apesar da notavel eficacia dos agentes imunobioldgicos no tratamento da doenca,
essas terapias também apresentam significativos efeitos adversos (2). Dentre esses efeitos
esta o risco aumentado de desenvolvimento de tuberculose e de infecgdes bacterianas, virais
e fungicas (2, 49).

E importante salientar que a AR, assim como as outras doencas autoimunes
reumaticas, é extremamente complexa e, deste modo, é improvével que o bloqueio de um
unico alvo terapéutico leve a uma melhora dramética do quadro clinico, a ndo ser que a
molécula desempenhe um papel chave na patogenia ou participe de mdltiplas vias da
patogenia da doenca (55), sendo comum a administracdo combinada de farmacos. Os
agentes imunobioldgicos geralmente sdo utilizados em terapia combinada com metotrexato
ou algum outro DMCDs, que também podem ser combinados entre si (9).

O uso em longo prazo de glicocorticoides € evitado devido a seus efeitos adversos,
porém pode-se usa-los por periodos curtos de tempo durante picos da doenga para promover
uma melhora répida enquanto se aguarda a resposta aos DMCDs, que possuem um tempo de
inicio de acdo mais lento ou, ainda, de forma localizada, por meio de infiltracdo de
glicocorticoides nas articulagdes (2).

Os ultimos avangos nos estudos da fisiopatogenia e de novos agentes de tratamento
para a AR levaram a ideia da existéncia de uma janela de oportunidade, como a
oportunidade de se atingir o objetivo de remissdo ou, ainda, a cura nos estagios iniciais da

doenca. Novos estudos devem seguir neste sentido (48, 56).

2.3. MODELOS ANIMAIS DE ARTRITE

Modelos animais de doencas humanas sdo ferramentas importantes no estudo da
patogenia dessas doencas, possibilitando um melhor entendimento dos mecanismos
bioldgicos bésicos e a identificagdo de novas vias e alvos moleculares envolvidos no curso e
desenvolvimento da doenga, além de permitir o estudo e avaliacdo de possiveis agentes
terapéuticos e de prevencao (57).

Modelos animais realizados em roedores sdo mais comuns, devido ao custo mais
baixo, a homogeneidade genética e, em camundongos, a possibilidade de se usar linhagens
geneticamente modificadas (58). Esses modelos podem ser divididos em dois tipos:
induziveis e espontaneos. Dentre os modelos induziveis, destacam-se aqueles induzidos por
injecdes de colageno do tipo Il (artrite induzida por colageno (CIA)), por injecdo de
antigenos, geralmente a albumina bovina sérica metilada (mBSA) (artrite induzida por
antigeno (AIA)) por injecdo de oleos como o adjuvante de Freund (artrite induzida por

adjuvante (AA)) e o pristane (artrite induzida por pristane (PIA)). Os modelos espontaneos
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também podem ser considerados induziveis, uma vez que o desenvolvimento da doenca
ocorre devido & introducdo ou delecéo de genes especificos em animais propensos a doenca,
e tem como exemplo o camundongo K/BxN, originado através do cruzamento da linhagem
de camundongo transgénico para o receptor de célula T KRN com linhagens que expressam
uma molécula de MHC de classe 1l suscetivel. (58-60).

Dentro do estudo experimental da artrite, existe um bom ndmero de modelos
animais que em diferentes niveis mimetizam a artrite humana (57, 61). A selecdo de um
bom modelo para trabalho deve seguir alguns critérios importantes, dentre eles a capacidade
de predicdo da eficacia em humanos dos agentes estudados; um protocolo experimental de
facil execucdo e reprodutibilidade, com um periodo total de execucéo relativamente curto e,
por fim, apresentar uma patologia e/ou patogenia similar ao da doenca humana (62).

Modelos animais de artrite sdo importantes ferramentas para identificar potenciais
novos agentes terapéuticos e, uma vez que ndo existe um modelo universal que reflita todas
as caracteristicas articulares e sistémicas da doenga humana (57, 61, 63, 64), é importante
realizar os estudos em mais de um modelo, englobando, assim, diferentes aspectos da
patogenia humana. Em uma revisdo da literatura, Hegen et al. (61) verificou que a maioria
dos farmacos aprovados para o tratamento de AR partiram de dados sobre a eficacia
terapéutica nos modelos de AlA e de CIA, indicando que esses dois modelos constituem um
importante e bem sucedido paradigma de prova de conceito no desenvolvimento pré-clinico
de farmacos.

Baseando-se nas informaces acima apresentadas, no presente trabalho, foram
utilizados os modelos de AIA e CIA para a avaliacdo da eficicia do tratamento alvo de
estudo. Assim sendo, nas préximas se¢des ambos modelos serdo melhor detalhados.

2.3.1. ARTRITE INDUZIDA POR ANTIGENO (AIA)

A artrite induzida por antigeno em murinos se apresenta como um bom modelo de
escolha para o estudo da doenca humana. Este modelo apresenta uma reprodutibilidade da
duracéo e curso da inflamagdo e uma incidéncia proxima a 100% (65).

Além disso, esse modelo é uma artrite imunomediada dependente de células T e
apresenta caracteristicas semelhantes a artrite humana como infiltragdo de células
inflamatdrias, hiperplasia sinovial, neoangiogénese, formagdo de pannus e destruicdo da
cartilagem (66). O antigeno de escolha costuma ser a mBSA, por ser uma molécula
catibnica que é atraida a cartilagem negativamente carregada, ficando retida na articulagdo
(62, 67).



20

De acordo com o protocolo experimental, inicialmente os animais sdo imunizados
por injecdo subcutdnea de mBSA emulsificada em adjuvante completo de Freund (CFA),
composto por 6leo mineral e Mycobacterium tuberculosis inativado. A emulsificacdo com
CFA promove a apresentacdo continua do antigeno ao sistema imunoldgico, necessaria para
uma resposta imune forte e persistente. Adicionalmente, a presenca de M. tuberculosis atrai
macrofagos para o local da lesdo, o que aumenta a resposta imunoldgica (68). ImunizacGes
de reforgo sdo administradas 7 e 14 dias ap6s a primeira injecdo, com mBSA emulsificada
em adjuvante incompleto de Freund (IFA), composto somente de 6leo mineral, sem a adi¢do
de M. tuberculosis. O IFA é utilizado em injecGes de reforco para minimizar efeitos
adversos, como reacdo inflamatoria exacerbada e fibrose no local da injecdo (68). No 21°
dia, os animais previamente sensibilizados recebem uma injecdo intra-articular (IA) do
antigeno (Figura 3) (69).

Essa injecdo IA de mBSA induz acentuada migracdo de neutréfilos (células
polimorfonucleares) em 6 horas, com um pico em 24 horas (69). Além de elevada
infiltracdo celular, durante a fase aguda de AIA a articulagdo apresenta acentuados niveis de
mRNA de IL-1p, IL-6, IL-2 e IFN-y (66). IL-17 também parece ter um papel importante na

fase inicial da doenca (70).
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Figura 3. Esquema do protocolo experimental agudo de AlA. IM: Imunizagdo; IA: Intra-articular.

Apos 7 dias da injecdo 1A, a fase tardia de AlA apresenta caracteristicas de doencga
cronica, apresentando infiltragdo de células mononucleares, fibrose periarticular, hiperplasia
sinovial e destruicdo do o0sso e da cartilagem (65, 70).

