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RESUMO

ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO ANTI-INFLAMATORIO DE
PROTOTIPOS CANDIDATOS A FARMACO PARA O TRATAMENTO
DA ARTRITE REUMATOIDE

Ewerton Alves Portela dos Santos
Orientador (a): Ana Luisa Palhares de Miranda

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduagédo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao

do titulo de Doutor em Farmacologia e Quimica Medicinal.

A Artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria crénica multifatorial caracterizada
por dores continuas intensas e incapacitantes onde o TNF-a exerce papel crucial.
Assim, a reducédo da quantidade de TNF-a constitui uma estratégia adequada no
tratamento da AR. Neste contexto, LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 foram
selecionados como protétipos candidatos a farmacos para tratar a AR por
apresentarem efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério e reduzirem a producao de
TNF-a. Este trabalho mostrou que a diminui¢cdo da producéo de TNF-a promovido por
LASSBIi0-1247 estéa relacionada com seu mecanismo de acao porque sua Clso (12,9
UM) é cerca de dez vezes menor que a concentracdo capaz de reduzir a viabilidade
celular. Mais ainda, os protétipos exibiram efeito anti-hipernociceptivo em modelos
induzidos por LPS ou capsaicina (aproximadamente 50%, AUC) sem antagonizar 0s
canais TRPVL1. Estes resultados sugerem a possibilidade destes compostos inibirem
vias de sinalizacdo importantes para produzir TNF-a. Ja o efeito antinociceptivo de
LASSBIi0-1248 envolve a participacéo de receptores canabinoides sem interferéncia
na temperatura corporal ou aspectos nociceptivos neurogénicos. Finalmente, havia a
necessidade de determinar a eficacia destes derivados no modelo de AR. LASSBio-
1247 administrado 2x/dia (v.0) reverteu a hipernocicepc¢ao em diversos momentos da
avaliacdo. Este efeito pode ter acontecido em virtude de LASSBIi0-1247 diminuir o
TNF-a sistémico (62%), bem como a quantidade de TNF-a (47%), PGE:2 (63%) e



leucécitos totais na articulagdo (42%) (os resultados foram comparados ao grupo-
controle). Ainda, tanto o efeito antiquimiotatico quanto a reducéo de TNF-a articular
podem ter contribuido para diminuir o nimero de leucdcitos totais. Em conjunto, estes
resultados apontam para o LASSBI0-1247 como protétipo candidato a farmaco

promissor para o tratamento por v.o de pacientes com AR.

Palavras-chave: Artrite reumatoide; Anti-TNF-a; Anti-inflamatoérios; Desenvolvimento
de farmacos; LASSBio-1247.

Rio de Janeiro,
Fevereiro de 2015.



ABSTRACT

STUDY OF ANTI-INFLAMMATORY’S MODE OF ACTION FROM
PROTOTYPE DRUGS CANDIDATE TO TREAT RHEUMATOID
ARTHRITIS.

Ewerton Alves Portela dos Santos.

Orientador (a): Ana Luisa Palhares de Miranda

Abstract de Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacéo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo

do titulo de Doutor em Farmacologia e Quimica Medicinal.

Rheumatoid Arthritis (RA) is a multifactorial chronic inflammatory disease
characterized by continuous debilitating pain where TNF-a plays crucial role. Thus, the
reduction of TNF-a level is an important strategy to treat RA. Therewith, LASSBio-1247
and LASSBIi0-1248 were selected as prototype drug candidate to treat RA because
their antinociceptive and anti-inflammatory effects as well as the reduction of TNF-a
level, as previously reported. This study showed that the reduction of TNF-a production
promoted by LASSBIi0-1247 is related to its mechanism of action because its ICso (12,9
uM) is about tenfold fewer than its concentration that decreases cell viability.
Furthermore, the prototypes exhibited anti-hipernociceptive effect in LPS and
capsaicin models (around 50%, AUC) without antagonizing the TRPV1 receptor.
These results suggest the possibility of prototypes acting as an inhibitor of signaling
pathways important to TNF-a production. Moreover, LASSBio-1248’s antinociceptive
effect involves cannabinoid receptors but it cannot interfere with body temperature or
in neurogenic aspects. Finally, we have checked compounds’ efficacy in the mBSA-
induced delayed-type hypersensibility (RA model). LASSBio-1247 by oral pathway
twice/day reversed hypernociception at several points. It must be related to its ability
to reduce TNF-a level (62%) at plasma as well as TNF-a (47%), PGE2 (63%) and the

number of total leukocytes in the synovial fluid (42%) (all compounds’ results were



compared to control-group). Both anti-chemeotatic effect as TNF-a levels reduction
promoted by LASSBIi0-1247 must be affected the cell migration to joint. Together,
these results point out LASSBIi0-1247 as a promising orally prototype drug candidate
to treat RA.

Key words: Rheumatoid arthritis, anti-TNF-a, Anti-inflammatory drugs; Drug
development; LASSBio-1247.

Rio de Janeiro,
Fevereiro de 2015.
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1.1 PATOGENESE E ASPECTOS CLINICOS DA ARTRITE REUMATOIDE

Segundo definicdo, o reumatismo é uma designacdo imprecisa comum a varias
doencas que se caracterizam pela inflamacéo, degeneracao ou distarbios metabdlicos
de tecidos conjuntivos, principalmente bolsas sinoviais, musculos, tenddes e
articulagdes (DOS ANJOS & FERREIRA, 1999). Geralmente, estas sindromes sdo
cronicas e refletem o inicio e a persisténcia de sintomas como a dor (SARZI-PUTTINI
et al., 2014).

Dentre as doencas reumaticas conhecidas, a artrite reumatoide (AR) é a mais
comum e pode ser caracterizada como uma doenca inflamatéria crénica de cunho
autoimune que pode acometer progressivamente cartilagem e ossos de qualquer
articulagédo (GRASSI et al., 1998). Contudo, os efeitos sistémicos que surgem com O
advento da AR ja podem ocorrer alguns anos antes das articulacdes serem afetadas
(PAUNOVIC & HARNETT, 2013).

Sua relevancia se reflete na incidéncia de aproximadamente 1% da populagao
mundial, sendo que a prevaléncia € cerca de trés vezes maior em mulheres que em
homens (KARSDAL et al., 2011). Conforme descrito na literatura, entre 20 a 50 novos
casos a cada 100.000 habitantes sé&o relatados anualmente (UHLIG & KVIEN, 2005).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o aumento da incidéncia e da
prevaléncia desta doenca atinge o apice aos 70 anos dos individuos e tende a
aumentar com o envelhecimento da populagédo (SYMMONS et al., 2006).

Em um amplo estudo homogéneo e representativo da populacédo, Nielsen e
colaboradores (2012) observaram que as mulheres fumantes com idade média entre
50-69 anos constituem o grupo mais susceptivel ao desenvolvimento da AR (KURIYA
et al., 2009; COSTENBADER et al., 2006). Dentre outros motivos, ha mais uma razao
para que as mulheres ndo fumem. Além disto, a literatura indica que a regido do
genoma responsavel pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
responde de 30 a 50% de susceptibilidade ao AR. Como exemplo do impacto de
componentes genéticos, gémeos homozigotos tem quatro vezes mais chances de
manifestar a doenca comparados a irmaos heterozigotos (BOISSIER et al., 2012;
SILMAN et al.,, 1993). Logo, estes dados revelam o carater multifatorial para o
desencadeamento da AR.

Claramente, existe uma fase pré-clinica da AR onde as células imunolégicas
comecam a identificar estruturas do préprio organismo como antigeno, seguido pelo

surgimento de marcadores de inflamacgé&o sistémica no plasma como por exemplo as
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interleucinas (IL) (IL-1, IL-6, IL-15), o fator estimulante de colénias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) e o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), bem como
anticorpos contra proteinas do proprio individuo (fator reumatoide e anticorpo
anticitrulinado) (SCHAEVERBEKE et al., 2012).

Geralmente, o curso clinico da referida doencga é caracterizado pelo inicio lento,
insidioso e progressivo na maioria dos pacientes. Aproximadamente 20% destes
individuos apresentam fases de remissao parcial ou completa, mas os sintomas
inevitavelmente retornam e podem afetar novas articulacbées (ROSENBERG, 2004).
Inicialmente, ha relatos de mal-estar, fadiga, que estdo associados com a gravidade
da doenca e com sofrimento psiquico, além de dor generalizada antes mesmo de
qualquer evidéncia de les&o articular (RUSSEL et al., 2011).

Com certa frequéncia, o padrdo de envolvimento das articulacdes se inicia com
as articulacdes menores das maos e dos pés, seguidas pelos pulsos, tornozelos,
cotovelos e joelhos (Figura 1A). Igualmente, a coluna e os quadris também podem ser
acometidos, mas somente em estagios avancados da doenca (ROSENBERG, 2004).

O resultado final € a presenca das articulacdes deformadas que ndo possuem
estabilidade, além de pouca ou nenhuma amplitude dos movimentos que também é
influenciada pela destruicdo da cartilagem, de tenddes, ligamentos e das cépsulas
articulares (Figura 1B e C). Uma consideravel parcela dos pacientes sofre
incapacidade permanente moderada a grave em poucos anos apos o diagndéstico da
AR (DE PUNDER et al., 2011; LUNDKVIST et al., 2008). Todo este processo
desencadeia dores continuas intensas que podem interferir consideravelmente na
qualidade de vida do paciente (COSTA et al., 2014).
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Figura 1: (A) Surgimento de luxac6es no metacarpo e no pulso caracterizam a fase
intermediaria da AR. (B e C) Estado avan¢ado da doenga: mao em ziguezague com leséo poli
articular e simétrica com luxacgéo e fusdo das articulagdes aparentes. O desvio ulnar € comum
(ROSENBERG, 2004).

Em um trabalho realizado em colaboracdo entre o Colegiado Americano de
Reumatismo (ACR) e a Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) foi estabelecido
gue a determinacdo desta doenca autoimune deve ser baseada em uma colecéo de
critérios associados a um codigo traduzido por pontuacdes (ALETAHA et al., 2010).

O primeiro deles é definido pelo numero de articulacbes acometidas onde pode
ser atribuida até cinco pontos, a anormalidade soroldgica caracterizada pela presenca
de fator reumatoide ou anticorpo antiproteina citrulinada (pontuacao de 0- 3), seguido
pela resposta elevada na fase aguda (0- 1 ponto) e, por fim, a duracdo dos sintomas
(<6 ou 26 semanas; 0- 1 ponto). Neste contexto, o individuo que atinge a pontuacao
igual ou superior a seis recebe o diagnostico de AR (ALETAHA et al., 2010). Vale
ressaltar que, apesar de o fator reumatoide (anticorpo que interage com a regiao Fc
da imunoglobulina G (IgG)) ser extensamente utilizando como um marcador
plasmatico para determinar a AR, apenas 40% dos pacientes é positivo para este
anticorpo no inicio da doenca, ou seja, a determinacdo dos niveis desta proteina
circulante ndo garante a deteccdo da AR mesmo porque o fator reumatoide pode ser
encontrado no plasma de individuos saudaveis (MACHOLD et al., 2002; KURIYA et
al., 2009).

Este contexto revela um diagndéstico complexo que pode contribuir ao atraso da
identificacdo da doenca e favorecer o estabelecimento das lesdes irreversiveis, bem
como da dor nos pacientes com AR (MJAAVATTEN & BYKERK, 2013).
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1.1.1 O processo élgico

A experiéncia algica de individuos acometido pela AR inclui significativo
sofrimento e consequente perda da qualidade de vida. Nado obstante, os autores
mostraram uma correlacéo direta entre a limitacao fisica e a dor, sendo que este sinal
da inflamacé&o contribui mais para a incapacidade fisica que a lesdo de cartilagem e
0ssos (COSTA et al., 2014; SOKKA et al., 2000).

Durante AR, a dor propriamente dita contribui desfavoravelmente para o
impacto psicoldgico e social da doenca no paciente, reduz a qualidade de vida do
individuo e, de fato, € considerado um problema predominante desta enfermidade
cronica autoimune (WALSH & MCWILLIAMS, 2012). Ainda, aproximadamente 90%
dos pacientes consideram a resolucdo da dor como uma das prioridades durante seus
tratamentos (LEE, 2013).

Descrita como uma sensacdo subjetiva e desagradavel, a dor € uma
experiéncia complexa que envolve ndo s6 a transducdo de estimulos ambientais
nocivos, mas também processos cognitivos e emocionais com o objetivo de proteger
o individuo de um dano tecidual iminente (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Para tal funcdo, existem fibras sensoriais periféricos especializadas
denominadas nociceptores que podem ser excitadas por fatores quimicos, mecanicos
e/ou térmicos minimamente suficientes para atingir o limiar nocivo, provocar a
liberacdo de mediadores inflamatoérios e o recrutamento celular, culminando com a
nocicepcao (Figura 2) (MARCHAND et al., 2005). Por causa da existéncia de
diferentes tipos de fibras condutoras de impulsos nervosos, os individuos sdo capazes

de captar estimulos sensoriais variados (BASBAUM et al., 2009).
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Figura 2: Estimulos nocivos provocam a liberacdo de mediadores inflamatérios que interagem
com seus receptores e ativam a PKA e PKC que, por sua vez, fosforilam os canais TRPV1.
Esta acdo permite que concentracdes menores de prétons ative os canais de cétion e facilitam
a entrada de Na* e Ca™ e a consequente sensibilizacdo do nociceptor (CRIADO POR:
Ewerton A. Portela dos Santos, 2015).

Neste contexto, estudos eletrofisiolégicos apontam a existéncia de trés tipos de
fibras compostas por duas classes distintas. Na primeira classe, as fibras A diferem
consideravelmente das demais pelo seu maior diametro e também por ser altamente
mielinica que consequentemente reflete na maior velocidade de conducéo do impulso
exclusivamente mecanico e inécuo. Além de serem levemente mielinizadas, as fibras
Ad aferentes séo caracterizadas pelo seu calibre mediano e por transmitirem a dor
rapida, pontual e bem-localizada. Atualmente, estes nociceptores sado subdivididos
em: tipo | por responderem a eventos nocivos mecanicos e quimicos, mas com limiar
térmico relativamente alto (> 50°C), podendo ser ativada por temperaturas menores
caso o estimulo seja persistente, e o tipo Il que certamente medeia preferencialmente
as respostas frente a estimulos térmicos que mecanicos (BASBAUM et al., 2009). A
segunda classe € composta por nociceptores heterogéneos de calibre menor em
comparacao as demais, amielinicos e sensiveis tanto a temperaturas superiores a
43°C quanto a estimulos mecéanicos, sendo denominadas como fibras polimodais C.
Em virtude destas caracteristicas, a conducdo do impulso nervoso pelas referidas
fibras aferentes acontece lentamente e a dor é manifestada de modo latente e mal
localizada (PERL, 2007).

Em pacientes com AR, a sindvia € improvavel ser a Unica fonte de dor ja que
as fibras aferentes também estdo localizadas na capsula articular, ligamentos,
tenddes e musculos. Como fato relevante, as fibras do musculo e da articulagéo
exibem sensibilizacdo pronunciada frente a estimulos mecéanicos (SCHAIBLE et al.,

2006). Entretanto, a cartilagem das articulagées e cerca de dois tercos internos dos
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meniscos sao normalmente aneurais (KONTTINEN et al., 2006). Com isto, os dados
ilustram a possibilidade de a lesdo erosiva da cartilagem durante o inicio da AR n&o
ser detectada mesmo durante o movimento articular, permitindo o alcance a estagios
mais avancados de danos locais sem qualquer intervencéo do processo.

De modo relevante, a inflamagé&o é considerada como um fator importante na
origem da dor (REINOLD et al., 2005). Segundo a revisao da literatura realizado por
Walsh & McWilliams (2012), a gravidade do processo algico esta diretamente
associada com a extensao da inflamacao sinovial.

Com o inicio da inflamagé&o crénica na AR, a consequente e intensa migracao
leucocitaria para a articulacdo promove o aumento de quantidades significativas de
mediadores pro-inflamatoérios, como citocinas e prostanoides, que medeiam a
sensibilizacdo das fibras aferentes a partir da reducdo do seu limiar de ativacao,
facilitando a geracédo do potencial de acao (despolarizacdo) que serd conduzido até
as laminas do corno dorsal da medula espinhal (DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010;
SCHAIBLE & GRUBB, 1993).

Ainda na periferia, o ganglio da raiz dorsal (DRG) contém os corpos celulares
de neurdnios sensoriais de onde axonios bifurcados se projetam para a formacéo de
sinapse dentro da medula espinhal no sistema nervoso central (SNC), enquanto a
outra terminacdo é sensorial nos tecidos periféricos (MEMET, 2006). Com isto,
culturas de neurbénios do DRG séo Uteis para compreender o0 mecanismo celular e
molecular envolvidos na transducéo do estimulo doloroso (DAVIDSON et al., 2014).