No presente trabalho, foi realizado o modelo agudo de AIA para andlise da
nocicepgao gerada em um periodo de 24 horas e do influxo de células inflamatorias para a
articulacdo em 24 horas. As caracteristicas de artrite cronica foram avaliadas através de
CIA.
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2.3.2. ARTRITE INDUZIDA POR COLAGENO (CIA)

A artrite induzida por colageno foi primeiramente descrita em ratos (71) e
posteriormente foi reproduzida em camundongos (72). Este modelo é atualmente o mais
utilizado na literatura(73).

Duas caracteristicas de CIA fazem com que este modelo seja a ferramenta in vivo
padrdo-ouro para o estudo da AR: a quebra de tolerancia e a geragao de autoanticorpos (59).
Além disso, assim como em humanos, a suscetibilidade da doenca esta relacionada a
expressao de moléculas especificas de MHC de classe |1, no caso de camundongos I-A% e I-
A’ (58, 74).

O desenvolvimento de CIA é regido por um conjunto complexo de genes, na fase
de inducdo da doenca, envolvendo a interagdo tanto de células B quanto de células T CD4+,
citocinas e genes ndo-relacionados ao MHC (58). Varias citocinas pro e anti-inflamatorias
estdo relacionadas com o desenvolvimento da artrite experimental, como IL-1f, IL-6, TNF-
a, IL-17 e IL-10 (61, 66). Caracteristicas histolégicas comuns a doenga humana também séo
observadas, como a presenca de infiltrado de células inflamatdrias, hiperplasia sinovial,
formacéo de pannus e degradacéo da cartilagem e do 0sso (73, 75).

De acordo com o protocolo experimental, CIA é induzida com uma imunizacao
intradérmica a cerca de 1,5 cm abaixo da base da cauda do animal no dia 0, com uma
emulsdo contendo 0 mesmo volume de colageno bovino do tipo Il (CIl) e CFA. Dezoito
dias ap6s a primeira imunizacao, € realizada uma imunizacdo de reforco (booster) com uma

emulséo contendo ClI e IFA, um pouco abaixo do primeiro local de injecdo (Figura 4) (73).
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Figura 4. Esquema do protocolo experimental de CIA. IM: Imunizagéo.

Na maioria das linhagens suscetiveis a CIA, o acometimento da doenga ocorre em
80-100% dos animais, sendo os primeiros sinais clinicos do desenvolvimento de artrite
visiveis entre os dias 18 e 25 apds a primeira imunizagdo e o periodo total de

acompanhamento experimental dos animais variando conforme os objetivos de cada estudo
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(73). Efeitos e eficacia de tratamentos experimentais podem ser testados através da
aplicacdo de um protocolo profilatico (com o tratamento iniciando proximo ao dia do
reforgo e antes do inicio de sinais clinicos de doencga) ou de um protocolo terapéutico (com

o0 tratamento iniciando ap0s o aparecimento dos sinais clinicos da doenca) (76).

2.4. AMARILIDACEAS

A familia Amaryllidaceae é composta por 1100 espécies de plantas distribuidas em
75 diferentes géneros (77). Além de serem utilizadas para fins ornamentais (78), essas
plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular em diferentes paises em
desenvolvimento, como alguns paises do continente africano, asiatico, a Polinésia e o Brasil,
como agentes purgativos, digestivos, expectorantes, antiparasitarios, anti-inflamatérios e
antirreumaticos (11-14).

A maioria dos compostos encontrados nas amarilidaceas sdo alcaloides
caracteristicos e exclusivos dessa familia de plantas (11, 15). Mais de 500 alcaloides ja
foram isolados de amarilidaceas e estes mostram-se 0s responsaveis pelas diversas

atividades farmacoldgicas relatadas para a familia Amaryllidaceae (77).

2.4.1. RHODOPHIALA BIFIDA

Rhodophiala bifida uma espécie nativa da regido nordeste da Argentina, com
ocorréncia também no Uruguai e Brasil. Foi identificada pela primeira vez por Herbert em
1952 e caracterizada como pertence a tribo Hippeastreae, familia Amaryllidaceae, género
Rhodophiala, ordem Lillifloreae, classe Monocotyledoneae (16).

E uma planta que se caracteriza por florescer no final do verdo, durante o més de
marco, apresentar um bulbo negro, subesférico, com didmetro variando de 3 a 4 cm e folhas
carnosas, lineares, com até 30 cm de comprimento e cerca de 1 cm de largura, geralmente
posteriores a floracdo. Possui inflorescéncia em umbela (3 a 4) com 2 a 7 flores, que
apresentam pedicelos desiguais, perigdnio de 4 a 5 cm e pétalas cor purpura. Os estames sdo
desiguais, com filamentos brancos, rosados e declinados. As anteras tém longitude que varia
de 5 a 6 mm e o estigma é trilobado (16). Uma caracteristica marcante da composi¢édo
quimica dessa espécie é a presenca maciga nos bulbos da planta de alcaloides de ndcleo do

tipo montanina, com 90-95% destes sendo o alcaloide montanina (17).
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2.5. ALCALOIDES ISOLADOS DE AMARILIDACEAS

Conforme citado anteriormente, os alcaloides isolados do bulbo das amarilidaceas
sdo caracteristicos dessa familia e os responsaveis pelas atividades farmacoldgicas
observadas.

Esses alcaloides séo sintetizados a partir da juncdo dos aminoacidos fenilalanina e
tirosina, gerando a norbeladina, o precursor comum a todos os alcaloides isolados de
amarilidaceas (79). Inicialmente, a fenilalanina € convertida pela enzima fenilalanina
amonia-liase em &cido cindmico, sendo posteriormente degradado em aldeido
protocatecuico e a tirosina € convertida pela enzima tirosina descarboxilase em tiramina. A
condensacédo do aldeido protocatecuico com a tiramina resulta na formacao de norbeladina.
A enzima que catalisa o Gltimo passo da reacdo ainda € desconhecida (80, 81).

Apos a formacédo do precursor norbeladina, este sofre um processo de o-metilagéo
gerando a molécula intermediaria o-metilnorbeladina, que sofre um acoplamento de fenol
que gera a ciclizacdo da molécula. O acoplamento de fenol é passo chave na formacdo dos
alcaloides, dando origem a trés nucleos fundamentais com diferencas significativas em suas
estruturas. A partir dessas diferencas na biossintese, os alcaloides isolados de amarilidaceas
sdo classificados de acordo com seu nucleo estrutural principal. (Figura 5) (80, 81).

Em relacdo a atividade biologica, alguns alcaloides deste grupo sdo de particular
interesse. A pancratistatina e narciclasina sdo potenciais candidatos para o desenvolvimento
de farmacos devido a atividade contra cancer de ovario e leucemia linfocitica (82-84). O
alcaloide pretazetina inibe o crescimento de células HelLa e apresenta atividade terapéutica
em leucemia murina. Estudos adicionais mostraram sua acao contra carcinoma pulmonar e
leucemia linfocitica (85, 86).

A licorina é o alcaloide mais abundante do grupo e apresenta extensa atividade
citotoxica contra uma grande variedade de linhagens de células tumorais (84, 87-91). Muitas
vezes, uma atividade in vivo pequena destes compostos pode aumentar com a quaternizacao
da molécula como no caso da ungeremina, também conhecida como licobetaina, que é
produzida de forma semissintética através da oxidacdo da licorina e apresenta atividade
antiproliferativa in vitro contra diversas linhagens de celulas cancerigenas e, in vivo,
apresentou resultados significativos no tratamento de carcinoma ovariano e gastrico (92,
93).

Apols a descoberta de que o alcaloide galantamina é um potente inibidor da
acetilcolinesterase e eficaz para o tratamento da doenca de Alzheimer (94-96), o interesse
no isolamento e caracterizacdo de alcaloides de Amaryllidaceae tem aumentado de forma

exponencial (77). Markmee et al. (97) demonstrou que algumas estruturas derivadas de
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alcaloides isoquinolinicos também apresentam significante potencial de inibicdo da

acetilcolinesterase.
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Figura 5. Esquema da biossintese dos alcaloides provenientes de
amarilidaceas. Adaptado de Bastida et al. (81) e Takos et al. (80).

2.5.1. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS ALCALOIDES ISOLADOS DE
AMARILIDACEAS

Além das atividades bioldgicas relatadas na secédo 2.5, alguns alcaloides isolados de
amariliddceas também apresentam atividade anti-inflamatéria. Um estudo de 2014
demonstrou que a estrutura precursora na biossintese desses alcaloides, norbeladina, inibiu a
atividade das enzimas ciclo-oxigenase (COX)-1 em 51% e COX-2 em 25% e a ativagdo de
NF-kB em células estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) em 23% (79).

Em cultura de macréfagos RAW264.7 estimuladas com LPS, o tratamento com
licorina inibiu a up-regulacdo da enzima dxido nitrico-sintase induzivel (iNOS) e da COX-2,
além de diminuir a liberacdo de IL-6, TNF-a, Oxido nitrico (NO) e prostaglandina E2
(PGE>). Ainda, em modelo de choque por endotoxina induzido com LPS, o tratamento com

licorina aumentou a taxa de sobrevivéncia dos camundongos (98, 99). Adicionalmente, em



25

camundongos a licorina apresentou ac¢ao antinociceptiva em teste de retirada da pata (tail-
fick), inibiu contorg¢fes abdominais induzidas por acido acético e, em ratos, reduziu edema
de pata induzido por carragenina (78). Em modelo de artrite induzida por adjuvante,
licoricidinol diminuiu o edema de pata, enquanto que a licorina ndo foi capaz de suprimir a
artrite (100).

Em camundongos com endotoxemia induzida por LPS, o alcaloide galantamina
reduziu de forma dose-dependente os niveis séricos de IL-6 (101). Em um modelo murino
de colite, o tratamento com galantamina reduziu de forma dose-dependente a severidade da
doenca, a atividade de mieloperoxidase (MPO), os niveis séricos de proteina C reativa e 0s
niveis de IL-6, IL-13 e TNF-a. em células esplénicas (102). Em camundongos obesos, a
galantamina reduziu os niveis séricos de IL-6 (103). Mais recentemente, um estudo em
modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos verificou que a galantamina diminuiu o
edema e o dano radioldgico nas articulacGes dos animais, bem como reduziu os niveis Sérios

de ACPA, TNF-a e da proteina quimiotatica de mondécitos (MCP-1) (104).

2.6. MONTANINA

A montanina (Figura 6) é um alcaloide isoquinolinico, extraido e isolado a partir de
bulbos de Rhodophiala bifida (Herb.) Traub. Sua caracterizacdo é feita através da
técnica de Cromatografia de Liquida de Ultraeficiéncia com detec¢do na regido do
ultravioleta (UV) e/ou espectrometria de massas (MS), apresentando massa experimental
de 302,1403 Dalton.

Figura 6. Estrutura quimica da montanina.

Poucos trabalhos séo encontrados na literatura referentes & montanina. Silva et
al. (18) demonstrou que a montanina apresenta atividades psicofarmacoldgicas incluindo
efeitos ansioliticos, antidepressivos e anticonvulsivos. O tratamento intraperitoneal com
montanina reduziu a atividade locomotora e induziu efeito sedativo e ansiolitico,
avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado e no campo aberto. Além disso,

montanina nas doses de 30 e 60 mg/kg apresentou atividade anticonvulsivante no teste
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de convulsdo induzida por pentilenotetrazol. No teste de nado for¢ado, administracao de
montanina na dose de 3 mg/kg reduziu o tempo de mobilizacdo total e aumentou o
comportamento de luta do animal, sugerindo um efeito antidepressivo em resposta ao
estresse inevitavel. Nesse mesmo trabalho, foi avaliada a toxicidade aguda da montanina
em camundongos, encontrando-se uma LDso de 64,7 mg/kg para machos e 67,6 mg/kg
para fémeas. A partir de 60 mg/kg, uma Unica dose de montanina gerou alteracdo da
atividade motora, diminuiu a taxa de respiracao e induziu tremores violentos pelo corpo

e convulsdes.

Em avaliacdo in vitro de citotoxicidade sobre cinco linhagens de células
humanas cancerigenas (HT29 adenocarcinoma de colon, H460 carcinoma de pulméo de
ndo-pequenas células, RXF393 carcinoma de células renais, MCF7 cancer mamario,
OVCAR3 cancer epitelial ovariano), montanina apresentou grande potencial
antiproliferativo (20). Além de potencial antiproliferativo, a montanina apresenta
atividade antioxidante e agdo antimicrobiana, inibindo o crescimento de culturas de
Saccharomyces cerevisae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermides e Escherichia coli (17). Ainda, montanina inibiu de forma
dose-dependente a atividade da acetilcolinesterase ex vivo em hipocampo de ratos,
chegando a mais de 50% na dose de 1 mM (19).
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MARCO TEORICO

A base tedrica acima descrita nesta dissertacdo demonstra que a inflamacdao crénica
e persistente encontrada na artrite reumatoide é complexa e envolve diversas vias
patogénicas. Além disso, concomitante com a autoimunidade e inflamag&o per se, surgem
problemas socioculturais, como a diminuic¢do da qualidade de vida, a deterioracao funcional
e a consequente incapacidade para o trabalho de boa parte dos pacientes diagnosticados com
a doenga. Ainda, apesar dos avangos, ndo existe um tratamento curativo para a doenca e
poucos pacientes chegam a uma remissdao completa, sem inflamacdo articular ativa. Desta
forma, o estudo de novas moléculas para o tratamento da artrite reumatoide pode trazer

enormes beneficios para o tratamento da doenca, suas comorbidades e agravantes.
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JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos nos ultimos anos das estratégias terapéuticas na artrite
reumatoide, ainda ndo existe uma cura para a doenga. Assim sendo, hoje o principal objetivo
do tratamento é atingir sua remissdo, com eliminacdo da inflamacéo articular ativa e da
deterioracdo funcional do individuo. Porém, poucos pacientes atingem uma remissao
completa e os efeitos adversos dos tratamentos disponiveis ainda podem ser bem
significativos.

Assim, o estudo de novas moléculas para o tratamento da artrite reumatoide
continua sendo importante para se adquirir a otimizacdo do manejo da doenca. Ainda, o
estudo de novas moléculas para o tratamento da doenca pode ser de grande valia para
ampliar o conhecimento em relagdo ao desenvolvimento e a fisiopatogenia da mesma.