Neste contexto, a sensibilizacdo central pode ser resultado da liberacdo de
mediadores excitatérios pelos neurdnios periféricos. Com isto, o impulso nervoso é
conduzido pelas fibras aferentes até as laminas. Finalmente, o potencial de acao é
conduzido até o cortex somatossensorial e areas de componentes afetivos do cérebro
através do talamo, fornecendo informacfes sobre a localizacdo e a intensidade do
estimulo doloroso. Portanto, estes relatos ilustram a complexidade do fendmeno
algico (BASBAUM et al., 2009).

Assim, a dor da articulacdo artritica pode envolver tanto a inflamacéo local
quanto a sensibilizacao periférica e central.

Vale ressaltar que o0 processo algico desencadeado por mediadores
inflamato6rios € denominado hiperalgesia e a dor causada por estimulos que
normalmente sdo in6cuos é chamada de alodinia (FARQUHAR-SMITH, 2007).

Segundo especialistas, o termo hipernocicep¢ao deve ser utilizado nas respostas de
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sensibilizacdo dos nociceptores obtidas em animais porque 0S componentes
emocionais associados a ocorréncia da dor ndo podem ser mensurados (VERRI et al.,
2006).

Relevantemente, uma compreensao global do fenbmeno da nocicepcéo é
necesséria para identificar os possiveis alvos de intervencdes terapéuticas para 0s
pacientes. Em um destes aspectos, a supressao da inflamacéo é altamente desejavel
para amenizar os fardos associados ao processo algico desencadeado pela AR.
Sabendo que nesta doenca a dor persiste mesmo em individuos sob tratamento,
existe a clara necessidade de obter novos farmacos anti-inflamatoérios e analgésicos
mais efetivos (WALSH & MCWILLIAMS, 2012).

1.1.1.1 Canais de potencial transitério

Em tempo e de interesse particular de grande parte dos pesquisadores que
estudam o processo nociceptivo, o receptor vaniloide de potencial transitério (TRPV1)
é um canal de cation nédo-seletivo, mas que preferencialmente é permeéavel ao Ca*?,
pertencente a uma familia de 28 canais com baixa homologia entre si (SCHAIBLE et
al., 2006).

Consistente com o seu papel integrador de estimulos dolorosos, o TRPV1 pode
ser encontrado a nivel central, mais especificamente em regibes do cérebro
envolvidas com a transmissdo e modulacdo da dor, mas também perifericamente
(SZABO et al., 2002; PALAZZO et al., 2012).

Em virtude de sua localizacdo priméaria em fibras aferentes sensoriais Ad e
polimodais C, a ativacdo dos canais TRPV1 por temperaturas superiores a 43°C,
prétons e pela capsaicina (principal componente pungente da pimenta) permite o
influxo de Na* e Ca*? para a célula e facilita direta ou indiretamente a formacéo do
potencial de acdo (WANG & WOOLF, 2005).

Contudo, apesar de expectativas iniciais apontarem uma possivel correlacao
entre o TRPV1 e a dor evocada pela temperatura, estudos iniciais com camundongos
deficientes deste tipo de canal ndo apresentaram alteragées significativas nas
respostas nociceptivas basal (WOODBURRY et al., 2004). Em contrapartida, a
mesma estratégia experimental mostrou que o TRPV1 é essencial para a ocorréncia
da hipernocicepgéo térmica e ndo a mecanica, indicando que este canal é relevante

na sensibilizacdo neuronal desencadeada por mediadores inflamatdrios ap0s injuria
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tecidual (CATERINA et al., 2000). Neste contexto, o limiar de ativacdo das fibras
aferentes é reduzido a temperatura corporal (PREMKUMAR & ABOOQOJ, 2013).

1.1.1.2 Prostanoides

Os eicosanoides sdo agentes biologicamente ativos tanto em condigoes
fisiolégicas quanto em doencgas. Por exemplo, estes mediadores lipidicos medeiam
respostas do processo inflamatorio, como a febre, permeabilidade vascular,
guimiotaxia de leucécitos e a dor (FOLCO & MURPHY, 2006).

Inicialmente, ha a libera¢do do acido araquiddnico (AA) a partir da hidrélise dos
fosfolipidios de membrana pela acdo da enzima fosfolipase Az (PLA2) que pode ser
ativada por fatores de crescimento, bem como por citocinas (ADIBHATLA &
HATCHER, 2008; KORBECKI et al., 2013).

Além das lipoxinas e leucotrienos formados a partir da atuacédo enzimatica das
isoformas da lipoxigenase (LOX), o AA também pode ser submetido as acdes
cataliticas de cicloxigenase e posteriormente peroxidase mediadas respectivamente
pela prostaglandina H sintase e pela prostaglandina endoperdxido sintase. Ambas
também sao chamadas de cicloxigenase (COX) e sao fundamentais para a sintese de
prostanoides (tromboxana Az (TxA2), prostaciclina (PGl2) e prostaglandina (PG) Do,
PGE2, além de outras) que acontecera apos interacdes intercelulares (Figura 3).
Ainda, através de seus receptores, a PGE: elucida diversos efeitos que inclui a
exacerbacdo da inflamacdo e a sensibilizacdo nociceptiva (SALA et al., 2010;
KAWAHARA et al., 2014) (Figura 2). De acordo com Moriyana e colaboradores (2005),
a hipernocicepcéao térmica pode ser mediada pela PGE:2 apds a interacdo com seus
receptores, a consequente ativacdo da PKA e PKC, culminando com a potencializacéo

e sensibilizacdo do TRPV1 (Figura 2).
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Figura 3: Cascata de formagédo de prostanoides a partir do acido araquidénico (Adaptado
de: SMYTH et al., 2006; SANTOS, 2009) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos,
2015).

De modo corroborativo, a reviséo bibliografica realizada por Fattahi e Mirshafiey
(2012) mostrou que a deplecao genética de subtipos dos receptores de PGE: atenuou
os sinais inflamatérios de animais com AR experimental. Mais especificamente sobre
o mecanismo da dor na AR, Schaible e colaboradores (2002) relataram que a
presenca de receptores para este mediador lipidico nas terminacdes das fibras
contribui para a reducao do limiar de ativacdo dos nociceptores. Em conjunto, os
referidos fatos apontam o papel da PGE2 como mediador da dor periférica associada
a AR.

Com respeito as isoformas que convertem o AA em intermediarios que
formardo os prostanoides, a COX-1 é constituida de 576 aminoacidos e é expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos, mas pode ser detectada em altos niveis na

mucosa gastrica e em plaquetas (SMITH et al., 2000). Mais ainda, o conhecimento
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obtido a partir de estudos comparativos entre as estruturas de COX-1 e COX-2
evidenciou o maior sitio catalitico da isoforma 2 e alavancou o desenvolvimento de
farmacos seletivos inibidores da COX-2 (XIE et al., 1991; KOSAKA et al., 1994).

Apesar de a COX-2 ser expressa constitutivamente em células endoteliais,
vasculatura renal e mécula densa justa-glomerular, esta enzima exibe significativa
importancia farmacoldgica na AR porque a sua expressdo pode ser induzida por
tecidos inflamados em decorréncia da acdo de citocinas pro-inflamatorias
(RAJAKARIAR et al., 2006; RAO & KNAUS, 2008). Além disto, o LPS também pode
influenciar positivamente na expressao de COX-2, um aspecto bastante explorado
cientificamente em estudos de desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios (BAN
et al., 2009).

Recentemente, um trabalho realizado com o modelo de AR induzida por
adjuvante de Freund completo (CFA) mostrou que a inflamagdo esta
significativamente relacionada com a expressao de COX-2 e PGE2 no tecido sinovial,
podendo ser associada com a nocicepg¢éo cronica em camundongos (CHEN et al.,
2014; MCEVOY et al., 2004; NARITA et al., 2008). No contexto molecular, os autores
indicaram que a hipernocicepc¢ao evocada pelo agente nocivo foi mediada na medula
espinhal pelo aumento dos niveis de RNAmM de COX-2 apés a ativacdo de NF-kB
induzida por IL-183 e TNF-a. Em conjunto, estes resultados permitem sugerir a
participacdo tanto de COX-2 quanto de PGE2 no processo de sensibilizacdo central

durante a hipernocicepcéao.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE

Marcada pela migracdo de células do sistema imune adaptativo, como as
células T, e também as fagocitarias, como macréfagos e neutréfilos, a inflamacéo
cronica € caracterizada pelo inicio insidioso, pouco intenso e geralmente
assintomatico que pode ocorrer por longos periodos, como aqueles desencadeados
pela destruicdo tecidual observada em pacientes com AR (ROBBINS & COTRAN,
2005).

Sabidamente, a AR provoca um amplo espectro de alteracbes morfoldgicas,
sendo que as articulagbes manifestam as lesbes mais graves. Inicialmente, a sinovia
se torna edemaciada, espessa e hiperplasica, transformando seu aspecto liso em
bulbar. De maneira corroborativa, a migracdo leucocitaria para a membrana sinovial,

normalmente acelular, resulta no aumento do seu tamanho e € parte constituinte da
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resposta inflamatéria. As caracteristicas celulares incluem primeiramente densa
infiltracdo do estroma sinovial por células B e células T CD4*, além de concentragfes
abundantes de macrofagos e fibroblastos (Figura 4) (THOMSON & UDALOVA, 2009).

A
Cé'psula - Fibroblasto
articular Micitiago
Membrana Célula dendritica
sinovial CélulaT
Espaca Célula B
articular — | A
Cartilagem - Angiogénese
Sinovidcitos | Mastdcito
Sindvia
hiperplasica
Osso

Figura 4: A- Representacdo da estrutura de uma articulagdo normal comparada com (B)
alteracdes patofisioldgicas da articulacdo acometida pela AR (Adaptado de: CHOY, 2012).

Ja4 os macréfagos parecem exercer papel principal no desenvolvimento e
manutencdo da AR em virtude da sua concentragdo aumentada tanto na membrana
sinovial inflamada quanto na cartilagem e também por apresentarem ampla atividade
pré-inflamatéria e de promocédo da lesdo articular em qualquer fase da doenca.
Durante a AR, os macrofagos exibem sinais claros de sua ativacéo refletidos no
aumento da expressdo de moléculas de MHC do tipo Il, de quimiocinas,
metaloproteinases, além de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-15, GM-CSF e TNF-
a, por exemplo) (KINNE et al., 2000). Notoriamente, o grau de migracao e ativacao de
macrofagos esta correlacionado ndo s6 com a progressao dos danos permanentes a
articulacdo, mas também com a inflamacédo e a dor do paciente (MULHERIN et al.,
1996; TAK et al., 1997; COOK et al., 2011).

Ainda, a liberacdo dos referidos mediadores inflamatoérios influenciard na
ativacao de fibroblastos, no recrutamento de neutrofilos e diferenciagéo de células T,

corroborando para a amplificagéo e magnitude da inflamacéo (Figura 5).
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Na sindvia inflamada durante a AR, had o acumulo de neutrdéfilos no fluido
articular e, segundo Khandpur e colaboradores (2013), a participacdo deste tipo
celular ndo se limita na contribuicdo para a ocorréncia da dor inflamatéria a partir da
producdo de PGE: (Figura 5). De acordo com os autores, o TNF-a presente na
articulacéao induz a formacéo de NETs (do inglés: neutrophil extracelular traps) pelas
referidas células polimorfonucleares que expde autoantigenos e aumenta a resposta
inflamatoria de fibroblastos sinoviais. Deste modo, estas observacfes implicam a
participacdo dos neutrofilos ndo s6 na patogénese, mas também na perpetuacao da
AR.

Basicamente, a autoimunidade é caracterizada por uma falha especifica de um
mecanismo que envolve as células T e o reconhecimento de estruturas do organismo
como antigeno. Evidéncias na literatura indicam que este problema é crucial para a
fisiopatologia da inflamacéao sinovial na AR ((DELVES et al., 2011; FOURNIER, 2005).

Existem dois tipos principais de células T: as citotoxicas ou CD8"* e auxiliares
(helper- h) ou CD4*. As células T CD4* apresentam um papel essencial no processo
de iniciacéo e perpetuacdo da membrana inflamada e das les6es 6sseas observadas
durante a AR que, influenciada por citocinas liberadas pelas células dendriticas,
podem se diferenciar em células Th do tipo 1 (Thl), tipo 2 (Th2) e em reguladoras
(Treg) (ATERIDO et al., 2014). Com perfil pré-inflamatério, um quarto subtipo de
células T CD4* caracterizado pela producao de IL-17 (células Th17) foi recentemente
identificado e observacdes sugerem a importancia da sua participacdo na atividade
da AR (OUYANG, 2008; NOACK & MIOSSEC, 2014). Cada subtipo de células T
secreta um padrao de citocinas diferente entre si que conjuntamente coordenam uma
série de eventos intercelulares complexos (CHEN et al., 2012).

De um modo geral, as subpopula¢des de células Th podem atuar em diferentes
intensidades e estagios da AR, governando o desenvolvimento e a cronicidade
inflamatoria na articulacdo (CHEN et al., 2012). Mas classicamente, amostras de
tecidos sinoviais inflamados de pacientes com AR revelaram que a linhagem de
células Thl compde o perfil predominante de células T comparado as células Th2
(AARVAK et al., 2000; YANG et al., 2004).

Ha também as células Treg cuja funcdo primordial consiste em proteger o
organismo de reacdes exacerbadas e improprias de células T a antigenos estranhos,
bem como suprimir suas acgdes contra autoantigenos. Estas células parecem ser

essenciais para a supressao continua de células Thl, Th2 e Th1l7. Ainda, as células
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Treg correspondem de 5-10% das células T CD4* maduras, sendo o seu
desenvolvimento e a manutencdo da sua funcao supressora dependente da ativagao
do fator de transcricdo Foxp3 (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007). No contexto da AR,
as ceélulas Treg ndo interrompem a secrecdo de citocinas proé-inflamatérias pelas
células T e, de acordo com Valencia e colaboradores (2006), tal problema pode estar
relacionado com o aumento da producgéo de TNF-a que reduz a expressao de Foxp3
(HAQUE et al., 2014).

Passivel de interacdo com macréfagos, as células mesenquimais (células da
sindvia semelhante a fibroblastos) tem surgido como relevantes moduladores do
sistema imune. Investigacdes sobre as func¢des patogénicas dos fibroblastos sinoviais
na AR mostraram que estas células estdo em maior nUmero e com atividade
aumentada, contribuindo para a inflamacéo a partir da liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios (Figura 5) (LEENCH & MORAND, 2013).

Neste contexto, estudos imuno-histoquimicos apontaram os fibroblastos como
a principal fonte de IL-6 que, sinergicamente com a IL-23, pode propiciar a proliferacao
de células Thl7 e também promover o acumulo de células B, colaborando
efetivamente para a resposta humoral (BAUMANN & KUSHNER, 1998; LIN et al.,
2012). De modo global, estas evidéncias permitem sugerir que h& a regulacéo local
da autoimunidade por intermédio de mediadores e interagdes intercelulares (DAYER
& CHOY, 2010). Ainda, a migracao de células B para a sindvia inflamada também

pode colaborar para a ativacdo de células T (WANG et al., 2011).
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Figura 5: Interagdes intercelulares e liberagdo de mediadores pré-inflamatérios contribuem
para a amplificagdo e magnitude da inflamagdo durante a AR (seta vermelha: acdo de
mediadores; seta preta: acdo celular. As setas mais espessas indicam que o mediador &
produzido principalmente pelo tipo celular) (VOLIN & KOCH, 2011; DAYER et al., 2010;
FELDMAN, 2002; KINNE et al., 2000) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos, 2015).

Neste ambiente significativamente inflamado, a atividade osteoclastica no 0sso
subjacente permite que a sindvia penetre no 0sso e forme erosdes justa-articulares,
osteoporose e, por fim, a ocorréncia do pannus onde diversos fatores de crescimento,
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
derivado de plagueta (PDGF), podem contribuir para o remodelamento e
permeabilidade vascular. Ainda, esta estrutura € constituida pelo conjunto de
fibroblastos, células sinoviais, inflamatorias e tecido de granulacdo que se proliferam
sobre a cartilagem articular e causa sua eroséo (Figura 4) (BOISSIER et al., 2012).
Neste momento, a unido dos 0ssos apostos mediada pelo pannus é seguida de
eventual ossificacao (Figura 6) (ROSENBERG, 2004).



39

Figura 6: A- Estagio inicial da doenca onde ha estreitamento do espaco articular e erosées
marginais (seta amarela) e; B- AR avancada com perda da cartilagem articular, estreitamento
dos espacos de quase todas as articulagfes (seta amarela) e desvio ulnar dos dedos (seta
vermelha) (ROSENBERG, 2004).