As caracteristicas estruturais e o potencial farmacol6gico diversificado indicam que
o0 alcaloide montanina pode apresentar um efeito terapéutico interessante em condicdes de
inflamacdo imunomediada, como as encontradas na artrite reumatoide. Ainda, 0s
conhecimentos adquiridos em testes pré-clinicos com modelos animais e culturas celulares

s80 essenciais para a posterior progressdo para as fases de estudos clinicos de uma molécula.
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S. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a eficacia do alcaloide montanina como terapia anti-inflamatoria in vivo em
modelos de artrite induzida por albumina sérica bovina metilada (MBSA) em camundongos
Balb/c e por colageno bovino do tipo 11 (CIA) em camundongos DBA/1J e sua acdo in vitro

sobre a proliferacdo de linfdcitos e a invaséao de fibroblastos sinoviais.

8.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Avaliar dois protocolos distintos de tratamento com montanina;

e Comparar a eficcia das diferentes doses de montanina testadas e escolher a melhor

dose de tratamento;
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ABSTRACT

Objective: Montanine is an alkaloid isolated from Rhodophiala bifida bulb with
potential anti-inflammatory activity. In this context, we evaluated the effect of
montanine as an in vivo anti-inflammatory therapy in two arthritis models and in
vitro on lymphocyte proliferation and on invasiveness of fibroblast-like synoviocytes
(FLS).

Methods: Antigen-induced arthritis (AIA) was performed in Balb/C mice with
methylated bovine serum albumin, and nociception and leukocytes migration into
the knee joint were evaluated. Collagen-induced arthritis (CIA) was performed in
DBA/1J mice, and arthritis development and severity were assessed by clinical and
histological scoring and articular nociception. Montanine was administered
intraperitoneally twice a day. Lymphocyte proliferation stimulated by concanavalin A
in 48 hours was performed with MTT assay, while FLS invasion in 24 hours was
assayed in a Matrigel-coated transwell system.

Results: Administration of montanine decreased leukocyte articular migration and
nociception in mice with AlA. In mice with CIA, treatment with montanine reduced
severity of arthritis and joint damage assessed by clinical and histological scores
and ameliorated articular nociception, without causing any hepatic damage.
Moreover, montanine inhibited in vitro lymphocyte proliferation stimulated with
ConA and decreased FLS invasion by 54%, with an action independent of
cytotoxicity.

Conclusion: These findings suggest that montanine can be further explored as an
innovative pharmacological approach for inflammatory and autoimmune diseases

such as arthritis.
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic and systemic autoimmune disease that
affects 0.5-1% of world population (1) and is characterized by inflammation of
synovial tissue, synovial hyperplasia and the development of bone and cartilage
joint erosions. RA patients have pain and are at increased risk for disability.

RA susceptibility and disease severity have a strong genetic component and
different cell types and inflammatory pathways have been implicated in disease
pathogenesis (2). Early events in RA pathogenesis include the development of
synovial hyperplasia, synovial tissue angiogenesis and synovial tissue infiltration
with mononuclear cells such as T and B lymphocytes (2, 3). The typical synovial
hyperplasia, also called “pannus”, consists of increased numbers of macrophage
and fibroblast-like synoviocytes (FLS) (4) and is a highly invasive tissue that
invades and destroys cartilage and bone (2, 3).

Despite recent progress and significant improvement in the treatment for RA, most
patients only achieve mild to moderate improvements and disease remission
remains uncommon. Additionally, most of the new biologic therapies and small
molecules are associated with increased risk for infections (5, 6), emphasizing the
need for new therapeutic strategies.

The Amaryllidaceae family has been found to be very promising as a therapeutic
tool for human diseases and has been used in alternative medicine in developing
countries as antiparasitic, anti-inflammatory and anti-rheumatic agents (7-10). The
majority of the compounds found in Amaryllidaceae family are specific alkaloids (7),
unique to this family of plants (11) and appear to account for its medicinal
properties. Amaryllidaceae alkaloids have been reported to have in vitro anti-
inflammatory activities, inhibiting cyclooxygenase (COX)-1(12) and COX-2 (12, 13),
and reducing of the release of the pro-inflammatory cytokines interleukin (IL)-6 and
tumor necrosis factor (TNF)-a (14). Moreover, galantamine, the most studied

Amaryllidaceae alkaloid, has a protective effect by reducing the inflammatory state
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of mice with lipopolysaccharide-induced endotoxemia (15), high-fat diet-induced
obesity (16) and colitis (17) and inflammation in rats with adjuvant-induced arthritis
(AA) (18). Additionally, lycorine, the most abundant Amaryllidaceae alkaloid, was
found to have an antinociceptive effect in tail-flick test and reduced carrageenan-
induced paw edema in rats (19), while lycoricidinol ameliorated paw edema in rats
with AA (20). Finally, an important characteristic of these molecules is that all
Amaryllidaceae alkaloids are derived from the same basic norbelladine structure,
which also has in vitro inhibitory action on COX-1 and COX-2 (21).

Rhodophiala bifida (Herb.) Traub is an Amaryllidaceae species native of
northeastern Argentina, Uruguay and Brazil (22). This plant has large amounts of
the alkaloid montanine. Montanine has been shown to have anxiolytic, anti-
depressant and anti-convulsant activities in rodents (23), in vitro cytotoxic activity
against different human cancers cells lines (24), and acetylcholinesterase inhibitory
activity (25). The structural similarities between Montanine and the others
Amaryllidaceae alkaloids, and its pleiotropic pharmacologic activity raise the
possibility that this alkaloid might also have anti-inflammatory properties.

In the present study, we evaluated the anti-inflammatory and joint protective effects
of montanine in two different and well-established models of RA, AIA and collagen-
induced arthritis (CIA). We also studied the impact of montanine on subpopulations

of leukocytes and in the regulation of fibroblast-like synoviocyte (FLS) behavior.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Balb/C wild-type mice (male, 8-12 weeks, 20-25 g) were used for AIA and
lymphocyte studies, while DBA/1J inbred mice (male, 8-12 weeks, 18-22 g) were
used for CIA. All animals were kept under a 12/12 hours light/dark cycle, 40-60%

relative humidity, temperature 22 + 2°C with water and food ad libitum. All
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experimental procedures involving animals were performed in accordance with the
National Institute of Health Guide for Care and Use of Animals and with the
approval of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre ethics committee for animal
studies under number 120385.

Extraction, purification and identification of montanine. Dried powdered bulbs
of Rhodophiala bifida were macerated in sulfuric acid 2% (v/v) for four hours in
ultrasonic bath. Then, the sample was centrifuged at 3,000 rpm (30 minutes) and
the supernatant was removed and defatted with diethylether (3 times). The
agueous solution was basified with 20% ammonium hydroxide to pH 9-10, and the
alkaloids were extracted with ethyl acetate (3 times). The organic solvent was dried
through anhydrous sodium sulfate and the organic solvent evaporated by vacuum.
The crude extract was performed in vacuum liquid chromatography on silica gel
using hexane for washing, and then eluted with methanol in order to purify the
alkaloid fraction. Methanol was evaporated by vacuum and the extract frozen and
lyophilized. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used for the
specific identification of the alkaloids. HPLC-UV and Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC)-MS (mass spectroscopy) analysis determined that the
main alkaloid (90-95%) was montanine.

Induction of AIA. AIA was performed according to Grespan et al. (26). Twenty-four
Balb/C mice were sensitized by subcutaneous (sc) injection with mBSA (500 ug)
(Sigma-Aldrich) dissolved in 0.2 ml of an emulsion containing equal ratio of 0.9%
saline and complete Freund’s adjuvant (CFA) (Sigma-Aldrich) administered on day
0. Sc booster injections were administered on days 7 and 14 using incomplete
Freund’s adjuvant (IFA) (Sigma-Aldrich). Treatment started at day 20 after the first
immunization and mice received montanine (0.3, 1 or 3 mg/kg) or vehicle (0.9%
saline) via intraperitoneal (ip) in 100 ul, 24 hours and 30 minutes before the intra-

articular (1A) injection of mBSA. On day 21, arthritis was induced in pre-immunized
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animals by IA injection with mBSA (30 pg) dissolved in 10 pl of saline into the left
knee joint. Nociception was analyzed in a 24 hours period and mice were killed 24
hours after arthritis induction to assess leukocyte migration to the joint.

Induction and arthritis scoring of CIA. CIA was performed according to Brand et
al. (27). Forty-five DBA/1J mice were immunized with 70 pyL of an emulsion
containing equal volumes of 2 mg/ml bovine collagen type Il (Chondrex) and CFA
(2 mg/ml heat killed Mycobacterium tuberculosis (Strain H37 RA, Difco
Laboratories) by intradermal injection in the base of the tail on day 0. A booster
injection was performed at day 18 with 70 uL of emulsion with collagen and IFA.
After booster, animals were monitored daily for clinical signs of arthritis according to
a standardized method of arthritis scoring (27) to evaluate the development of
disease and were divided into two protocols of treatment. In the preventive protocol,
24 animals received montanine (0.05, 0.25 and 0.5 mg/ml) or vehicle (saline 0.9%)
via ip twice a day with treatment starting on the day of booster injection and lasting
for 15 days. In the therapeutic protocol, 21 animals received montanine (0.5 and
1.5 mg/ml) or vehicle (saline 0.9%) via ip twice a day with treatment starting on the
day of arthritis onset and lasting for 10 days.

Evaluation of articular nociception. Articular nociception was assessed
according to Oliveira et al. (2011) (28). Mice were placed in a quiet room in acrylic
cages with a wire-grid floor for 15-30 minutes before testing for environmental
adaptation. An electronic pressure meter was used (Insight Instruments, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, Brazil) to automatically record the intensity of the force applied
when the paw was withdrawn, with results expressed as the flexion-elicited
withdrawal threshold in grams. In AIA model, nociception of the knee joint was
evaluated on 0, 3, 5 and 24 hours after ia injection of mBSA and in CIA model,
nociception of the paw was evaluated on days 0, 2, 4, 6, 8 and 10 after onset of

disease.
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Evaluation of in vivo leukocyte migration in AlA. After euthanasia, the injected
knee cavity of Balb/C mice were washed three times with 5 pl phosphate buffered
saline (0.15 M NaCL, 6.5 mM phosphate and 1 mM EDTA) in a final volume of 90
pl. Leukocytes were counted in the washings using Neubauer chamber (HBG,
Germany) under optical microscopy.

Histology and histological scoring in CIA. At the end of CIA experiment, mice
were euthanized and ankle joints collected for histological analyses. Ankles were
fixed in 10% buffered formalin for 7 days and then decalcified on a 10% nitric acid
for 24 hours. Joints were embedded in paraffin and slides were prepared and
stained with hematoxylin and eosin. The slides were scored with a previously
stablished score for synovial inflammation, synovial hyperplasia, extension of
pannus formation, cartilage erosion and bone erosion (29).

Fibroblast-like synoviocytes isolation and culture. Arthritic joints from DBA/1J
mice with CIA were collected, placed in a 6-well plate and then incubated with
collagenase | (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich) for 1h at 98.6°F. The supernatant was
collected and centrifuged at 1100 rpm for 10 minutes and the pellet re-suspended
in complete medium  (Dulbecco’s modified Eagle’s medium high glucose,
supplemented with 15% fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin and 0.125%
gentamicin, [Gibco]), and then transferred to a new 6-well plate for culture at 37 °C
and 5% CO2 atmosphere. The initial culture was monitored daily until 70-90% of
confluence and then cells were detached with trypsin-EDTA (GIBCO) and
transferred to a culture flask. FLS after five passages (pure FLS line) were used for
experiments.

Lymphocyte viability assay. Lymphocyte viability was determined by MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H  tetrazolium bromide] assay (30). Total
lymphnodes were dissected under aseptic conditions from non-immunized Balb/C

mice and lymphocytes were isolated using a 70 um nylon mesh cell strainer (BD
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Bioscience). Cells were counted and added to a 96-well plate in triplicate at a
density of 5 X 10° cells/ml. Cells were cultured in the presence or absence of
montanine (0.01; 0.1; 1; 10 and 100 uM) for 24 hours at 37°C in 5% CO2 in RPMI-
1640 medium (GIBCO) supplemented with 10% FBS and 1%
penicillin/streptomycin. On the last 4 hours, cells were incubated with 0.5 mg/ml of
MTT (Sigma-Aldrich). Culture medium was then removed and 100 pl of dimethyl
sulfoxide (DMSO) (Nuclear) added to dissolve the MTT formazan crystals.
Absorbance was read at 570nm in spectrophotometer (Anthos Zenyth 200rt).

FLS viability assay. FLS viability was determined by MTT assay (30). Semi-
confluent (70-90%) cultures of FLS were harvested with trypsin-EDTA digestion and
re-suspended in appropriate culture medium. Cells were added to 96-well plates at
a density of 2 x 10 cells/ml. FLS were allowed to adhere over 24 hours and then
cultured in the presence or absence montanine (0.01; 0.1; 1 and 10 uM) for 24
hours at 37°C in 5% COz2. On the last 4 hours, cells were incubated with MTT and
the absorbance of each well measured at 570nm in spectrophotometer.
Lymphocyte proliferation assay. Lymphocyte proliferation assay was performed
as previously described (31). Lymph nodes of non-sensitized Balb/C were removed
aseptically. Lymphocytes were extracted and added in triplicate at a density of 5 X
10° cells/ml in a 96-well plate. Subsequently, cells were stimulated with
concanavalin A (ConA) (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich), in the presence or absence of
montanine 1 uM and cultured for 48 hours at 37°C in 5% COz2. On the last 4 hours
of experiment, cells were incubated with MTT and the absorbance of each well was
measured at 570 nm in spectrophotometer.

Fibroblast-like synoviocytes (FLS) invasion assay. The FLS invasion assay was
performed according to Laragione et al. (32) with minor modifications. 70-90%
confluent FLS were enzymatically harvested with trypsin-EDTA and re-suspended

with serum-free DMEM-HG, placed in duplicate at a concentration of 1 x 10° cells in
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500 ul in the upper compartment of the Matrigel-coated inserts in a 24-well plate
transwell system (BD Bioscience). Montanine 1uM were added to the upper
compartment. DMEM-HG supplemented with 15% SFB was added to the lower
compartment as a chemoattractant. Plates were cultured at 37°C in 5% CO: for 24
hours. Non-invading cells and the Matrigel layer were removed from the upper
surface of inserts with swabs and the invading cells on the lower surface stained
with Crystal Violet. The total area of inserts was photographed using a camera
coupled in an inverted microscope (Olympus) and the total number of invading cells
was counted.