Outrossim, a destruicdo de o0ssos e cartilagem das articulacdes é mediada por
distintas vias patoldgicas, sendo que a extensao da atividade inflamatoria tem sido
identificada como um importante iniciador das lesbes (KOCIJAN et al., 2013). Neste
contexto, a sindvia inflamada constitui uma fonte de citocinas inflamatérias que
promovem o influxo e a diferenciagcédo de precursores mononucleares em osteoclastos
e consequentemente aumentam a reabsor¢cdo Oéssea articular (SCHETT &
TEITELBAUM, 2009). Portanto, estes resultados influenciaram o conceito que a
inflamacgéo pode ser um desencadeador importante de danos estruturais 0Sseos nos
pacientes com AR (KLEYER & SCHETT, 2014). Contudo, Aletaha e colaboradores
(2010) concluiram que as lesdes irreversiveis nas cartilagens das articulagbes
contribuem mais significativamente para a perda funcional da articulagdo que as
erosdes 0sseas.

Entdo, durante a manifestacdo da AR, os tecidos sinoviais estédo enriquecidos
por células imunolégicas que produzirdo mediadores inflamatérios (IL-17, IL-1, IL-33,

IL-6, TNF-a e PGE,, por exemplo) determinantes para a perpetuagéo da inflamagéo

cronica e dolorosa da articulagdo (PAUNOVIC & HARNETT, 2013).
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1.2.1 Citocinas pro-inflamatorias

A pesquisa sobre citocinas comecou no inicio dos anos 50 do século passado
e, atualmente, representam um grupo importante de mediadores que séo essenciais
para o funcionamento do sistema imunolégico humano (TAYAL & KALRA, 2008; BAK
& MIKKELSEN, 2010).

Didaticamente, as citocinas podem ser definidas como polipeptidios de
estrutura diversa e baixo peso molecular com funcdo de moléculas mensageiras que
tornam possivel a comunicacdo entre diferentes elementos do sistema imune
(SCHETT & GRAVALLESE, 2008).

Levantamentos bibliogréficos realizados por Tayal e Kalra (2008) indicaram que
as funcdes das citocinas podem ser similares comparadas entre si. Ademais, estes
fatores produzidos por leucécitos podem regular uma ampla faixa dos fenébmenos
inflamatoérios associados com a patogénese da AR e de diversas atividades do
sistema imune, como a proliferacéo, diferenciacdo e ativacao de células de defesa e
a liberacdo de outras citocinas.

Dentre outros fatores enquadrados na autoimunidade, a inflamacao crénica na
AR é suportada pelo desequilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatérias (MOELANTS
et al., 2013). As citocinas estdo presentes abundantemente no soro e sindvia dos
pacientes (SCHETT & GRAVALLESE, 2008).

Vale ressaltar que, do ponto de vista da génese e manutencédo da AR, um dos
grupos de citocinas mais importante é a familia das interleucinas, mas outros tipos de
citocinas também sdo relevantes para a doenca em questéo e foram identificados com
base na sua atividade citotéxica contra tipos celulares transformados, como o TNF-a
(FELDMANN, 2002).

No que tange a AR, as citocinas pro-inflamatorias IL-17, IL-6, IL-18 e o TNF-a
se destacam por autorregularem suas producdes e controlarem a expressdo de
enzimas como a isoforma induzida da oxido nitrico sintase (iNOS) e COX-2 cuja
importancia em processos inflamatorios é significativa em virtude da producéo de NO
e PGE, respectivamente (TSATSANIS et al., 2006).

1.2.1.1 Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-a)
O TNF-a foi descoberto em 1975 como uma proteina presente no soro capaz

de mimetizar a acdo necrdtica no tumor em sarcomas transplantados para
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camundongos. Ja nesta época, uma variedade de testes indicou a possibilidade de
TNF-a ser liberado por macréfagos (CARSWELL et al., 1975).

Esta citocina é um polipeptidio de aproximadamente 17 KDa composto de 157
aminoacidos, cuja producdo pode ser induzida por estimulos como antigenos fungicos
e virais, LPS, formalina, bem como IL-1 e o préprio TNF-a (KRIEGLER et al., 1988;
FELDMAN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2000).

Desde 1985, Old suspeitou que o TNF-a poderia ter multiplas atividades
bioldgicas e, trés anos depois, outros pesquisadores sugeriram que o TNF-a seria um
mediador primario de respostas inflamatorias, estando envolvido na patogénese de
véarias doencas como o cancer, a sepse e a doenca inflamatoria intestinal (KRIEGLER
et al., 1988; LIN et al., 2008).

Adicionalmente, solidas evidéncias baseadas na presenca do TNF-a na
articulacdo de pacientes com AR ja apontavam esta citocina como um mediador
importante na patogénese da AR (BRENNAN & MCINNES, 2008). Além disto, estudos
realizados em modelos animais e em pacientes com AR mostraram que a quantidade
de TNF-a e seus receptores estdo aumentados no soro comparado com 0 grupo
controle saudavel (CHEN et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014). Em seguida, os
pesquisadores constataram que o0s pacientes exibiram em suas articulacdes
guantidades elevadas destes receptores biologicamente ativos em cerca de cinco
vezes em relacdo aos niveis séricos deste mesmo grupo. A época, estes dados
permitiram sugerir a producao dos receptores de TNF-a na articulagdo (COPE et al.,
1992).

Para embasar a teoria que o TNF-a exerce papel fundamental na AR, Willians
e colaboradores (1992) mostraram que a administracdo de anticorpo monoclonal
especifico para TNF-a melhorou significativamente os aspectos clinicos da AR
desencadeados no modelo de artrite induzida por colageno (KEFFER et al., 1991).
Relevantemente, um estudo genético preditivo de AR revelou que o aumento
sistémico de TNF-a em camundongos desencadeia uma resposta semelhante a
referida doenga autoimune (KEFFER et al., 1991). Certamente, a literatura atual exibe
diversos trabalhos que contemplam o TNF-a como o regulador fundamental para o
inicio e a manutencao da AR, sendo liberado por células T CD4* e por macrofagos
(MOELANTS et al., 2013).

Inicialmente, cultura de células mononucleares extraidas da sindvia ou da

articulacéo de pacientes com AR foi capaz de produzir IL-1 sem qualquer estimulo
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extrinseco e que, por sua vez, foi revertida pela adicdo de anticorpo anti-TNF-a. Tal
fato indicou que o TNF-a pode ser o principal indutor de IL-1 (BRENNAN et al., 1989).
Consequentemente, esta citocina que causa inflamacéo esta diretamente relacionada
com a leséo articular (DAYER, 2003). O emprego do anticorpo anti-TNF-a também
diminuiu pronunciadamente a secrecdo de outras citocinas pré-inflamatorias
(FELDMANN et al., 1996).

Através da acao de quimiocinas presente no fluido e tecido sinovial, o TNF-a
promove a migracdo de leucdcitos para a articulagdo de coelhos em modelos
experimentais de AR que produzirdo mais quimiocinas, indicando a existéncia de um
ciclo que favorece a manutencao da resposta inflamatéria (KOCK, 2005; ASKENASE,
2003).

Outrossim, colaboracg@es cientificas confirmaram o papel especifico do TNF-a
na contribuicdo da migracédo de neutrofilos a cavidade articular de animais imunizados
(BOMBINI et al., 2004). Corroborando com estes resultados, Pelletier e colaboradores
(2010) mostraram existir uma interacdo franca entre células Th1l7 com neutrdfilos
através do TNF-a. Ainda, demonstrado pelo tratamento com anticorpo anti-TNF-qa, o
recrutamento de células T também pode ser regulado de maneira relevante pela
citocina em questao, seja direta ou indiretamente, por meio da inducao de receptores
de quimiocinas na superficie das células T de pacientes com AR (ISSEKUTZ et al.,
1994; ERIKSSON et al., 2013). Claramente, estes dados indicam o efeito quimiotatico
de TNF-a para a articulagao e permitem sugerir sua importancia singular na AR.

N&o menos importante, uma pesquisa realizada na década de 80 mostrou que

o TNF-a estimula a producéo de colagenase e PGE, pelas células sinoviais humana.

Tal fato evidenciou a funcéo na destruicdo e remodelamento do tecido e ratificou sua
participacdo na inducdo da dor inflamatéria (DAYER et al., 1985; BRENNAN &
MCINNES, 2008).

Bem como outras citocinas e mediadores pro-inflamatérios liberados na
articulacao artritica, o TNF-a ndo s6 promove e mantém a inflamag¢éo como também
causa dor inflamatéria (SCHAIBLE et al., 2010; INGLIS et al., 2005).

Estudos experimentais demostram que a administracéo intra-articular de TNF-
a pode causar dor tanto indiretamente, gracas a mediadores inflamatérios liberados
seguencialmente, quanto de modo direto (CUNHA et al., 2008a; CUNHA et al., 2008b).
Neste caso, ha indicios consistentes que o TNF-a sensibiliza o TRPV1 e também

neurbnios condutores de impulsos nociceptivos através da modulacdo de canais
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ibnicos de modo persistente (HAGENACKER et al., 2010; CZESCHIK et al., 2008).
Este mesmo fenbmeno foi observado em neurdnios do DRG, onde anélises de PCR
indicaram a expressédo de ambos os subtipos de receptores para TNF-a. (RICHTER
et al., 2010).

De modo corroborativo, animais portadores da artrite induzida por antigeno
(AIA) apresentaram intensa resposta hipernociceptiva em um padrdo tipico de
nociceptores sensibilizados, com relevante transmisséo de corrente idnica nas fibras
Ad e as polimodais C que expressam o subtipo 1 de receptor para TNF-a (TNFR1)
(SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER et al., 2010).

Assim como a administracao da referida citocina na cavidade articular reduz o
limiar de ativacao das fibras periféricas da articulacdo, Konig e colaboradores (2014)
observaram gque a presenca de TNF-a no espaco articular favorece o aumento da
excitabilidade dos neurdnios da medula espinhal. Claramente, os autores mostram
qgue o TNF-a expresso a nivel central contribui igualmente para a sensibilidade dos
mesmos neurdnios, revelando que o TNF-a em ambos os locais facilita a manifestagao
do processo algico (KONIG et al., 2014).

Ainda, camundongos transgénicos expressando niveis elevados de TNF-a que
desenvolvem naturalmente AR apresentam maior sensibilidade a dor. Segundo os
autores, parece que o TNF-a desencadeia intensa, propagada e prolongada atividade
nociceptiva cerebral em estruturas do SNC envolvidas na emocéo e percepcao da dor,
como o talamo e regides do sistema limbico (HESS et al., 2011).

Em suma, o TNF-a € mediador fundamental no recrutamento celular e
determinacdo das respostas efetoras das células, além de ser essencial na
comunicacao intercelular, amplificacdo e duracdo da resposta inflamatéria e algica
(DELVES et al., 2011). Nao obstante, assim como o TNF-a, uma ampla gama de
citocinas pro-inflamatérias pode atuar sinergicamente durante a AR, envolvendo
mecanismos transcricionais e poés-transcricionais, como aqueles mediados pela
MAPK p38 e por NF-kB (ANDOH et al., 2005).

Portanto, a reducdo dos niveis destes mediadores na sindvia inflamada pode
contribuir para a diminuicdo da migracao de leucdcitos, da dor e ainda amenizar as
consequéncias do processo inflamatoério associados a AR. Por isto, a estratégia cujo
alvo seja a neutralizacdo ou reducédo dos niveis de TNF-a na articulagdo pode ser util

no tratamento da AR.
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1.2.2 Proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK)

As MAPK comp8em uma familia de moléculas de sinalizacao intracelular que
engloba trés principais membros: proteina quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), quinase N-terminal c-Jun (JNK) e a p38 (JI et al., 2009).

Em um levantamento bibliografico realizado em 2014, Patterson e
colaboradores mostraram que as MAPKs exercem fungdes importantes na regulacao
da mitose, proliferacao e viabilidade celular, além de respostas relacionadas com o0s
processos inflamatdérios crénicos e algicos, principalmente mediadas pela JNK e p38.
Ademais, estas proteinas quinases ativadas sao implicadas direta ou indiretamente
em mais de 400 doencas em humanos, inclusive aquelas autoimunes (PATTERSON
et al., 2014). Como objeto de uma revisédo bibliografica publicada em 2008, Thalhamer
e colaboradores concluiram que ha relevancia significativa das MAPKs para a
propagacéo da inflamacao e na lesdo permanente da articulagéo na AR.

As atividades enziméticas das MAPKSs sao altamente influenciadas por eventos
extracelulares. Em geral, a fosforilacdo (ativacdo) da ERK acontece por mitdgenos
promotores do crescimento. Em contraste, a JNK e a p38 sdo induzidas
principalmente por estresses ambientais (radiagdo ultravioleta, aumento da
osmolaridade e hipdxia), bem como por estimulos e citocinas pro-inflamatérias, como
o LPS, alL-1e o TNF-a (ASHWELL, 2006). De modo relevante, a MAPK p38 também
pode ser ativada através de interacdes entre células T e células apresentadoras de
antigeno (DODELLER & SCHULZE-KOOPS, 2006).

A cascata de sinalizacdo que resulta na ativacdo das MAPKs é complexa, mas
pode ser resumida por uma sequéncia de fosforilac6es incitadas por estimulos
externos que culmina com a translocacdo da MAPK para o nucleo, fosforilando
substratos como os fatores de transcricdo e promovendo diversos efeitos bioldgicos
(Figura 7). Dentre eles podem ser citados a quimiotaxia e a inflamacédo (ASHWELL,
2006).
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Figura 7 Cascata de ativacéo das MAPKs (ADAPTADO de:

http://www.medogene.com/MyResearches/Signaling%20pathways/MAPK-Pathway.html).

Ainda, as vias de sinalizacéo envolvidas a partir da ativacao das enzimas MAPK
induzem respostas celulares secundarias iniciadas pelo aumento da expressao de
TNF-a e de diversas outras citocinas inflamatérias que contribuem com a atividade
biolégica do préprio TNF-a (SABIO & DAVIS, 2014). Continuamente, existem
evidéncias que condicionam a expressao do gene de TNF-a com o recrutamento de
alguns fatores de transcricdo por intermédio de MAPKs, como o AP-1 e o NF-kB
(MEANS et al., 2000).

Trabalhos contemporaneos indicam que, apesar da presenca da ERK
fosforilada tanto em fibroblastos sinoviais estimulados por TNF-a quanto em pequenos
vasos ao redor da sindvia de pacientes com AR, sua contribuicdo na articulacéo
inflamada ainda nédo fora elucidada completamente. Ainda nesta conjuntura, a
ativacdo da ERK n&o pode ser induzida na articulagdo inflamada com artrite
estimulada por CFA (SCHETT et al.,, 2000; ARCE et al., 2011). Ademais, mesmo
havendo relatos que envolvem a fosforilacdo da ERK com reducédo da nocicepcéo e
com a possibilidade de supresséo de respostas de células T, inibidores seletivos da
ativacdo de ERK ndo atenuam a inflamagdo e leséo articular em modelos
experimentais de AR (CRUZ et al., 2005). Tal fato permite sugerir que esta MAPK
pode ndo ser relevante para o desenvolvimento do processo inflamatdrio durante a

referida doenca autoimune.
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Com relacdo a JNK, investigacdes apontam para a sua forma ativada no nucleo
de células da sindvia de pacientes com AR que resultam na transcricdo génica de
metaloproteinases. Quando ativada pela IL-18 ou TNF-a, uma das principais
consequéncias da sinalizacdo mediada pela JNK na génese da AR € a lesdo da
cartilagem mediada por metaloproteinases (SUNDARRAJAN et al., 2003; INOUE et
al., 2006). Corroborando com estes estudos, Han e colaboradores (2001) mostraram
gue a deplecédo genética ou inibicdo de JNK em camundongos provocou menor lesao
O0ssea e na cartilagem, além de modesto efeito na reducdo do edema na pata
comparada com animais selvagens (NOSS et al., 2011; LEE et al., 2012). Tal fato
permite sugerir que a JNK realmente estd envolvida na degradacdo da matriz
extracelular, mas sua participacdo ndo é essencialmente exclusiva para a génese da
AR.

Descrita pela primeira vez como uma enzima que na presenca de LPS tem
como funcéo principal induzir a liberagéo de TNF-a, a p38 apresenta quatro isoformas
de alta homologia entre as sequéncias de aminoacidos de suas estruturas (HAN et al.,
1994; LEE et al., 1994). Analises obtidas através de PCR por transcriptase reversa e
por marcacao de proteinas mostraram que a p38[3 é expressa abundantemente em
células endoteliais e, assim como a p38y, ndo é detectada nas principais células
inflamatorias. Entretanto, tanto a p38a quanto a p38d sdo encontradas de forma
dominante em mondcitos e macréfagos, além de neutréfilos, células T CD4* e células
endoteliais (HALE et al., 1999).