Statistical analysis. Data with normal distribution are presented as mean + SEM
and non-normally distributed data are presented as median and interquartile
amplitude. Groups were compared by the one-way analysis of variance (ANOVA)
with Bonferroni’s adjustment for multiple comparisons, by Student’s t-test or Mann-
Whitney test using GraphPad Prism 5.0. Statistical differences were considered

significant with a p value < 0.05.

RESULTS

Montanine reduced inflammatory parameters in mice with AIA. We first
examined the effect of montanine on inflammation and pain in acute AIA. Vehicle-
treated mice had pronounced increased inflammation-related nociception starting at
the initial measurement 3 hours after the IA injection of mMBSA further increasing at
5 and 24 hours. Treatment with montanine in all doses significantly reduced
nociception at 5 hours (p<0.01) and 24 hours (p<0.001). The higher dose of
montanine (3 mg/kg) was also effective at reducing nociception 3 hours after IA

injection (p<0.01), comparing with vehicle-treated mice (figure 1A).
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IA injection of mMBSA generated a massive recruitment of leukocytes to the knee
joint cavity of vehicle-treated mice, and treatment with montanine (all
concentrations) markedly and significantly reduced the numbers of leukocytes in
the knee by 90% (p<0.001) (figure 1B).

Preventive use of Montanine delayed disease onset and reduced disease
severity in CIA. Disease onset in the CIA mice treated with saline-treated group
was typically at day 18 after the induction of disease, and all animals were affected
at day 25. The peak of disease’s severity was at day 32 after induction (day 14 after
booster injection). All three doses of montanine administered in the preventive
treatment arm (before onset of arthritis), delayed disease onset by nearly 7 days
(figure 2A). Montanine doses of 0.25 and 0.5 mg/kg significantly reduced disease
severity throughout the observation period while the 0.05mg/Kg dose was only
protective until day 10 after the booster (figure 2A).

Montanine administered after the onset of arthritis significantly reduced
disease severity. In this set of experiments montanine treatment was started after
the onset of arthritis, which mimics the clinical scenario of RA. Montanine (0.5
mg/kg) significantly and persistently reduced the arthritis severity scores (figure 2B)
and also ameliorated paw nociception at day 2 and 10 after first clinical sign of
arthritis (figure 2C).

Montanine reduced histologic inflammation and damage in CIA. Vehicle-
treated mice had marked synovial infiltration with inflammatory cells with pannus
formation and extensive cartilage and bone erosion (figure 3A). On the other hand,
mice treated with montanine 0.5mg/Kg had minimal to no inflammatory cells
infiltration, pannus formation or cartilage erosion in both preventive (figure 3B) and
therapeutic arms (figure 3C). Histology changes were scored in a blinded manner

and montanine-treated mice had significantly lower scores in all parameters
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(inflammation, hyperplasia, erosions), compared with vehicle-treated mice, further
supporting the clinical results (figure 3D).

Montanine reduced in vitro lymphocyte proliferation. First, we examine the
potential toxicity and cell death induced by montanine on lymphocytes using a
viability assay (MTT). There was no significant toxicity or increased cell death at
concentrations from 0.01 to 1 uM (figure 4A). Therefore, we used the 1 uM
concentration for the in vitro proliferation assay. ConA stimulation significantly
increased lymphocyte proliferation compared with non-stimulated lymphocytes, and
treatment with montanine reduced this proliferation by 54% (p<0.001) (figure 4B).
Montanine reduced in vitro invasiveness of FLS. Finally, we evaluated the effect
of montanine on the invasive phenotype of FLS, a key process implicated in
cartilage and bone pannus invasion and articular destruction, using a commercial
Matrigel-coated transwell system. First, we did a dose titration to determine the
maximum non-toxic concentration of montanine on DBA/1J FLS (figure 5A). The
selected concentration of 1 uM was use to study invasion of FLS from five different
DBA/1J with CIA. Treatment with montanine reduced FLS invasion by by 54%

(p<0.05) (figures 5B and 5C).

DISCUSSION

Animal models of arthritis are important tools to identify potential new therapeutic
agents for RA (33). Since there is no universal model that reflects all articular and
systemic features of the human disease (34, 35), it is important to perform studies
in more than one model, involving different pathogenetic pathways. Antigen-
induced arthritis (AlA) (36) generates in 24 hours an acute joint inflammation
characterized by swelling, polymorphonuclear infiltration and pronounced
hyperalgesia (37). On the other hand, the development of collagen-induced arthritis

(CIA) (38) is dependent of both innate and adaptive immune responses and leads
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to chronic polyarthritis with joint inflammation and cartilage and bone erosion (39).
In addition, it is important to evaluate the effect of a potential new therapeutic agent
on phenotypes of cells involved in the pathogenesis of the disease, such as the
invasiveness of FLS and the exacerbated proliferation of lymphocytes.

Based on that, in the present study, we evaluated the effect of montanine, an
alkaloid isolated from Rhodophiala bifida bulbs, on these two different models of
arthritis. Our findings demonstrated that montanine significantly attenuated the
development of experimental arthritis in both acute and chronic models. In AlA,
montanine was able to reduce the leukocyte influx to the joint, an important marker
of local inflammatory activity (26) and nociception. In CIA, montanine reduced the
clinical score of arthritis and prevented histologic damage both when administered
in a prophylactic way prior to the onset of arthritis or therapeutically after the onset
of disease. Additionally in the clinical treatment protocol of CIA, a reduction in paw
nociception and no histologic liver damage (data not shown) was observed. In a
review of literature, Hegen et al. (33) found that the most approved drugs for
treatment of RA have data on therapeutic efficacy from AIA and CIA, indicating that
these two models together constitute an important proof-of-concept paradigm for
preclinical drug development.

In vitro, montanine reduced lymphocyte proliferation induced by conA, a
preferentially mitogen for T-lymphocytes (40). T cells are importantly involved in RA
pathogenesis and are efective target for disease treatment (5), as well as their
depletion has been reported to delay CIA development (41). This suppressive effect
of montanine on T lymphocytes could be related to the observed in vivo anti-
inflammatory effect. It has been shown that the Amaryllidaceae alkaloid lycorine
acts in vitro on Jurkat cells (a leukemic T lymphocyte cell line) through induction of
apoptosis (42, 43), but the effect of montanine seems to be due a different

mechanism, since the concentration used in vitro was not found to increase



48

lymphocyte death. Nonetheless, further studies are needed to better evaluate a
possible direct action of montanine on these cells.

FLS has a key role in pannus formation and joint destruction (4) through the ability
to invade cartilage and bone. This ability can be tested in vitro using a matrigel-
coated transwell system. We observed a reduction on 54% of total humber of
invading cells on DBA/1J FLS treated with montanine. The in vitro FLS invasion
phenotype correlates with radiologic joint destruction for RA patients (44) and
histological joint damage for rat (45), indicating that our finding is clinically relevant.
Again, more studies are needed to investigate this apparently direct effect of the
alkaloid on FLS.

Despite the increase of biological studies with Amaryllidaceae alkaloids, inspired by
the clinical use of galantamine in Alzheimer’'s disease (46), little is known about
their effects on inflammatory conditions. These alkaloids seem to deplete some pro-
inflammatory mediators (12-17). Specifically in arthritis research, two studies in rat
adjuvant-induced arthritis models demonstrated the protective effects of
galantamine on disease development by reducing TNF-a,, edema and radiological
changes (18), and of lycoricidinol through suppression of edema (20).

Previous work has shown that montanine presents psychopharmacological
activities in rodents. In open field and elevated plus maze tests, montanine induced
a sedative and anxiolytic effect, while in the pentylenotetrazole-induced seizure
model the alkaloid showed a dose-dependent anticonvulsant activity. Additionally,
in the forced swimming test, montanine reduced total immobility time and enhanced
struggling behavior, indicating an antidepressant effect in response to inescapable
stress (23). In an ex vivo analysis of rat hippocampus slices, montanine inhibited in
a dose-dependent manner the acetylcholinesterase activity (25). Finally, montanine
has been reported to have antiproliferative activity in vitro against human cancer

cell lines (24). Nevertheless, our study is the first to evaluate and demonstrate an
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anti-inflammatory and beneficial effect of montanine in arthritis, with clear protection
of cartilage and bone damage.

Regarding the dose used in our experiments, a study of acute toxicity indicated
LDso value of 64.7 mg/kg of montanine for male mice, and the occurrence of side
effects as altered motor activity, decreased respiratory rate, violent body tremors
and clonic convulsions (23). Therefore we evaluated the anti-inflammatory effect of
montanine in very lower doses, not observing any of those changes. Interestingly,
the higher dose of montanine in clinical protocol of CIA showed no effect on arthritis
severity and paw nociception. We can hypothesize that the increased availability of
molecules of montanine leads to an acute activation that culminates with
mechanisms of desensitization of the receptor, reducing the activation of receptor
cell signaling and, consequently, decreasing the biological effect seen at lower
doses.

Due to the complexity of autoimmune rheumatic diseases, and based on the
growing experience with targeted biologic therapies, blocking a single target is
unlikely to provide dramatic efficacy in all patients with RA. This fact demonstrate
the importance of the development of molecules that might act on different
pathways that are also important to the disease pathogenesis or that are involved in
multiple pathways (47). For example, considering the increased risk of infections
with all current disease modifying anti-rheumatic drugs used in RA, molecules with
direct effect on FLS, which are critical in joint destruction, and with minor
immunosuppressive effects could represent a relevant addition to the treatment of
these diseases. Therefore, we believe that additional efforts should be directed to
clarify the mechanisms of action and pharmacokinetic characteristics of montanine

to support future development of clinical trials with this potential new therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Therapeutic effect of montanine in antigen-induced arthritis (AlA). Balb/C
mice were treated via intraperitoneal with montanine (0.3; 1 or 3 mg/kg) or vehicle
(saline 0.9%) 24 hours and 30 minutes before intra-articular injection of mBSA. A.
Articular nociception was evaluated 0, 3, 5 and 24 hours after intra-articular
injection of mMBSA. Treatment with montanine reduced mechanical nociception at 5
and 24 hours at all tested doses and at 3 hours in the higher dose. **p<0.01
***n<0.001 versus vehicle treatment, by two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni’'s post-hoc test. B. Leukocytes migration into the articular
cavity of knee joint assessed 24 hours after intra-articular injection of mBSA.
Treatment with montanine diminishes the number of migrated cells at all doses of
test. **p<0.001 versus vehicle by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-

hoc test. Each bars represents mean + SEM in 6 mice per group.

Figure 2. Therapeutic effect of montanine in collagen-induced arthritis (CIA).
DBA/1J mice were sensitized with bovine type Il collagen, arthritis development
was assessed daily and animals were treated with montanine via intraperitoneal
twice a day according two different treatment protocols. A. Clinical score in pre-
clinical treatment protocol. Mice were treated with montanine (0.05; 0.25 or 0.5
mg/kg) or vehicle in the day of bovine type Il collagen booster injection until day 15.
Montanine at doses 0.25 and 0.5 mg/kg reduced clinical score from day 7. *p<0.05
**n<0.01 ***p<0.001 versus vehicle by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post-hoc test. Each bars represents mean + SEM in 6 mice per group. B. Clinical
score in clinical treatment protocol. Mice start treatment with montanine (0.5 or 1.5
mg/kg) or vehicle after onset of arthritis and lasting for 10 days. Montanine 0.5

mg/kg reduced clinical score from day 3. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 versus
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vehicle by two-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc test. C. Nociception
in clinical treatment protocol. Montanine 0.5 mg/kg ameliorates nociception at days

2 and 10. *p<0.05 ***p<0.001 versus vehicle by two-way ANOVA followed by

Bonferroni’s post-hoc test. Each bars represents mean + SEM in 7 mice per group.

Figure 3. Histopathologic features of ankle joints from mice with collagen-induced
arthritis (CIA). A. Vehicle-treated mice with CIA showed marked infiltration of
inflammatory cells with pannus formation and large cartilage and bone erosion. B.
Treatment with montanine 0.5 mg/kg in pre-clinical treatment protocol showed mild
infiltration of inflammatory cells and closely to normal joint architecture. C. Mice
treated with montanine 0.5 mg/kg in clinical treatment protocol showed mild
inflammatory cells infiltration, pannus formation and cartilage erosion. D. Detailed
histopathologic score of ankle joints. Treatment with montanine 0.5 mg/kg improved
all histological parameters founded in vehicle-treated mice. *p<0.05 **p<0.01 versus
vehicle by Mann-Whitney t test. Values represents median (25-75 percentiles) of
histologic scores in a scale of 0-3 for all measures in 6 (pre-clinical treatment) or 7

(clinical treatment) mice per group.

Figure 4. In vitro effect of montanine in lymphocytes. A. Effect of montanine on
lymphocyte cell viability. Cells were incubated with montanine at indicated
concentrations for 24 hours. Treatment with montanine only affected cell viability at
the 100 uM dose. **p<0.01 versus cell by one-way ANOVA followed by Tukey’s
post-hoc test. Each bars represents mean =+ SEM in 3 N per group of two
independent experiments. B. Effect of montanine on lymphocyte proliferation
induced by concanavalin A (ConA) (5 ug/ml) in 48 h. Treatment with montanine 1

uM inhibited lymphocyte proliferation stimulated with ConA by 54%. ***p<0.001
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versus cell+ConA by Student’s unpaired t-test. Each bars represents mean + SEM

in samples from 6 different Balb/C mice per group.

Figure 5. In vitro effect of montanine in fibroblast-like synoviocytes (FLS). A. Effect
of montanine on FLS cell viability. Cells were incubated with montanine at indicated
concentrations for 24 hours. Treatment with montanine did not affected cell viability.
Each bars represents mean + SEM in 3 N per group of two independent
experiments. B. Cell counts of invasive FLS in each sample from DBA/1J arthritic
mice. C. Effect of montanine on FLS invasion. FLS were plated in the upper wells of
Matrigel-coated transwell chambers and treated with montanine 1 uM for 24 hours.
Fetal bovine serum 15% were used as chemoattractant in the lower wells.
Montanine treatment decreased FLS invasion by 54%. *p<0.05 versus cell by
Student’s unpaired t-test. Each bars represents mean + SEM in samples from 5

different DBA/1J mice with arthritis per group.
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B ~
52 BRN. o

Montanine (0.5 mg/kg)

Vehicle Pre-clinical treatment Therapeutic treatment

Synovial Inflammation (0-3) 3(2-3) 1(0-3)** 1.5(0-3)**
Synovial hyperplasia (0-3) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)
Extension of Pannus (0-3) 2(1-3) 0(0-2)* 1(0-2)*
Cartilage erosions (0-3) 3(2-3) 0(-3) 1(0-3)*

Bone erosions (0-3) 3(1-3) 0(0-3) 0(0-3)*




Figure 4.