Em concordancia, estudos subsequentes mostram que camundongos
deficientes da isoforma p38 n&o tiveram a produc¢ao de TNF-a afetada. Em contraste,
a p38a foi determinada como a isoforma essencial no controle da producao desta
citocina, apesar de ambas as isoformas p38y e p38d terem sido implicadas na
regulacdo do RNAmM do TNF-a (SABIO & DAVIS, 2014). Juntamente com o padrao de
expressao da p38a, a sua forte ativagdo em macréfagos estimulados com LPS permite
sugerir que esta isoforma pode ser a principal envolvida na resposta inflamatoria
(HALE et al., 1999).

Claramente, a MAPK p38 contribui significativamente para o desenvolvimento
da AR. Segundo Chabaud-Riou e Firestein (2004), esta enzima quinase esta
fortemente ativada na membrana sinovial de pacientes com AR, mas o0 mesmo néo é

observado em individuos com doenca degenerativa da articulacao.
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Um dos aspectos que pode ser destacado sobre a MAPK p38 € a sua
capacidade de mediar a quimiotaxia de leucdcitos estimulados com o peptideo
bacteriano formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e evidenciado em analises de
imunoblots obtidos através da utilizacdo de anticorpo contra a p38 fosforilada (CHANG
et al., 2000; HEIT et al., 2008). Ademais, a inibicdo da MAPK p38 reduz o influxo
celular global para o tecido sinovial inflamado (ZWERINA et al., 2006).

Além da participacdo desta enzima na migracao leucocitaria e na biossintese
do TNF-q, a literatura evidencia solidamente a sua participagao crucial no aumento da
expressdo de COX-2 e também na ativacdo da PLA2, consequentemente a oferta de
AA para as isoformas da COX (WESTRA et al., 2004). Através do inibidor SB 203580,
0s autores também constataram a relacéo da fosforilacdo de p38 com a expressao de
INOS (BADGER et al., 1998; EA et al., 2005). Naturalmente, a MAPK p38 contribui
indiretamente para a producéo de PGs e 6xido nitrico.

De modo relevante, a ativacdo da MAPK p38 demonstra ser um fator de
sinalizacao crucial na lesdo 6ssea erosiva ja que, em um modelo transgénico de artrite
baseado no aumento da expressdo de TNF-a, o bloqueio da enzima em questao
diminuiu a expresséao de IL-1 na articulagéo, mas principalmente promoveu a melhora
dos sinais inflamatérios que foi atribuida pela reducdo do infiltrado inflamatério
sinovial, ou seja, a inibicdo da p38 ratificou a importancia desta enzima nao sé para a
producdo de TNF-a, mas também para a ocorréncia dos sinais da AR desencadeado
pela relagdo entre a citocina e a enzima (ZWERINA et al., 2006).

No que tange a dor, existem relatos consistentes apontando a inflamacao
periférica como indutora da ativacdo da MAPK p38 localizada no DRG em fibras
polimodais C aferentes do DRG que, por sua vez, contribui para a ocorréncia da
hipernocicepcdo térmica por aumentar a expressdo de TRPV1 nos terminais
periféricos destas células (JI et al.,, 2002). J& Mizushima e colaboradores (2005)
mostraram que a administracdo intraplantar da capsaicina induz rapidamente a
fosforilacdo da MAPK p38 no DRG de fibras de pequeno e médio calibres que
coexpressam TRPV1, sendo relevante para o aumento da hipernocicepcao térmica.
De modo conclusivo, o trabalho sugeriu que a via da MAPK p38 pode estar envolvida
na transmissao do impulso nervoso durante o desenvolvimento da dor inflamatoria.

Ratificando tal hipétese, o inibidor da MAPK p38 (SB 203580) coadministrado
com TNF-a na articulagédo atenuou a resposta nociceptiva mecéanica no joelho dos

animais através da reducdo da sensibilizacido das fibras polimodais C e Ad. A
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observacdo de DRG de neurdnios de murinos em cultura indicou que o bloqueio da
enzima preveniu o aumento das correntes de Na* incitadas pelo TNF-a (RICHTER et
al., 2010). Com isto, estes dados evidentemente apontam para a inibicdo da MAPK
p38 como uma abordagem antinociceptiva aprazivel porque possivelmente medeia a
interrupcdo da sinalizacao incitada pelo TNF-a, bem como, bloqueia a produgéo de
mediadores inflamatorios algicos.

Neste contexto, a MAPK tem sido considerada um alvo farmacolégico ideal
para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da AR (PAUNOVIC &
HARNETT, 2013).

Atualmente, j& existem trés geracfes de inibidores MAPK p38, sendo que as
duas primeiras ndo lograram éxito a farmacos em virtude das suas interagcbes com
varias enzimas quinases. Entretanto, a terceira geracdo de compostos é altamente
seletiva a este alvo (GOLDSTEIN et al., 2010).

Apesar de diversos inibidores de MAPK p38 diminuirem de forma potente a
producdo de TNF-a, bem como de outras citocinas, de apresentarem efeito anti-
hipernociceptivo pronunciado em modelos in vivo e serem bem tolerados, nenhum
deles foi aprovado como farmaco para o tratamento da AR por ndo sustentarem seus
efeitos anti-inflamatorios além das primeiras semanas dos ensaios clinicos, permitindo
sugerir a existéncia de vias inflamatérias compensatorias a inibicdo da MAPK p38
(GOLDSTEIN et al., 2010).

Finalmente, alguns trabalhos indicam que a MAPK p38 é um alvo farmacolégico
atraente para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da AR por causa, hdo
somente da sua clara fungdo pronunciada na producédo de TNF-a e outras citocinas
pré-inflamatérias, mas também por regular cascatas de sinalizacdes de receptores de
IL-17, IL-1 e TNF-a, além daquelas ativadas pela interagdo entre o antigeno com
receptores de células T (PAUNOVIC & HARNETT, 2013; KONG et al., 2013).

1.2.3 Fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB)

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) é formado por subunidades
homo- ou heterodimeras (p65, Rel B, cRel, NF-kB1 (p50 e seu precursor 105) e NF-
kB2 (p52 e seu precursor p100)) e apresenta homologia em um dominio essencial
para a dimerizacdo das subunidades, para a ligagdo com a proteina inibitoria 1-kB e

na interacdo com o DNA. Em grande parte das células, a forma mais comum € o



49

heterodimero p50/p65 enquanto os homodimeros exibem pouca capacidade de
inducg&o génica (YAMAMOTO & GAYNOR, 2004).

Em um contexto inicial, o NF-kB é encontrado no citoplasma sob a forma néo-
ativada por estar acoplado a molécula inibitoria I-KB (BALDWIN, 1996). Apds a acao
de uma ampla gama de estimulos (radiagdo ultravioleta, virus, apresentacdo de
antigenos a células T, LPS, IL-1 e TNF-a, por exemplo), ha a inducéo da ativacao da
I-kB quinase (IKK) que, por sua vez, fosforila a subunidade |-kB, causando a
consequente dissociacdo do NF-kB. Este conjunto de reacdes provoca a ativagao do
NF-kB e promove sua translocagéo para o nucleo, onde normalmente interage com a
regido promotora no DNA para a transcricdo de genes de moléculas efetoras da
inflamacé&o e proteinas do ciclo celular (Figura 8) (FIRESTEIN & MANNING, 1999;
NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008; FAN et al., 2013).
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Figura 8: A transcri¢do génica de proteinas e mediadores inflamatérios a partir da ativagéo
do NF-kB (Adaptado de: NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008).

Diversos estudos indicam gque a cascata de sinalizagao que resulta na ativagéo
de NF-kB tem participagdo crucial nas respostas imunologicas de doencas
autoimunes como a AR (NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008). Em meados da

década de 1990, o pioneirismo de Handel e colaboradores mostrou que as
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subunidades p50 e p65 podem ser encontradas nas células endoteliais e macrofagos
presentes na sindvia de pacientes com AR (HANDEL et al., 1995). De fato, as vias de
sinalizacdo que envolvem a ativacdo de NF-kB aumentam a expressdo de genes de
proteinas importantes no contexto inflamatorio, tais como: moléculas de adeséo,
guimiocinas, COX-2 e citocinas (GM-CSF, IL-1, IL-6 e TNF-qa, por exemplo), indicando
gue o NF-kB pode contribuir substancialmente para a génese e desenvolvimento da
AR (LI et al., 2000; MULLER-LANDNER et al., 2002). Em tempo, vale ressaltar que a
ativacdo de NF-kB nos macrofagos e em fibroblastos de pacientes com AR pode ser
mediada pelo TNF-a que, neste caso, forma uma autorregulagdo da produgdo da
referida citocina e consequentemente amplifica a duragdo da resposta inflamatoria
(JOVANOVIC et al., 2001; TRENKMANN et al., 2013).

Pelos fatos ja abordados referentes ao processo algico e em virtude do perfil
dos genes cuja transcricdo é regulada pela sua ativacdo, o NF-kB pode representar
um aspecto importante para a ocorréncia do processo hipernociceptivo. Por exemplo,
ha fortes indicios que a administracdo intraplantar de um determinado agente
flogistico provoca o desenvolvimento da hipernocicepcdo térmica promovida pelo
aumento da producdo de PGE:2 proveniente da maior expressédo de COX-2 que pode
ser regulada pelo NF-kB (DOYLE et al., 2011).

Neste contexto, estimulos nocivos originados de tecidos inflamados aumentam
a sensibilizacdo de neurbnios do corno dorsal. Recentemente, Luo e colaboradores
(2014) mostraram que a inflamacédo periférica desencadeada por um modelo
experimental de AIA induziu um aumento da expresséo de NF-kB em fibras do corno
dorsal da medula espinhal. Além do mais, dados consistentes revelam que o
silenciamento deste fator de transcricio no SNC atenuou significativamente a
expressdo de TNF-a, COX-2 e PGE:z e a hipernocicepc¢ao, indicando que o NF-kB
espinhal exerce papel relevante no desenvolvimento da transmissdo nociceptiva
mediada pela inflamacéo (LUO et al., 2014; LEE et al., 2004).

Em suma, o conjunto de dados aponta para o NF-kB como um possivel alvo
farmacolégico para o desenvolvimento de novos protétipos candidatos a farmacos

para a reducao da dor e do processo inflamatério relacionados a AR.
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1.2.4 Janus quinase (JAK)

Uma caracteristica comum ao aumento da expressao de citocinas € a ativacao
de vias de sinalizacdo que consequentemente comprometem uma série de respostas
celulares (GADINA, 2013).

Neste contexto, a ativagdo da via de sinalizagcdo que envolve a janus quinase
(JAK) e os transdutores de sinais e ativadores de transcricdo (do inglés: signal
transducer and activator of transcription- STAT) € o evento intracelular predominante
desencadeado pelas citocinas (KAMINSKA & SWIATEK-MACHADO, 2008).

A familia da JAK é composta por quatro isoformas de tirosina quinase (TYK)
nomeadas como JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 que seletivamente sdo associadas com
cadeias intracelulares de receptores de citocinas. Entdo, apds a interacdo destes
mediadores com receptores transmembranares especificos, a JAK, pela qual atua em
pares, medeia a sinalizagdo no interior da célula pela fosforilagdo de residuos de
tirosina nos receptores e em membros da STAT através da autofosforilagdo. Uma vez
ativada, a STAT se dimeriza no citoplasma, transloca para o ndcleo e inicia a
modulacdo da expressdo de genes alvos (citocinas e receptores de reconhecimento
padrao (PRRs)) (Figura 9). Em tempo, a interacdo destes receptores com seus
ligantes correlacionados propicia a ativagdo de cascatas de sinalizacdo mediadas
pelas MAPKs e pelo NF-kB (AITTOMAKI & PESU, 2013; JENKINS, 2014).

Vale destacar que ao contrario dos outros membros JAK que estdo presentes
relativamente em todos os tecidos, a JAK3 é expressa constitutivamente em células
T, células B e mieloides, bem como em células do musculo liso vascular e do endotélio
(LEONARD & O’'SHEA, 1998).



52

Fosforilag&o do residuo tirosina de:

(3~ Citocina Receptor

Membrana
plasmatica

JAK

STAT

/ STAT STﬁT wanscrl céo
.génica

/Nodeus N\ ”\Y’\\’

Figura 9: Ativagdo da via de sinalizacéo intracelular JAK/STAT e a regulagdo da transcri¢cdo
génica induzidas por citocinas (LEVY & DARNELL JR, 2002).

Considerando a natureza biolégica diversificada atribuida a via de sinalizacao
JAK/STAT, a sua ativacdo aumentada tem sido relacionada com inimeras doencas
cronico-inflamatérias (O’'SHEA & PLENGE, 2012). Como exemplo, estudos realizados
com macréfagos de pacientes com AR mostraram que os inibidores JAK foram
capazes de suprimir a ativacdo e a expressdao de STATL1, além da reducdo da
transcricdo de genes de mediadores inflamatérios induzidos pelo TNF-a.
Adicionalmente, estes compostos diminuiram significativamente a producao de IL-6 e
a localizacdo nuclear da subunidade de NF-kB nas referidas células quando
estimuladas pelo TNF-a, mas também naquelas originadas com AR. A partir destes
dados, os autores sugeriram que tais efeitos proporcionados pelos inibidores JAK
podem suprimir a producéo de citocinas induzidas pelo TNF-a (YARILINA et al., 2012).
De modo relevante, a ativacdo da via JAK/STAT permite a diferenciacdo de células
Th nos fendétipos Thl ou Th2 (KAMINSKA & SWIATEK-MACHADO, 2008).

Portanto, a compreensao da via de sinalizacdo mediada pela JAK associada a
trabalhos que mostram o0s efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores
provenientes da sua inibicdo permitiram o desenvolvimento do tofacitinibe para o
tratamento da AR (MIGITA et al., 2013; FLEISHMAN et al., 2012).
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1.2.5 Antinocicepgdo e imunossupressdo mediadas pelo sistema
canabinoide

A exemplo do A°-tetraidrocanabinol, os canabinoides sédo constituintes ativos
da cannabis sativa que desencadeiam diversos efeitos no organismo, com destaque
para as propriedades psicoativas. Contudo, a busca pela compreensdo do mecanismo
de acado destas substancias bioativas identificou um sistema complexo que envolve
receptores canabinoides transmembranares acoplados a proteinas G inibitorias,
denominados CB1 e CB2, bem como seus ligantes enddgenos: a anandamida (AEA)
e 0 2-araquidonoilglicerol, também conhecidos como endocanabinoides (LICHTMAN
et al., 2010).

Em tempo, as acdes cataliticas da monoacilglicerol lipase (MAGL) e a amido
hidrolase de acidos graxos (do inglés: fatty acid amide hydrolase- FAAH) podem
regular indiretamente os efeitos dos endocanabinoides. Em trabalho recente, Pertwee
relatou que a inibicdo destas enzimas pode elevar a concentracdo dos ligantes
canabinoides endogenos e, portanto, seria uma estratégia farmacologica com
potencial aplicacéo terapéutica (PERTWEE, 2014).

Inicialmente, os receptores CB1 sédo expressos predominantemente no SNC,
principalmente em neurdnios do hipocampo, do ganglio da base e axdnios de
interneurdnios gabaérgicos, regulando a transmissdo sinptica. As principais
consequéncias relacionadas ao agonismo em CB1 sdo a analgesia, hipotermia,
reducdo da cognicao, catalepsia e a supressao da locomocéao (WILEY et al., 2014). A
nivel periférico, estes receptores também séo localizados em neurdnios aferentes, em
adipdcitos, células hepéticas e musculo esquelético, mas limitado nas células T
(TANASESCU & CONSTANTINESCU, 2010; BORNER et al., 2008).

Ja a distribuicdo dos receptores CB2 pode ser assumida em pequenas
populacdes de neurdnios do SNC, mas principalmente nos axénios de neurdnios
periféricos e em células B, macréfagos, neutrdfilos e células T (GRAHAM & ASHTON,
2009). Por estas razdes, estes receptores exercem regulacbes importantes
relacionados com a imunossupresséo, bem como nos processos inflamatdério e algico.
Ainda, os receptores CB2 sao significativamente mais frequentes que CB1 em células
do sistema imunologico (MASSI et al., 2006).

Neste contexto, estudos recentes mostraram que, além da expressao tanto de

CB1 quanto de CB2 em tecido sinovial de pacientes com AR, ha também niveis
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aumentados de AEA e o 2-araquidonoilglicerol no liquido sinovial quando comparados
com individuos saudaveis (GUI et al., 2014; RICHARDSON et al., 2008).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado por Massi e
colaboradores (2006), a ativacdo de receptores CB2 pela anandamida pode diminuir
o recrutamento de macrofagos e neutréfilos, bem como alterar o nimero e a
proliferacdo de células T de modo variavel conforme a dose. Ademais, os efeitos
inibitérios dos endocanabinoides frente a producdo de PGE2, IL-6 e TNF-a de
macrofagos estimulados com LPS permitiram sugerir que o sistema de ligantes e
receptores canabinoides apresenta fungdes imunomoduladoras relevantes.

Ainda de modo complementar, a administragcao de um agonista CB2 na pata de
animais estimulados com carragenina foi capaz de reverter a hipernocicep¢ao térmica.
Por fim, a literatura relata que agonistas de receptores canabinoides exibem efeito
antinociceptivo em diversos modelos experimentais de dor inflamatéria (QUARTILHO
et al., 2003; PERTWEE, 2001). Em conjunto, os autores demonstram que a hipoétese

analgésica a partir da ativacdo destes receptores é verdadeira.

1.3 MODELO DE ARTRITE REUMATOIDE INDUZIDA POR ANTIGENO (AIA)

A artrite induzida por antigeno (AIA) foi desenvolvida como um modelo de AR
humana que utiliza albumina bovina sérica metilada (mMBSA) como antigeno.
Inicialmente, a AlA foi estabelecida em camundongos pela imunizacdo com mBSA em
CFA seguida de unica administracdo intra-articular do antigeno em solucao salina
para investigar a participacao de células imunoldgicas na inducdo e persisténcia da
AR experimental. Claramente, o trabalho mostra a ocorréncia da artrite grave
dependente do antigeno, refletindo uma resposta imunoldgica mediada por células, e
ressalta que a estratégia do modelo induziu a hiperplasia da membrana e da sindvia,
lesGes marcadas pela presenca de pannus que resultou em alteracdes erosivas da
cartilagem e do osso subcondral, além da infiltracdo pronunciada de linfcitos e
macrofagos. Inequivocamente, a AlA perdurou por mais de 24 semanas, indicando a
cronicidade do modelo. Entretanto, estudos sugerem gue a reacao imune ao antigeno
no referido modelo seja reversivel (BRACKERTZ et al., 1977a, CUNHA et al., 2008b).

Neste modelo ha fortes indicios da presenca da resposta humoral ao mBSA e
significativa atividade de células T CD4* e CD8* que contribui para a inducdo e
persisténcia da AlA, além da resposta inflamatoria (KLASEN et al., 1987; KLASEN et

al., 1989). De acordo com o exposto na literatura, animais de linhagem atimica ou
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submetidos a transferéncia celular ndo apresentaram artrite induzida por mBSA,
sugerindo que este modelo parece ser dependente de células T. A realizacdo do teste
de hipersensibilidade do tipo tardio em camundongos de ambos 0s sexos mostrou de
modo destacavel que a resposta ao mBSA foi maior nas fémeas (BRACKERTZ et al.,
1977b; BRACKERTZ et al., 1977c; KLASEN et al., 1986).

A administracdo de mBSA em animais previamente imunizados induziu a
migracdo de neutrofilos para o local da inflamacéo durante as 24 h iniciais da artrite
experimental, também chamada de fase aguda. De modo complementar, os
pesquisadores averiguaram que o aumento do influxo de neutréfilos pode ser
intermediado por citocinas (TNF-a e IL-1B) que s&o liberadas a partir da acao de IL-
33 produzida por fibroblastos e macréfagos apdés a resposta imune adaptativa (a
inducdo de IL-33 € desconhecida, mas provavelmente envolve citocinas pro-
inflamatorias originadas de células T e macrofagos depois do estimulo com o antigeno
especifico). Por fim, a IL-33 também provocou a producdo de TNF-a pelo tecido
sinovial, induziu a liberacdo dos mesmos mediadores citados anteriormente por
macrofagos e diretamente recrutou neutréfilos (VERRI JR et al., 2010).

Ainda com relacdo aos mediadores inflamatérios envolvidos no modelo em
questdo, a IL-17 parece ter papel crucial na génese da AR ja que a inibicdo ou
deficiéncia desta citocina causa maior resisténcia a inducéo da artrite e atenua a lesé@o
do osso e da cartilagem (LUBBERTS et al., 2005; BUSH et al., 2002). Ademais, ha
eventos na origem da hipernocicep¢do articular no modelo de AIA que séo
desempenhados de modo relevante pela IL-17. Em 2010, Pinto e colaboradores
observaram que a producédo de IL-17 em articulagbes durante a AIA provoca o
recrutamento de neutrofilos e ocasiona uma resposta hipernociceptiva dependente
deste tipo celular, bem como de TNF-a e IL1[, nas primeiras horas do modelo, dita
fase aguda. Da mesma forma, os autores sugerem que a PGE:2 e aminas simpaticas
contribuem com agdes hipernociceptivas da IL-17 no modelo em questao.

Em estudos realizados por Cunha e colaboradores (2008b) para investigar a
origem da hipernocicep¢do mecéanica em camundongos estimulados com mBSA foi
observado que os animais desafiados com o antigeno em questdo previamente
imunizados com CFA e mBSA apresentaram uma sequéncia de liberacdo de
mediadores inflamatorios. Segundo os autores, o aumento nos niveis de TNF-a

precede a elevagdo das concentracdes de IL-13 e KC/CXCL1 (IL-8). Vale ressaltar



56

que a liberacdo destes dois ultimos mediadores foi dependente da produgédo de TNF-
Q.

Ademais, a caracterizacdo do modelo mostrou que a hipernocicepc¢éao induzida
por IL-1B nos animais submetidos a AlA foi dependente de prostanoides e aminas
simpéticas. Logo, estes resultados permitem sugerir que ha a intermediacdo do
processo hipernociceptivo por prostaglandinas e aminas simpaticas apos a liberagédo
das citocinas mencionadas cujas liberacfes sdo dependentes da producdao inicial de
TNF-a. Este fato indica a existéncia de uma cascata de mediadores inflamatérios no
modelo de hipernocicepcédo mecéanica induzida pelo mBSA (Figura 10) (CUNHA et al.,
2008b).

> Macréfago Fibroblasto

® O ¢ ﬁ@@/@~0

Célula Th17 \ Célula Th17
Neutréfilo

| e — @ ')
Neurdnio \o @ ........
Aminas @ —> PGE, %Tl
R .

HIPERNOCICEPGCAO

Neutréfilo

Figura 10: Cascata de eventos que desencadeia a hipernocicep¢ado em animais com
artrite induzida por BSAm (PINTO et al., 2010; VERRI JR et al., 2010; CUNHA et al.,
2008b) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos, 2015).

1.4 FARMACOTERAPIA DA AR

Mundialmente, o paradigma contemporaneo para o tratamento da AR preconiza
a intervencao terapéutica intensa e agressiva no inicio da manifestacdo da doenca
com o objetivo de alcancar o menor estado ativo dos seus sinais e sintomas pelo maior
periodo possivel, prevenindo os danos estruturais a articulagdo (SMOLEN et al., 2010;
RUOFF, 2014). Caso nédo seja tratada adequadamente, os pacientes sofrem com

dores cronicas, inflamacao persistente, progressao dos danos a cartilagem e 0ssos,
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aumento da incapacidade fisica e, finalmente, diminuicAo da qualidade e da
expectativa de vida do paciente (MODY & CARDIEL, 2008; AGARWAL, 2011).

O tratamento mais adequado de pacientes com AR requer estratégias
individualizadas e o estabelecimento de um didlogo continuo entre médico e paciente
para o acompanhamento da eficacia clinica da terapia. Tal abordagem pode facilitar a
adesdo do paciente ao tratamento, o que € essencial para a evolucao ideal da
terapéutica de doencas cronicas. Apesar de a eficacia clinica ser um fator crucial para
a determinacao da terapia, seus custos, complicacdes e suas comorbidades, além da
conveniéncia do uso dos medicamentos (fator pelo qual pode influenciar na adesao
do paciente) também sdo aspectos importantes que afetam a escolha do tratamento
(KAVANAUGH, 2010).

A terapia corrente da AR envolve uma ampla variedade de agentes que
exercem seus efeitos anti-inflamatérios ou imunomoduladores. Estes medicamentos
podem ser micromoléculas, no caso dos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES),
dos anti-inflamatérios esteroidais (AIES) e dos medicamentos antirreumaticos
modificadores da doenca (DMARDSs), ou macromoléculas que incluem anticorpos e
receptores sollveis. Vale ressaltar que os referidos medicamentos séo indicados por
atenuar os sinais e os sintomas da AR. A excecéo dos AINEs, a terapéutica atual pode
retardar a progressdo da lesdo 6ssea e o estreitamento da cavidade articular e,
consequentemente, a evolucéo da doenca (PISETSKY & WARD, 2012).

Por fim, o tratamento que inclui a associacdo de farmacos pode ser mais
apropriado por atuar em diferentes mecanismos envolvidos na geracdao da dor,

favorecendo o sinergismo entre os efeitos dos farmacos (VAN DER LAAR et al., 2012).

1.4.1 Anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES)

Os AINEs podem ser indicados para o tratamento farmacoldgico de pacientes
com AR por causar um efeito analgésico mais imediato comparado a outros farmacos
(RUOFF, 2014).

O mecanismo de agéo dos AINEs tradicionais consiste na inibicdo néo-seletiva
das isoformas da enzima COX-1 e COX-2. No entanto, apesar da sua eficacia
terapéutica incontestavel, o tratamento prolongado com AINESs acarreta no surgimento
de efeitos gastrointestinais indesejaveis, como gastrite erosiva, Ulcera péptica e

complicagfes ulcerativas que justificam a descontinuidade da terapia em grande parte
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dos pacientes. Ainda, o uso de AINEs em individuos suscetiveis a manifestacéo
destes efeitos colaterais é fortemente desencorajado (RAO & KNAUS, 2008).

Os inibidores seletivos de COX-2 foram desenvolvidos na expectativa de
reduzir o surgimento dos efeitos colaterais gastricos associados a inibicdo nao-
seletiva da enzima COX. Deste modo, a Searle e a Pfizer, atualmente Pfizer Inc.,
desenvolveu o celecoxibe (Celebra®), seguido pelo rofecoxibe (Vioxx®) da Merck.
Entretanto, estudos conclusivos demonstraram que o uso de inibidores seletivos da
COX-2 provoca um desequilibrio entre as concentracdes naturais do eicosanoide
protrombético TXA:2, proveniente das plaquetas, e da PGIl2 (antiagregante/
antitrombdético) originada das células endoteliais, potencializando o surgimento de
problemas cardiovasculares como o infarto agudo do miocérdio, justificando a
suspensdo da comercializacdo do Vioxx® (RUOFF & LEMA, 2003).

Contudo, os inibidores COX-2 ainda séo considerados farmacos analgésicos e
anti-inflamatoérios importantes para o tratamento de milhdes de pacientes. Nunca é
demasiado afirmar que os AINEs constituem um vasto arsenal de opc¢bes
farmacoldgicas para o tratamento anti-inflamatério de diversas doencas, inclusive para
a AR (ABRAMSON, 2011).

Apesar de cerca de 10 milhGes de pessoas no mundo serem tratadas
diariamente com AINEs, a obtencdo do equilibrio entre seus beneficios e os riscos

existentes continua um desafio a ser superado (ABRAMSON, 2011).

1.4.2 Glicocorticoides

Historicamente, os glicocorticoides sdo empregados para o tratamento da AR
desde 1948 gracas as observacbes de Philip Hench sobre a administracdo de
cortisona na rapida remissao dos sintomas da doenca (HENCH, 1950).

Extensamente indicado em todo o mundo, os glicocorticoides sdo amplamente
utilizados no tratamento da AR em virtude dos seus efeitos anti-inflamatoérios e
imunossupressores e, por isto, constituem a abordagem padrdo em administracao
associada a algum DMARD (STAHN et al., 2007).

Atualmente, cerca de 55% dos pacientes com AR nos paises desenvolvidos
usam estes farmacos enquanto que nos paises em desenvolvimento esta taxa pode
ser maior por, invariavelmente, disponibilizar menos recursos e principalmente porque
com frequéncia os glicocorticoides estao disponiveis sem prescricdo médica (WOLFE
et al., 2006; KALLA & TIKLY, 2003).
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A indicacdo dos glicocorticoides para o tratamento da AR é embasada a partir
de evidéncias convincentes (KIRWAN et al.,, 2007; KIRWAN, 1995). Além de os
glicocorticoides induzirem efeitos modificadores da doenca (inibem danos articulares
observados por radiografia) nos primeiros anos de tratamento, estes farmacos
também sédo indicados para a terapia da AR por cobrir o inicio tardio da manifestagédo
dos efeitos terapéuticos dos DMARDs que pode ser de semanas a meses (HUSCHER
et al., 2009; HOES et al., 2010; VAN EVERDINGEN et al., 2002).

Ainda, melhores resultados obtidos com o0 emprego de glicocorticoides tem sido
documentado com relacdo a todos os parametros clinicos, incluindo a fadiga, rigidez
articular matinal e a dor. De um modo geral, apesar de os efeitos benéficos diminuirem
apos seis meses do inicio da terapia, alguns médicos reportam que 0s pacientes
sofrem agravamento dos sintomas da doenca com a interrup¢do do tratamento
(SPIES et al., 2009).

Mesmo que os glicocorticoides exercam seus efeitos por multiplos mecanismos
gue nao foram completamente compreendidos, diversos estudos indicam que os AlEs
suprimem a inflamacao por inUmeros fatores dos quais podem ser citados: a inibicdo
da producéo de mediadores inflamatorios, como o TNF-a e as prostaglandinas, e a
reducdo na migracao leucocitaria para a area da lesdo (BARNES, 2006).

De um modo geral, os glicocorticoides promovem alteragfes difundidas pelo
organismo. Seus efeitos acontecem a partir da interacéo e ativacdo do receptor de
glicocorticoide localizado no citoplasma, induzindo sua translocacao para o ndcleo.
Em seguida, o complexo formado (receptor-farmaco) se liga em regides especificas
de fatores de transcricdo génica, como AP-1 e NF-kB. Consequentemente, ha a
supressdo da expressdo de genes codificadores de moléculas de adesdo e de
diversas citocinas, tais como: IL-1, IL-6 e o ja citado TNF-a. De modo complementar,
os glicocorticoides regulam negativamente os genes da iINOS e COX-2 e assim
contribuem respectivamente para a reducao da producado de 6xido nitrico e PGE2 nos
tecidos inflamados (SCHIMMER & PARKER, 2006).

Claramente, grande parte dos autores foca nos efeitos terapéuticos dos
glicocorticoides e ndo no monitoramento da terapia. Tal conduta possivelmente
prejudica a identificacdo dos efeitos adversos que podem ser relevantes na pratica
clinica diaria. Mesmo assim, os efeitos indesejaveis destes farmacos sdo amplamente
descritos (VAN DER GOES et al., 2010).
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Mesmo a administracdo de doses inferiores a 7,5 mg de prednisolona ou
corticoide equivalente resulta em efeitos indesejaveis, incluindo: hiperglicemia,
cataratas e glaucoma, além da possibilidade de alguns casos de osteoporose e
disfuncdo do eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal que pode contribuir para os
distarbios apresentados pela interrupcdo abrupta do tratamento (CADWELL &
FURST, 1991; BARNES & ADCOCK, 2009). Ademais, Saang e colaboradores (1994)
definiram que estas baixas doses de glicocorticoides administrados por
aproximadamente cinco anos ocasionam o desenvolvimento de fraturas, sangramento
ou formacéo de ulceras no TGI, além do aumento do risco de infeccbes graves, como
pneumonia (STUCK et al., 1989; WOLFE et al., 2006).

Adicionalmente, a terapéutica de associacdo do glicocorticoide com um
DMARD esta intimamente relacionada com maior incidéncia de efeitos adversos,
ainda que esta conduta seja preconizada ou que prolongue os efeitos promovidos pelo
metotrexato (MALYSHEVA et al., 2008).

Apesar dos constantes e provaveis efeitos colaterais provenientes do uso de
glicocorticoides, a diversidade de farmacos desta classe e dos regimes disponiveis
para o tratamento associados ao seu baixo custo também os tornam uma opc¢ao

atrativa na terapéutica em associagcdo com DMARDs.

1.4.3 Medicamentos antirreumaticos modificadores da doenca (DMARDS)

Até meados dos anos 90, os reumatologistas consideravam os medicamentos
antirreumaticos modificadores da doenca (do inglés: Desease Modifying Anti-
rheumatic Drugs- DMARDSs) como a principal opcéo farmacolégica para o tratamento
de pacientes com AR. Esta classe de medicamentos € composta por farmacos
estruturalmente diversificados que incluem o ouro, a sulfassalazina, a
hidroxicloroquina, a cloroquina, a ciclosporina, a azatioprina, a D-penicilamina, o
auranofin e o metotrexato, que € mais efetivo e menos téxico que os outros. Estes
farmacos sao capazes de reduzir o edema e a dor, além de limitar os danos
progressivos as articulagcdes e melhorar suas funcdes (SMITH et al., 2011).