>

Absorbance 570 nm

0.51

0.4

0.3

N\

N

NN O D
. NN

Montanine [uM]

Absorbance 570 nm

61

2.5-
ConA
2.0 e |
1.5-
10_ *kk
0.5
0.0-
NN @
S ~Q
o’ O ,00\0
XX
0(\



62

Figure 5.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que o alcaloide montanina apresenta acdo anti-
inflamatdéria em modelos de artrite aguda e cronica, bem como uma ac¢do de modulacédo
sobre linfocitos B circulantes de camundongos saudaveis e sobre a proliferagdo de linfocitos
e a invaséo de fibroblastos sinoviais em cultura.

Esses resultados sugerem que a montanina apresenta potencial para se tornar uma
nova classe de drogas para o tratamento de doencas inflamatorias e autoimunes como a
artrite reumatoide, através de uma abordagem combinada de acdo anti-inflamatéria e de
supressdo de importantes fendtipos celulares envolvidos com a patogenia dessa doenga.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir da confirmacdo do efeito protetivo da doenca em modelos murinos de
artrite e do efeito em células chave envolvidas com a doenca, novas abordagens dentro deste
projeto seguem com a perspectiva de aprofundar o conhecimento sobre a molécula e seus
mecanismos de acdo, através dos seguintes passos:

e Avaliagdo in vitro da absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo da

montanina;

e Avaliagdo da farmacocinética e farmacodindmica da molécula;

e Avaliacdo da ligacdo da montanina em receptor, através de estudos in silico de

modelagem molecular e da confirmacéo a partir de testes in vitro e in vivo;

e Avaliagdo de possiveis mecanismos intracelulares relacionados a agdo do

alcaloide.

Por fim, estudos nessa linha de pesquisa irdo seguir com o objetivo de realizar a
progressao dos conhecimentos adquiridos na pesquisa basica para a pesquisa clinica e, de
forma efetiva final, realizar a translacdo dos conhecimentos para 0 uso e proveito da

populacdo em geral.



10. ANEXOS

ANEXO | - FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DE AIA

Artrite induzida por antigeno (AIA)

Camundongos Balb/c machos
(8-12 semanas, 20-25 gramas)

|

Dia 0
Imunizacdo com 500 pg mBSA em 200 pl de Salina 0.9% e CFA 1:1

|

Dia 7
Imunizag¢do com 500 pg mBSA em 200 ul de Salina 0.9% e IFA 1:1

|

Dia 14
Imunizagdo com 500 pg mBSA em 200 pl de Salina 0.9% e IFA 1:1

Grupo Veiculo Grupo Montanina
salina 0,9% (n=6) 0,3 mg/kg (n=6)
1 mg/kg (n=06)

3 mg/kg (n=0)

|

Inicio do tratamento

100 pl via intraperitoneal
Duas doses: 24 horas e 30 minutos antes de inje¢do ia

|

Dia 21

Injeciio intra-articular no joelho esquerdo
30 ug de mBSA em 10 pl de salina 0,9%

|

Avaliagdo da nocicepg¢io de pata
Tempos: 0, 3, 5 e 24 h apos injegdo ia

|

Lavado intra-articular
Avaliacdo da migragdo de leucdcitos
para a articulagdo do joelho esquerdo
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ANEXO Il - FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DE CIA COM PROTOCOLO DE
TRATAMENTO PRE-CLINICO

Artrite induzida por colageno (CIA)

Protocolo de tratamento pré-clinico

?._" Camundongos DBA/1J machos
- = (8-12 semanas, 18-22 gramas)
L
Dia 0
Imunizacio

Imunizag¢do com 70 pl de emulsdo com 2 mg/ml de CII
e de CFA (2 mg/ml M. tuberculosis) 1:1

Dia 18
Booster

Imunizac¢do com 70 ul de emulsdo com 2
mg/ml de CII em IFA 1:1

Inicio do tratamento
100 pl intraperitoneal
2x/dia por 15 dias

Grupo Veiculo ‘ Grupo Montanina

salina 0,9% (n=6) 0,05 mg/kg (n=6)
0,25 mg/kg (n=6)
0,5 mg/kg (n=6)

Avaliacio do escore clinico

|

Dia 33
Morte

|

Coleta das articulacdes tibiotarsais
Escore histologico de severidade
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ANEXO Il - FLUXOGRAMA EXPERIMETAL DE CIA COM PROTOCOLO DE
TRATAMENTO CLINICO

Artrite induzida por colageno (CIA)

Protocolo de tratamento clinico

?._" Camundongos DBA/1J machos
- = (8-12 semanas, 18-22 gramas)
L
Dia 0
Imunizacio

Imunizag¢do com 70 pl de emulsdo com 2 mg/ml de CII
e de CFA (2 mg/ml M. tuberculosis) 1:1

Dia 18
Booster

Imuniza¢do com 70 pl de emulsdo com 2
mg/ml de CII em IFA 1:1

Grupo Veiculo Grupo Montanina
salina 0,9% (n=7) 0,5 mg/kg (n=7)
1,5 mg/kg (n=7)

Avaliaciio do escore clinico e nocicepcio

Primeiro sinal clinico de doenca
Inicio do tratamento
100 ul intraperitoneal
2x/dia por 10 dias

10 dias apos o inicio da doenca
Morte

Coleta das articulacdes tibiotarsais Coleta do figado
Escore histologico de severidade Analise histologico de toxicidade



ANEXO IV - FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DA AVALIACAO IN VITRO
SOBRE LINFOCITOS

Ensaios in vitro - efeito sobre linfocitos

Camundongos Balb/c machos
' ‘ saudaveis
“w

Remogdo dos linfonodos

|

Isolamento dos linfocitos

e

Ensaio de viabilidade celular
Controle (so célula)

5 0,01 uM 2%h
_ 0,1 uM MTT Dose de escolha: 1 uM
Montanina . 1 yM
10 uM
100 pM
e
/

Ensaio de proliferacao celular
com concanavalina A [5 pg/ml]
Montanina 1 uM

|

44 horas

|

Adi¢ao de MTT

|

4 horas

|

Leitura de absorbincia em 570 nm
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ANEXO V - FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DA AVALIACAO IN VITRO
SOBRE FLS

Ensaios in vitro - efeito sobre FLS

?o " Camundongos DBA/1J machos
A artriticos

|

Remocdo das articulagdes afetadas

|

Isolamento dos FLS

|

Apos 5 passagens (tripsinizacoes)
Obtengdo de cultura purificada de FLS

e

/

Ensaio de viabilidade celular
Controle (s6 célula)

50,01 uM

0,1 pM 24h

J10uM /

7
e
v

Montanina ‘ Dose de escolha: 1 pM

Ensaio de invasio
B (Insertos com Matrigel)
Montanina 1 uM

24 horas
Células ndo invasivas removidas
Células invasivas coradas com corante cristal violeta

Contagem do niimero total de células invasivas
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