Indicado inicialmente para a terapéutica da leucemia (1948), o metotrexato foi
testado em pacientes com AR apenas em 1962. Contudo, somente apos os resultados
publicados por Hoffmeister (1983) e a aprovacdo do FDA em 1988 que os

reumatologistas incluiram gradativamente o metotrexato no arsenal terapéutico contra
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a AR. Atualmente, este farmaco é considerado o principal componente do tratamento
de individuos com a referida doenca autoimune (WEINBLATT, 2013).

Mais ainda, um estudo realizado por Krause e colaboradores (2000) mostrou
que a eficacia terapéutica do metotrexato esta associada a reducdo da mortalidade
dos pacientes com AR grave, indicando um progndstico melhor para estes individuos.
Todavia, as pessoas tratadas com o metotrexato continuamente tendem a ser
refratarios a terapia e com efeitos colaterais significativos (VAN VOLLENHOVEN &
CHATZIDIONYSIOU, 2013).

Sabendo que o metotrexato inibe a diidrofolato redutase, uma enzima
importante na formacado do cofator essencial para a sintese de precursores de DNA,
o tetraidrofolato (FHa4), os principais efeitos toxicos provocados pelo metotrexato
podem ser observados em células em rapida divisdo da medula 6ssea e do epitélio
do trato gastrointestinal, resultando em mucosite, mielossupresséo e trombocitopenia.
Outrossim, a fibrose e a cirrose hepatica constituem outros efeitos colaterais de
importancia particular na administracao ininterrupta do metotrexato. Vale destacar que
o aumento da fibrose portal do figado € detectado frequentemente e exige a
suspensao da administracdo do farmaco (CHABNER et al., 2006).

Em suma, a reducdo da efichcia e o advento de efeitos colaterais
potencialmente graves que justificam a interrupcédo do tratamento sédo fatores que

certamente prejudicam o controle adequado da evolucao da AR.

1.4.3.1 Inibidor JAK3

Desde a descoberta do papel da JAK como uma das principais vias de
sinalizacao envolvendo a sintese de citocinas, ha esforcos significativos na obtencao
de um farmaco inibidor da JAK e, portanto, com potencial efeito imunomodulador.

Inicialmente conhecido como tasocitinibe e CP-690550, o tofacitinibe (figura 11)
€ um inibidor da enzima JAK3 desenvolvido pela Pfizer que regula negativamente a
resposta inflamatéria. Em 06 de Novembro de 2011, este farmaco foi aprovado pela
agéncia americana de saude e servigcos humanos, FDA (do inglés: Food and Drug
Administration), para o tratamento da AR moderada a severa em adultos com resposta
inadequada ou com intoler&ncia ao metotrexato. O tofacitinibe € o primeiro farmaco
classificado como DMARD a atingir o mercado em mais de 10 anos e um

imunomodulador vantajoso por ser administrado por via oral (NEWS IN BRIEF, 2012).
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Figura 11: Tofacitinibe € um inibidor JAK3 administrado por via oral indicado para o

tratamento da AR.

Estudos clinicos de fase Il que foram relevantes para a aprovacao do inibidor
JAK para o tratamento da AR pelo FDA mostraram que a monoterapia com tofacitinibe
a 5 ou 10 mg por 2 vezes ao dia por via oral exibiu significativa redugcéo nos sinais e
sintomas da referida doenca, bem como a melhora da funcéo fisica dos pacientes
comparados ao placebo (FLEISHMAN et al., 2012). Ap0s 6 meses de tratamento, o
farmaco em questao também apresentou eficacia clinica, que perdurou por 12 meses,
similar ao adalimumabe, um anticorpo anti-TNF-a (VAN VOLLENHOVEN, 2012). Vale
ressaltar que o tofacitinibe foi efetivo na terapia de pacientes com AR ativa e nao-
responsivos a DMARD (KREMER et al., 2012; FLEISHMAN et al., 2012b).

Apesar de a efetividade pronunciada do tofacitinibe ndo ser diferente entre as
doses empregadas, o tratamento com doses de 10 mg do farmaco por 12 meses
provocou eventos adversos mais frequentes comparados ao placebo. Ademais, 0 uso
do tofacitinibe foi associado com a reducéo do numero de neutrofilos, o aumento dos
niveis de LDL e HDL, efeitos gastrointestinais e cardiacos indesejaveis. Ainda, 0s
autores reportaram o desenvolvimento de tuberculose sem, contudo, haver a
manifestacéo de outras infec¢des oportunistas e sugeriram o monitoramento médico
para cada evento (VAN VOLLENHOVEN, 2012).

Além de fornecer uma nova opcao terapéutica para o tratamento da AR, a
aprovacdo do tofacitinibe impulsiona a promessa de micromoléculas como

imunomoduladores. Ainda, dentre outros inibidores JAK que estdo em
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desenvolvimento para a terapia farmacolégica da AR, o baricitinibe (INCB28050 e
LY3009104) da Lilly é o mais avancado nas pesquisas de fase clinica (DOLGIN, 2011).

1.4.4 Farmacos biotecnologicos

Ha aproximadamente dez anos, a introducéo da terapia biolégica revolucionou
o tratamento da AR por melhorar notavelmente 0s seus sintomas e por proporcionar
um controle mais adequado do desenvolvimento da doenca (CANETE & PABLOS,
2013). Os farmacos biotecnolégicos diferem dos DMARDs convencionais por serem
proteinas associadas ou anticorpos monoclonais produzidos a partir de técnicas de
engenharia genética e obtidos em culturas de células eucariontes (SMOLEN et al.,
2007).

Sabendo que a etiologia da AR envolve aspectos multifatoriais com a
participacédo de diversas citocinas fundamentais tanto para a génese quanto para a
sua manutencgdao, alguns estudos pioneiros evidenciaram resultados relevantes sobre
a evolucédo dos sinais e sintomas da AR a partir da neutralizacdo do TNF-a. Com este
trabalho, houve de fato um novo direcionamento nas estratégias de tratamento da
referida doenca autoimune (ELLIOTT et al., 1994).

Atualmente, o bloqueio de TNF-a € amplamente considerado na terapéutica de
pacientes com AR em virtude da rapida e eficiente neutralizacdo da inflamacéo
articular baseada na descontinuidade da cascata de citocinas. Alguns anticorpos e
receptores sollveis que neutralizam estes mediadores tem sido amplamente
desenvolvidos e mudam significativamente o curso desta doenga, apesar de serem
utilizados em associacdo com metotrexato e indicado apds o paciente nao responder
ao tratamento somente com DMARD (Quadro 1) (SHETTY et al., 2014; CANETE &
PABLOS, 2013; AGARWAL, 2011).

Como exemplo da efichcia destes farmacos, estudos experimentais
demonstram que a administragao intra-articular de etanercepte ou infliximabe previne
a sensibilizacdo de fibras polimodais C induzida pelo TNF-a em articulagdes
inflamadas que consequentemente reduziu a condugdo de impulsos nervosos,
atenuou os comportamentos associados a dor e melhorou a locomoc¢ao dos animais
no modelo de AIA. Segundo Konig e colaboradores (2014), o tratamento com
etanercepte também diminui a excitabilidade de neurdnios da medula espinhal. H4 a
importancia de mencionar que a administracdo de etanercepte em articulacdes

normais nédo altera o limiar de ativacéo das fibras polimodais C em animais selvagens.
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Assim, a neutralizacdo do TNF-a em joelhos inflamados diminui consideravelmente a
hipernocicep¢cdo mecénica induzida tanto por estimulos inGcuos quanto nocivos
(SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER et al., 2010; BOETTGER et al., 2008).
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Clinicamente, o blogueio do TNF-a propiciado pelo infliximabe melhora
rapidamente as condi¢des de dor dos pacientes com AR, antes mesmo de atingir os
efeitos anti-inflamatoérios na articulacdo. Em 2011, Hess e colaboradores mostraram
que a administracdo deste farmaco biotecnolégico promoveu uma acdo anti-
hipernociceptiva extremamente significativa possivelmente pela modulagdo negativa
de interacOes cerebrais, o que preveniu o fluxo de sinais nociceptivos aumentados
para estruturas superiores do SNC, como o cértex e o talamo (HESS et al., 2011).

Ao nivel celular, Szalay e colaboradores (2014) determinaram a prevaléncia
dos principais subtipos de células T responsaveis pela regulacdo da resposta
inflamatéria na AR sob influéncia da terapia com inibidores de TNF-a. Apesar de
algumas diferencas proporcionadas pelo tratamento, todos os agentes bioldgicos anti-
TNF-a testados aumentaram a prevaléncia de células Treg. Também, a literatura
claramente aponta que a reducgéao terapéutica de TNF-a inibe diretamente a geragéo
de células Th17 e consequentemente os niveis de IL-17 (YUE et al., 2010; VAN DEN
BERG & MIOSSEC, 2009). Em conjunto, tais dados permitem sugerir que 0
deslocamento do equilibrio dinAmico de células pro-inflamatérias para o perfil de
células anti-inflamatérias € crucial para a tentativa de reestabelecer a homeostasia do
sistema imune e colaborar para a melhora do paciente com AR (SZALAY et al., 2014).
Em virtude destas informagdes, futuramente nés determinaremos a influéncia do
tratamento com as substancias-teste deste trabalho sobre a quantidade de células
Treg na articulacéo.

Apesar de os farmacos biotecnolégicos aprovados para o tratamento da AR
proporcionarem os efeitos benéficos supracitados, melhorarem rapidamente os sinais
e sintomas desta doenca por retardarem as lesdes 6sseas e cartilaginosa e reduzirem
a sua evolucdo, estes medicamentos causam reacfes indesejaveis no local da
administracdo e devem ser utilizados de modo criterioso porgue aumentam
consideravelmente o risco de infec¢des oportunistas, como pneumonia e tuberculose.
Portanto, os referidos biofarmacos ndo devem ser associados entre si (AGARWAL,
2011).

Enquanto os farmacos biotecnoldgicos séo de alto peso molecular e regulam
sinalizacdes intercelulares pelas interagdes com moléculas de superficie ou proteinas
secretadas, as substancias de baixo peso molecular administradas por via oral que
sejam capazes de atuar seletivamente em um alvo essencial para o desenvolvimento

e a manutencao da AR sao pensadas e buscadas incessantemente porque poderiam
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regular direta e efetivamente multiplas vias de sinaliza¢des intracelulares relevantes
para a sintese do TNF-a e para ocorréncia da doenga em questdo (TANAKA &
YAMAOKA, 2013).



2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

Como uma doenca crbnica e debilitante, as consequéncias da AR estao
intensamente relacionadas com problemas socioecondmicos graves em diferentes
niveis. Dentre eles, podemos mencionar que 0s custos intangiveis sdo impulsionados
principalmente por trés aspectos: o primeiro é a perda da qualidade de vida,
caracterizada pela maior ocorréncia de depressao, insénia e ansiedade, além da
prépria incapacidade fisica e a dor, o outro € marcado pelas comorbidades associadas
a doenca, como o cancer, osteoporose, riscos aumentados de fraturas e eventos
cardiovasculares (vasculite, hipertensdo, miocardite, pericardite e infarto agudo do
miocéardio) e finalmente a morte precoce dos individuos (Tabela 1) (UHLIG et al., 2014;
RUSSEL et al., 2011; KARSDAL et al.,, 2011; van ZONNEVELD et al., 2012). A
ocorréncia destas manifestacbes sistémicas extra-articulares é o principal preditor
para a reducao da expectativa de vida destas pessoas (MIELANTS & DEN BOSCH,
2009).

Ainda, a AR proporciona um 6nus econdémico bastante significativo. Segundo
um estudo prospectivo realizado em 2011, até 40% dos pacientes acometidos por esta
doenca autoimune séo incapazes de trabalhar em 5 ou 10 anos apés o diagndstico da
doenca e cerca de 30% ficam incapacitados permanentemente (Tabela 1) (JACOB et
al., 2011; OMS, 2004). Estes individuos geram uma perda de produtividade
significativa para o pais equivalente a 32% dos custos relacionados a AR. Vale
destacar que, como outras doencgas cronicas progressivas, 0s custos da AR
aumentam conforme a gravidade da doenca, particularmente em virtude da
incapacidade funcional (LUNDKVIST et al., 2008). Como resultado, muitos se tornam
dependentes do Estado para os servicos de saude e suporte social (MODY &
CARDIEL, 2008).
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Tabela 1: Caracteristicas socioecondmicas associadas com a AR.

Incidéncia: 1% da populacdo mundial

Anualmente: 20- 50 novos casos/100.000 habitantes
Apice de incidéncia aos 70 anos do individuo
Multifatorial: Fatores de risco hereditarios e ambientais
Até 40% dos pacientes incapacitados para trabalhar
Cerca de 30% incapacitados permanentemente

Menor qualidade de vida

Reducdo da expectativa de vida

De acordo com Lundkvist e colaboradores (2008), os custos totais provocados
por esta doenca na Europa foram estimados em € 42 bilhdes no ano de 2006. Para
exemplificar, um estudo realizado na Suica mostrou que o custo anual com pacientes
diagnosticado com AR é cerca de duas a trés vezes maior comparado com individuos
saudaveis e este valor pode ser superior a € 23.000,00, semelhante aos EUA
(ERIKSSON et al., 2013).

No Brasil, os gastos anuais diretos com o tratamento da AR atingem
aproximadamente US$ 3.153,00 por paciente (valor projetado/corrigido para o cambio
atual), onde ndo estdo incluidos os farmacos biotecnoldgicos (CHERMONT et al.,
2008- US$ 1,00= R$ 2,66). De acordo com o relatério de estatistica de compras de
medicamentos de 2009 provenientes do Ministério da Saude, o governo federal gastou
em torno de R$ 30 bilh6es com a compra de somente dois dos principais farmacos
desta classe que podem ser indicados para o tratamento da AR.

Segundo levantamento bibliogréafico, além do custo elevado, o tratamento com
farmacos biotecnoldgicos também é caracterizado pela administracdo exclusiva por
vias parenterais e por apresentar uma taxa de ineficacia em cerca de 30% dos
individuos submetidos a esta terapia (HANDA & SHANKAR, 2004). A causa
fundamental para a ocorréncia desta desvantagem pode ser explicada pela geracéo
de anticorpos contra o farmaco biolégico, mas nao por falhas relacionadas ao alvo
terapéutico em si (VINCENT et al., 2013).
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2.1 DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS INDOLICOS

Esta série foi desenvolvida a partir da inser¢éo de dois grupamentos metileno
(bis-homologacao) entre as subunidades inddlica e a N-acilidrazona (NAH), tendo
como protétipo o LASSBIio-651. Este composto apresentou perfil antinociceptivo
destacavel e capacidade de reduzir a producédo de PGE2 em aproximadamente 65%
no modelo de air pouch e diminuiu TXB2 em 99,5% a 100 puM no ensaio realizado em
plaguetas estimuladas com colageno (Resultados n&do-publicados).

Dentro de uma série de derivados NAH inddlicos bis-homologados, LASSBIo-
1247 e LASSBI01248 (Figura 12) se destacaram por serem seguros quanto a
toxicidade géstrica em experimento de administracdo Unica, além de apresentarem
efeitos pronunciados nos modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético apresentando dose eficaz para 50% do efeito maximo (DEso) equivalente a 6,6
e 7,7 pmol/kg, respectivamente. Ademais, LASSBIio-1247 e o LASSBIi0-1248
administrados na dose de 100 pmol/kg apresentaram atividade anti-hipernociceptiva
semelhante ao protétipo LASSBio-651 e a indometacina no modelo hipernocicepcao
térmica induzida por carragenina e também reduziram significativamente a migracéo
de neutrofilos no mesmo modelo inflamatério. Por fim, na concentracdo de 100 pM,
ambos diminuiram significativamente a producdo de TNF-a proveniente de
macréfagos estimulados por LPS (SANTOS, 2009).
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Figura 12: Estrutura dos derivados N-acilidrazénicos inddlicos LASSBi0-1247 e LASSBio-
1248 (Grupamento inddlico- verde; grupamento NAH- vermelho; grupamento p-metoxifenila-

azul; grupamento 2-furila- amarelo).
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Portanto, diante da reducdo da qualidade de vida, dos consideraveis 6nus
econdmico propiciado pela AR e dos efeitos colaterais extremamente danosos dos
medicamentos indicados aos pacientes, associados a prototipos anti-inflamatérios e
anti-hipernociceptivos administrados por via oral que reduzem a producdo de TNF-q,
h& a oportunidade do desenvolvimento de novos farmacos que possam contribuir
primeiramente para a redugao da dor, bem como melhorar a qualidade de vida dos

pacientes e 0s impactos sociais e econémicos proporcionado pela AR.



3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

A triagem farmacologica dos compostos NAH indolicos bis-homologados
mostrou que LASSBI0-1247 e LASSBI0-1248 sdo 0s mais promissores da série em
virtude da auséncia de ulceracbes gastricas e fundamentalmente pela atividade
inibitéria sobre a hipernocicepcdo e a migracdo de neutrdéfilos in vivo no modelo
inflamatoério induzido por carragenina, bem como pela reducdo pronunciada da
producdo de TNF-a proveniente de macréfagos estimulados por LPS (SANTOS,
2009).

Com isto, o objetivo principal deste trabalho consiste em buscar prototipos
candidatos a farmaco para o tratamento da AR a partir da investigacdo dos
mecanismos de acéo das atividades anti-inflamatdria e analgésica dos derivados N-
acilidrazonicos inddlicos LASSBi0-1247 e LASSBIio-1248.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos pretende-se:

e Determinar a poténcia inibitéria dos derivados sobre a producéo de TNF-
a in vitro;

o Verificar se os derivados NAH inddlicos alteram a viabilidade celular;

e Avaliar se as substancias-teste apresentam atividade anti-
hipernociceptiva em modelos experimentais cuja resposta algica seja
mediada por citocinas e vias de sinalizagdo envolvidas com a
fisiopatologia da AR;

e Aferir se os efeitos antinociceptivos de LASSBIi0-1247 e LASSBi0-1248
podem ocorrer em componentes neurogénicos e inflamatérios, bem
como avaliar a participacdo de alvos importantes associados a dor
inflamatoria: receptores canabinoides;

e Determinar o potencial antiquimiotatico dos derivados NAH inddlicos;

e Determinar ndo sO o efeito anti-hipernociceptivo de LASSBIi0-1247 e
LASSBI0-1248 em um modelo de AIA, mas também estudar seus papéis
sobre a quantidade de leucécitos totais e de mediadores inflamatorios
que sdo relevantes na ocorréncia da hipernocicep¢do do experimento

em questao;
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e Observar se o tratamento continuo com LASSBio-1247 ou LASSBio-
1248 é capaz de provocar irritabilidade gastrica;

e Investigar se LASSBIi0-1247 pode atuar na cascata do AA.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 MATERIAL
F Yo [ £=To (] 14 1] o TSR Chronolog
FIUXO D€ @l ..o, Filtracom
Membrana de nitrocelulose............cccceeeeeiiei BIO-RAD
Membrana policarbonato (migragao) ..........cccceeeeeeeeeeeenn. Neuroprobe
Placas de cultura de células ..........cccoouiiiiiiiiiiiiiiiiiiie TPP
Placa QUENTE.........uiiiei e Socrel
Placa para dosagem de TNF-Q.........ccccvvviiiiieeeeceeeeeiiiinn, NUNCc
Von Frey eletroniCo.......cooooevviieiiiiiee e INSIGHT
4.1.1 Animais

Camundongos swiss e balb-C (18- 30 g) e ratos wistar (150- 200 g) utilizados
neste trabalho foram provenientes do biotério da Faculdade de Farmécia, localizado
no Centro de Ciéncias e Saude (CCS) na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) e do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ.
Todos os animais foram criados com livre acesso a agua e comida, em condi¢des de
temperatura ambiente variando de 22 + 1°C, com ciclo de claro e escuro de 12 horas.
Antes do inicio de cada experimento, os animais foram submetidos ao jejum de 8 h
para a administracdo por v.o das substancias, exceto nos dias de tratamento continuo
exigido pelo modelo de AlA.

Todos os experimentos obedeceram aos principios éticos da manipulacao
animal conforme as normas e principios do uso de animais de experimentacdo em
pesquisa e foram aprovados pelo Comité de Etica para utilizacdo de animais de
experimentacdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ), sob o
registro FARMACIAO2.

4.1.2 Reagentes

2-mercaptoetanol.............cccceeeiieiiiiiie e BIO-RAD
3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-brometo de difeniltetrazolico

(MTT) ettt SIGMA

ACIHO CIOMTANICO ... GRUPO QUIMICA
Adjuvante completo de Freund (CFA) .....ccccooveevviiiieeeennnnn. SIGMA

Albumina sérica bovina (BSA) .......ccoovvviiiiiiieeeeeeeeen, SIGMA

Albumina sérica bovina metilada (MBSA) .........ccccccvvvvnnnes SIGMA



AMZ8BL ..o TOCRIS
AMB30 ... TOCRIS
AZUI D€ EVANS......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e VETEC
(O o 17= 1101 o - SIGMA
(@4 o] =] (o I o [ 380 Lo [ o Hu REAGEN
Cloreto de POLASSIO......cceieeiiiiiiiiiiieie e REAGEN
Dimetilsulfoxido (DMSO) .......uviiiiiieiiieeieiieie e, SIGMA
E D T A e SIGMA
FLIPR S MOLECULAR
DEVICE
Formaldeido.........cooooeeeeiii, REAGEN
Fosfato de potassio monobasico ............cccceeeeeeeeeeieeiiinnnnnn. REAGEN
Fosfato de potassio DIDASICO ..........cccccevvveveeeceeeceeceeeeeee. GRUPO QUIMICA
GOMA ArADICA .....ceevvveeeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e SIGMA
HaNKS. ..., SIGMA
INAOMELACING ..o SIGMA
LASSBIO-1247 ..ot LASSBIio
LASSBIO-1248 ..o LASSBIo
P S SIGMA
MEtanOl.....ccooe e TEDIA
n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) ....................... SIGMA
PEICOIL.. . SIGMA
Y SIGMA
Solucéo sulfato de Cobre ll...........ooovviiiiiiiieieee SIGMA
Solucéo de acido bicinconinico (BCA) .......ccoovvvvviceeeeeennn. SIGMA
Soro fetal bovino inativado..............ccceeeiiiiiiiiii GIBCO
SB203580 .....ccuuuueueieiiiiueiieinaeiaaaanrr—————————————————————————— TOCRIS
JLIE=11To (o] 1 41T F- R SIGMA
Tioglicolato de SOAI0 .......ccceeviiiiiiiiiie e, SIGMA
TIMB e BD Biosciences
LI L0 SRR SIGMA
TWEEN 20 ... J.T.Baker

WINS5.212-2 ... TOCRIS
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4.1.3 Solucgbes
4.1.3.1 Solucao Salina 0,9%

NacCl 09g¢g

Agua destilada g.s.p. 100 mL
4.1.3.2 Solucdo de Goma Arabica 5%

Goma arabica 59

Agua destilada g.s.p. 100 mL
4.1.3.3 Solucao PBS

Fosfato de s6dio monobésico 0,83 ¢g
Fosfato de soédio bibasico 1849

NaCl 8,09

KCI 029

Agua milli-Q g.s.p. 1,0 L
O pH da solucéo deve ser ajustado para 7,4.

4.1.3.4 Solugao de formalina 2,5%

Formaldeido 37% 2,5 mL
Solucéo salina 0,9% g.s.p 100 mL
4.1.3.5 Solucdo de dosagem de proteina

BCA 50 partes
Solucéo de sulfato de Cobre I 1 parte
4.1.3.6 Solucao de capsaicina

Capsaicina 16 ug

Salina 100 pL
4.1.3.7 Solugéo de azul de Evans

Azul de Evans 1lg

Agua destilada g.s.p 100 mL
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4.2 DOSAGEM DE TNF-a EM CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS
ESTIMULADOS POR LPS (Adaptado de: POSADAS et al., 2004)

Inicialmente, 1 mL de solucéo de tioglicolato de Na 3% foi administrada por via
intraperitoneal (I.P) em camundongos balb-c. Depois de 3 dias, os macréfagos foram
coletados por lavagem do peritbnio com 5 mL de RPMI estéreo, para posterior
contagem em camara de Neubauer e ajuste da concentracao celular para 100.000
células/mL. Em seguida, 300 uL desta suspensao de células foram semeados em
placa de 96 pocos e incubados por 1 h em estufa de CO2 (5% CO2, temperatura 37°C,
umidade 80- 90%) para permitir a adesdo dos macrofagos a superficie dos pocos.
Apés este periodo, os pocos foram lavados por 2 vezes com PBS para a retirada das
células que ndo aderiram. Em seguida, 300 uL de RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado, estreptomicina e penicilina (50 U/mL) foram adicionados
aos poc¢os onde o DMSO ou as substancias-teste foram incubadas por 1 h antes do
estimulo com LPS por 24 h.

ApoOs este tempo de estimulo, o sobrenadante foi coletado e o TNF-a dosado

por ensaio imunoenziméatico de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.2.1 Determinacdo da poténcia inibitéria (Clso) sobre a producdo da
citocina TNF-a

A poténcia inibitéria dos derivados NAH inddlicos LASSBi0-1247 e LASSBio-
1248 sobre a producdo de TNF-a foi determinada a partir da utilizagcdo de
concentracOes diferentes dos derivados que variaram de 0,1-300 uM em cultura de
macréfagos estimulados por LPS.

As curvas logaritmicas das respostas em funcdo das concentracdes foram
realizadas através de regressao nao-linear com inclinacdo varidvel no programa
GraphPad Prism v. 5.0%,

4.3 AVALIAC}AO DA VIABILIDADE CELULAR (Adaptado de MOSMANN et al.,
1983)

A viabilidade celular € um ensaio colorimétrico avaliado com base na
capacidade das desidrogenases mitocondriais de ceélulas vivas clivarem o anel
tetrazélico do MTT (3,-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazélico),

reduzindo-o em cristais violetas de formazam que séo insolUveis em meio aquoso. A
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formacéo deste produto é proporcional as mitocondrias funcionais na célula (EIDI et
al., 2010).

Inicialmente, 1 mL de solucéo de tioglicolato de Na 3% foi administrada por via
intraperitoneal (I.P) em camundongos balb-c. Depois de 3 dias, os macréfagos foram
coletados por lavagem do peritbnio com 5 mL de RPMI estéreo, para posterior
contagem em camara de Neubauer e ajuste da concentracdo celular para 300.000
células/mL. Uma aliquota de 300 pL desta suspensao de células € plaqueada por 1 h
em estufa de CO2 (5% COg2; 37°C; umidade 80-90%) em placa de 96 pogos para
permitir a adesao dos macréfagos a superficie dos pocos. Apds este periodo, 0S pocos
foram lavados por 2 vezes com PBS para a retirada das células que ndo aderiram. Em
seguida, 300 yL de RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado,
estreptomicina e penicilina (50 U/mL) foram adicionados aos pocos onde o DMSO ou
as substancias-teste foram incubadas. Apés 18 h, adicionou-se 20 pL de solucao de
MTT a cultura de macrofagos seguida pela incubacédo por mais 4 h a 37°C. Ao final
deste tempo, foram adicionados 200 puL de DMSO para a solubilizacéo dos cristais de
formazan precipitados.

A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor de microplaca a 490 nm.

4.4 ENSAIO DE HIPERNOCICEPQAO TERMICA INDUZIDA POR LPS OU
CAPSAICINA (VAJJA et al., 2004; MIZUSHIMA et al., 2005)

Estes ensaios farmacolégicos consistem em verificar a atividade anti-
hipernociceptiva dos compostos NAH inddlicos a partir da laténcia de resposta da
retirada de pata que é obtida pela diferenca entre as respostas aferidas no tempo 0 h
(administracdo de LPS ou capsaicina) com as respostas de cada tempo seguinte. Os
resultados foram expressos em variagao (A) de laténcia da resposta hipernociceptiva
em segundos.

Ratos Wistar sdo colocados individualmente em uma placa quente com a
temperatura ajustada a 52 + 0,1°C. A primeira leitura € aferida 30 min antes da
administragdo do composto para que haja a adaptacdo do animal ao estimulo térmico
(esta etapa nao esta incluida nas figuras 13 e 14). A segunda leitura é realizada antes
da administracdo por via oral da substancia. Uma hora depois (denominada como
leitura de tempo 0 h), o agente flogistico LPS é administrado pela via intraplantar e a

resposta hipernociceptiva € avaliada 1, 2 e 3 h ap6s esta etapa (Figura 13).
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A diferenca para o modelo de hipernocicepcdo induzida por capsaicina
comparado com a inducéo por LPS é que as leituras séo realizadas nos tempos de 2,
5, 10, 30 e 60 min ap6s a administracdo intraplantar da capsaicina (Figura 14). Ainda,
0s resultados séo expressos em variacao do tempo de laténcia (variacdo do tempo de

laténcia= tempo Oh- tempos posteriores a administrag&o).

Temperatura= 52 £ 0,1°C
Leituras (laténcia)

— —

-60 Q 60 120 180
I 1 T T I >
Adm. Lpl )
(v.0.) Tempo (min)

l.pl: LPS 1ug/pL 100 pL

Figura 13: Esquema representativo do ensaio de hipernocicepg¢éo térmica induzida por LPS.

Temperatura= 52 + 0,1°C : A
Leituras (laténcia)

~ N

-60 0o 2 5 10 30 60
| | | | | | | >
I I I I I I I -
Adm. |.pl Tempo (min)

(v.0.)

I.pl: 10 pL capsaicina 1,6 pg/pL

Figura 14: Esquema representativo do ensaio de hipernocicepcdo térmica induzida por

capsaicina.

Vale ressaltar que a administracédo das substancias LASSBio, do SB203580 e
da talidomida foi realizada por v.0 na dose de 100 pmol/kg em uma suspenséo de
goma arabica 5%. Esta dose é amplamente adotada pelo grupo para 0s experimentos

de triagem farmacoldgica.

4.5 INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DO RECEPTOR TRPV1: ESTUDOS
DE IMAGEAMENTO DE CALCIO EM CELULAS HEK-293.

Foram utilizadas células HEK-293 expressando o receptor TRPV1 humano.
Estas células foram lavadas com DMEM e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min
(procedimento realizado duas vezes). Apos esta etapa, as células foram ressuspensas
em DMEM, adicionadas a placas de 384 pocos na concentracdo de 20.000

células/poco e incubadas para adesao a superficie da placa por 24 h.
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Para os estudos de imageamento de célcio, as células foram incubadas por 1
h com 20 pL do corante FLIPR 5. Apos este periodo, elas foram submetidas ao
imageamento de calcio utilizando o equipamento para leitura de fluorescéncia
Hamamatsu Functional Drug Screeening 700 (HAMAMATSU). Depois desta etapa, as
células foram incubadas com o veiculo (HBSS), as substancias-teste ou 0 antagonista
(AMG9810) na concentracdo de 10uM por 10 min, foi estabelecida a linha de base no
primeiro minuto e entéo se adicionou o agonista do receptor TRPV1, a capsaicina (300
nM). A leitura da fluorescéncia referente ao influxo de Ca*? foi obtida por excitacdo

dual a 340 nm e 380 nm e a detecgao da emisséo a 510 nm por 5 min.

4.6 MODELO DE NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA 2,5%

Este ensaio farmacoldgico € caracterizado pela manifestacdo de uma fase
neurogénica e a outra inflamatéria. O modelo foi realizado com o intuito de avaliar a
atividade antinociceptiva dos derivados frente a um estimulo quimico cuja resposta
inflamatoéria é mediada por aminas, prostaglandinas e TNF-a (SHIBATA et al., 1989;
YASHPAL & CODERRE, 1998; RIBEIRO et al., 2000).

Neste experimento, camundongos swiss foram colocados em um recipiente de
vidro situado acima de um espelho para que o reflexo nociceptivo provocado pelo
estimulo quimico inflamatorio fosse visualizado adequadamente.

Inicialmente, os camundongos foram tratados com as substancias-teste por v.o
na dose de 100 umol/kg em uma suspensédo de goma arabica a 5%. Uma hora depois,
20 pL de formalina a 2,5% foi administrada pela via intraplantar na pata traseira direita
do animal, que imediatamente foi colocado no recipiente de vidro para que o reflexo
nociceptivo fosse contabilizado (Figura 15).

Durante os cinco primeiros minutos, o tempo total em que o camundongo
lambeu a pata foi cronometrado para analisar um possivel efeito antinociceptivo
neurogénico dos compostos testados. Apdés 10 min do final desta primeira fase, o
comportamento dos animais é observado por mais 15 min para que o efeito

antinociceptivo na fase inflamatéria do modelo fosse quantificado (Figura 15).
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I.pl: 20pL Formalina 2,5%
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Figura 15: Esquema representativo do ensaio de nocicepg¢ao induzida por formalina 2,5%.

Vale ressaltar que somente a lambida da pata afetada foi considerada como
resposta nociceptiva e os resultados sdo expressos em tempo de lambida em

segundos.

4.6.1 Modelo de nocicepcdo induzida por formalina 2,5%: uso de
antagonistas canabinoides

Este mesmo modelo adicionado a conhecidas ferramentas farmacologicas foi
utilizado para avaliar uma possivel participacdo dos receptores canabinoides na
atividade antinociceptiva dos derivados NAH inddlicos.

A validacdo do referido estudo funcional consistiu na administracao pela via
intraperitoneal dos antagonistas CB1 (AM281) na dose de 0,9 umol/kg ou CB2
(AM630) na dose de 1,9 umol/kg 45 min antes da administracédo intraplantar da
formalina a 2,5% (Figura 16). Ja o agonista canabinoide nao-seletivo para os dois
subtipos de receptores canabinoides (Win55.212-2) também foi administrado pela via
intraperitoneal na dose equivalente a 5,7 ymol/kg 30 min antes da formalina (Figura
16) (MALAN et al., 2001; HAN et al., 2013). Vale ressaltar que o Win55.212-2 foi
utilizado somente para a validacdo do experimento, ou seja, quando ndo houve a

administracdo dos derivados NAH inddlicos.
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** administrado somente na validacdo do experimento.

Figura 16: Esquema representativo do ensaio de nocicepc¢ao induzida por formalina 2,5%:

avaliagdo do sistema canabinoide.

Os derivados LASSBI0-1247 e LASSBI0-1248 foram administrados por v.0 a
100 umol/kg e 15 min depois, os animais foram tratados com um dos antagonistas
descritos previamente. A formalina foi injetada 60 min ao término da gavagem dos
animais com os derivados NAH indodlicos (Figura 16). A andlise da resposta foi

realizada do modo descrito na sec¢ao anterior (4.6).

4.7 AVALIACAO DA TEMPERATURA CORPORAL (COTA et al., 2010)

A termorregulagdo do corpo de mamiferos é estritamente controlada por
estruturas hipotalamicas (BAINHA et al., 2015). Notoriamente, trabalhos cientificos
recentes apontam que ha alteracdo na regulacéo da temperatura corporal a partir da
administragao de antagonistas TRPV1 ou de agonistas CB1, causando hipertermia e
hipotermia, respectivamente (ROWBOTHAM et al., 2011; GAVVA et al., 2008; RAWLS
et al., 2002).

Neste contexto, camundongos Swiss de ambos os sexos foram utilizados para
o teste da temperatura corporal. Assim, a primeira avaliacdo foi realizada para a
observacdo da temperatura corporal inicial dos animais. Trinta minutos depois, a
leitura denominada tempo 0 min foi aferida e em seguida houve a administracdo de
goma arabica 5% ou os derivados NAH inddlicos a 100 pmol/kg pela v.o. As etapas
seguintes consistiram na verificagcdo da temperatura corporal dos camundongos nos
tempos de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 min, tendo como referéncia o tempo 0 min.

Vale ressaltar que os resultados do experimento foram obtidos através do uso
de um termbmetro retal digital inserido a uma profundidade constante de 1,5 cm com
auxilio de vaselina liquida. Os resultados sédo expressos em variacao da temperatura

corporal em grau Celsius (°C).
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Figura 17: Esquema representativo da avaliagdo da temperatura corporal de camundongos.

4.8 ENSAIO DE HIPERNOCICEPCAO MECANICA INDUZIDO POR BSAm
(CUNHA et al., 2008b)

Brevemente, camundongos swiss fémeas foram imunizadas com a
administracdo subcutanea na regiao dorsal de BSAm (500 ug/ 200 pL) emulsificado
em CFA (1 mg/mL), sendo considerado o dia 1 do experimento. Sete dias apds esta
etapa, 0S mesmos animais receberam um refor¢co na imunizagcdo com a solucdo de
mBSA em CFA. Vinte e um dias apos o inicio do experimento (dia 1), 90 ug de BSAm
em solucédo salina foram administrada na articulacdo da pata direita do animal em um
volume igual a 10 pL (Figura 17). Uma hora depois, o estabelecimento da
hipernocicepc¢ao foi aferida a partir do uso de um transdutor de for¢ca adaptado com
uma ponteira de polipropileno de 0,5 mm?, sendo seguida pela administracéo por via
oral dos derivados NAH inddlicos a 100 pmol/kg e da indometacina na dose de 8,4
pmol/kg (Figura 18). Em tempo, os animais do grupo sham foram submetidos ao
mesmo protocolo. Contudo, as etapas de imunizacéo foram realizadas com CFA sem
MBSA.

Imunizagéo: 4 l
1 7 15 21
| | | —>
T T Tempo (dias)

Figura 18: Esquema de imunizag&o dos animais e inducao de AIA (setas vermelhas indicam
a administracao da emulsdo de CFA com BSAm (grupo sham: somente CFA) seta azul indica

a administracao intra-articular da solucdo de BSAm em salina).

Para a averiguacdo da reducdo da hipernocicepg¢ao, os camundongos foram
colocados em uma caixa sobre uma superficie vazada 15 min antes de cada avaliacao

para que houvesse a adaptacdo ao ambiente. O teste consiste em aplicar uma forca
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gradual e crescente na base da pata traseira do murino, provocando uma flexado da
articulagdo que, consequentemente, evoca o reflexo do animal de retirada de pata.
Depois da manifestacéo deste fenbmeno, a intensidade da forca em gramas é obtida
automaticamente pelo aparelho.

A resposta hipernociceptiva foi medida uma, duas, trés, quatro, seis e vinte e
quatro horas apés a administracdo por via oral das substancias. Durante esta etapa,
os derivados foram novamente administrados por via oral na mesma dose citada
anteriormente. Ainda, em virtude da caracteristica crénica da dor e da inflamacéo
manifestada na artrite, ha a necessidade da afericdo diaria da resposta reflexa

hipernociceptiva por um periodo total de 97 h (Figura 18).

Hipernocicepgdo mecénica: von Frey

R 2 S 2 S A

A S S/l 7/ e L . U
Adm. Adm.
MBSA (o) Tempo (h)

LASSBIi0-1247 e LASSBi0-1248 administrados 2x/dia.

Figura 19: Utilizag&o do von Frey eletrdnico para a avaliagcdo da resposta hipernociceptiva no
modelo de AIA (a seta azul indica 0 momento de administracdo por via oral dos derivados
NAH inddlicos).

Apds o quinto dia de experimento, a microscopia Gtica foi utilizada para a
contagem dos leucdcitos totais proveniente do lavado articular de joelhos estimulados
com BSAm (aumento de 40 vezes). Ao final do experimento, a cavidade articular foi
exposta e lavada com solu¢cdo de PBS com EDTA 1mM para a obtengédo do lavado
articular.

Ainda, este material também foi utilizado como amostra para dosagem de TNF-

a e PGE: por ensaio imunoenzimético.

4.9 POTENCIAL ULCEROGENICO

O potencial ulcerogénico foi avaliado através da dissec¢édo dos estdbmagos dos
camundongos utilizados no ensaio de artrite induzida por mBSA. Os estdmagos foram
abertos ao longo de sua curvatura maior. Logo depois, a mucosa gastrica foi lavada
com solugdo fisiolégica e examinada macroscopicamente para identificar lesdes

pontuais ou francas hemorragias.
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4.10 SEPARAQAO DE NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES DA
MEDULA OSSEA DE RATOS POR GRADIENTE DE PERCOLL: MIGRAQAO
CELULAR (FIERRO et al., 2003)

O fémur e a tibia do rato wistar séo retirados ap0s a eutanasia do animal e, com
o auxilio de uma seringa, 0s 0ssos sdo lavados com solugéo salina de Hank. Com
uma pipeta do tipo Pasteur, o sedimento gerado foi homogeneizado para que as
células fossem lavadas com Hanks 1X em centrifugac&o a 400 g por 8 min (20°C). Em
seguida, as células foram ressuspensas em 2 mL de solucdo salina de Hank,
acrescentadas sobre o gradiente de 65% (3 mL) e 72% (3 mL) de Percoll e posterior
centrifugacéo do gradiente a 1200 g por 32 min na temperatura de 20°C. Vale ressaltar
que os neutréfilos sdo encontrados entre as duas fases dos gradientes de
concentracao.

Em seguida, os neutréfilos séo retirados e colocados em outro tubo para a
primeira lavagem com solucao de lise. Ap0s esta etapa, o sobrenadante foi descartado
e as células foram lavadas mais uma vez com solucdo salina de Hank, sendo
centrifugado novamente a 400 g por 8 min e 20°C. O sedimento de neutréfilos foi
ressuspenso com RPMI para que a contagem das células na camara de Neubauer
fosse realizada e a concentracdo da suspensdo ajustada para 1 x 10° neutréfilos/mL.

Uma pré-incubacéo da suspensao de neutrofilos deve ser realizada por 1 h com
0 SB203580 e os derivados NAH nas concentracbes de 50 e 100 uM,
respectivamente. A parte inferior da camara de Boyden é preenchida com solu¢éo do
agente guimiotatico n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) na concentracéo 10 nM
e posteriormente a membrana de policarbonato com porosidade de 5 uM é inserida
na regido intermediaria da camara seguida pela borracha de vedacao.

Apés o fechamento da camara, 0s po¢os na parte superior sao preenchidos
com 50 pL da suspenséo de neutrofilos pré-incubados com as substancias-teste e
incubados por mais 1 h a 37°C. Finalmente, a membrana é lavada em solucdo de PBS
e, depois desta etapa, os neutréfilos sdo corados e quantificados por microscopia 6tica

(aumento de 40 vezes).
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4.11 DOSAGEM DE PROTEINAS (SMITH et al.,1985)

A dosagem de proteinas totais foi realizada por um método colorimétrico de alta
sensibilidade e baixa variabilidade com o intuito de relacionar a concentracao de TNF-
a proveniente de tecido e do soro plasmatico com a quantidade de proteinas totais
presente nas amostras.

Brevemente, este protocolo € baseado nos principios da reacdo de biureto,
onde ha a formacéo da coloracéo violeta que é proporcionada pela reducéao do atomo
de Cu*? a Cu*! promovida pela interacdo com ligacGes peptidicas de proteinas em um
sistema alcalino. A teoria sugere que o &cido bicinconinico (BCA) é sensivel, estavel
e altamente especifico ao Cu*l. Vale ressaltar que neste experimento, solucées
aguosas de diferentes concentracdes de albumina foram utilizadas para estabelecer
a curva-padrdo de proteinas.

Para a acuracia no processo de desenvolvimento de coloracdo da reacgéo, 25
ML de amostra adicionados a 200 pL da solugédo de sulfato de cobre Il em BCA
(proporcédo 1:49) foram incubados a 37°C em 95% de umidade e apds 15 min a
concentracdo de proteinas foi determinada por espectrofotometro a 540 nm. Os
resultados de densidade 6tica das amostras foram interpolados com os valores de
densidade ética (D.O.) da curva-padréo de albumina.

4.12 OBTENCAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) E DE PLASMA
POBRE EM PLAQUETAS (PPP) (CAZENAVE et al., 1979)

Inicialmente, o sangue foi obtido através de punc¢éo da artéria central da orelha
de coelhas albinas pesando entre 2- 3 kg e condicionado em tubos contendo solucao
de citrato trissédico 3,8% na proporcao de 9:1. Em seguida, o sangue foi centrifugado
a 500 g por 10 min em temperatura ambiente para a obtencdo de PRP. Para a etapa
posterior, houve a centrifugacdo do material sem o PRP a 2000 g também por 10 min
a temperatura ambiente e, deste modo, o PPP é obtido.

Vale ressaltar que o PRP deve ser utilizado em um tempo maximo de 3 h,
porque as plaquetas podem perder gradativamente sua capacidade de agregacao em

periodos de tempo superiores.
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4.13 ENSAIO DE AGREGA(;AO PLAQUETARIA INDUZIDA POR AA (CUNHA
et al., 2003)

A conversao do AA intermediada pela COX-1 expressa constitutivamente na
plagueta permite a formagdo de TXA2. O modelo em questdo foi utilizado para
observar o efeito de LASSBIi0-1247 sobre a agregacao plaquetaria monitorada pelo
método turbidimétrico no agregdbmetro. Este ensaio permite inferir uma possivel acéo
na cascata do AA.

Este aparelho registra a transmitancia de luz pela suspensédo de plaquetas,
sendo a suspensao de PRP calibrado como referéncia de 0% de passagem de luz e
o PPP equivalente a 100% (LACERDA, 2006). Quanto mais opaco € a suspensao
menor sera a transmitancia de luz (CAZENAVE et al., 1979).

Brevemente, 300 pL de PRP foi incubado a 37°C por 1 min em agitacao
continua de 900 rpm. Posteriormente, o derivado LASSBi0-1247, a indomentacina ou
o DMSO foram incubados por 5 min antes da adicdo do AA na concentracao de 200
MM. A agregacéo foi avaliada até um dos eventos acontecer: tempo de 5 min apds a
adicdo do AA ou até o ponto maximo de agregacao.

Ainda, os resultados sdo expressos em porcentagem de agregacao plaquetéria.

4.14 ANALISES ESTATISTICAS

No presente trabalho, os resultados obtidos sdo expressos em média + erro
padrdo da média (EPM). Os dados foram analisados por ANOVA oneway quando
houve apenas uma variavel para comparacdo ou twoway para aqueles com duas
variagbes seguido pelo teste de Bonferroni e considerados estatisticamente
significativo para *p<0,05.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad

Prism 5.0°9.



5. RESULTADOS
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5.1 DOSAGEM DA PRODUQAO DE TNF-a EM CULTURA DE MACROFAGOS
PERITONEAIS ESTIMULADOS COM LPS

Segundo levantamento bibliografico realizado por Kinne e colaboradores
(2000), o TNF-a é uma potente citocina pro-inflamatéria produzida em quantidade
significativa por neutréfilos, macréfagos e células T.

Diante do papel relevante do TNF-a na génese da AR, os derivados LASSBio-
1247 e LASSBIi0-1248 foram avaliados no modelo in vitro de cultura de macréfagos
peritoneais estimulados por LPS para dosar a producéo desta citocina.

Nas condigOes experimentais estabelecidas, o derivado LASSBIi0-1247 nao
reduziu a producdo de TNF-a nas concentragbes de 0,1 e 1 yM. Entretanto, na
concentracdo de 10 pM, o efeito inibitério sobre a producéo da referida citocina foi de
aproximadamente 42%. Ainda, este mesmo derivado NAH inddlico causou uma
diminuicdo destacavel na producédo de TNF-a de 75 e 81% nas concentragdes de 30
e 60 uM, respectivamente. O efeito inibitério mais pronunciado ocorreu na
concentracdo de 100 pM, sendo equivalente a 95% quando comparado as células
tratadas com o veiculo DMSO. Este resultado foi cerca de 20% superior aquele
apresentado pela talidomida testada a 300 uM (Gréfico 1).

O modelo in vitro de dosagem de TNF-a de macrofagos mostrou que o derivado
LASSBIi0-1248 ndo apresentou atividade inibitoria relevante nas concentracdes de 1
e 10 uM. Ademais, a 30 UM o composto reduziu a quantidade de TNF-a em 21%, mas
tal efeito ndo foi estatisticamente significativo (Grafico 2). Nao obstante, o emprego de
concentracdes superiores revelou que LASSBIi0-1248 a 100 uM diminuiu a producao
de TNF-a em aproximadamente 86% enquanto que a 300 yM, o derivado mantém o

efeito inibitério na mesma magnitude que na concentragao anterior (92%) (Grafico 2).
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Gréafico 1. Efeito inibitorio de LASSBIi0-1247 sobre a producdo de TNF-a €
dependente da concentracao.

Os macrofagos foram obtidos apés lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com
tioglicolato de Na 3% e plagueadas em 300 uL de RPMI na concentragéo de 1,0x 105 células/mL (ajuste
realizado por contagem em camara de Neubauer). Depois de 1 h, os macréfagos foram incubados com
DMSO, talidomida (300 yM) ou LASSBIi0-1247 (1- 100 uM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em
estimular as células com LPS a 3 ng/mL por 24 h. Nimero de animais (n) = 2- 3; #p<0,05 em
comparacao ao basal e *p<0,05 em comparacédo ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Os resultados
s80 expressos pg/mL £ EPM.
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Gréfico 2: Efeito inibitorio de LASSBIi0-1248 sobre a producdo de TNF-a é

dependente da concentragao.

Os macrofagos foram obtidos apés lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com
tioglicolato de Na 3% e plagueadas em 300 uL de RPMI na concentracdo de 1,0x 105 células/mL (ajuste
realizado por contagem em camara de Neubauer). Depois de 1 h, os macréfagos foram incubados com
DMSO, talidomida (300 uM) ou LASSBIi0-1248 (1- 300 uM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em
estimular as células com LPS a 3 ng/mL por 24 h. Os resultados sédo expressos pg/mL + EPM, nimero
de animais (n) = 3; #p<0,05 em comparacao ao basal e *p<0,05 em comparagdo ao grupo DMSO
(ANOVA-Oneway).



94

Neste contexto, as concentracdes inibitérias para 50% do efeito maximo (Clso)
sobre a produgcédo de TNF-a dos derivados LASSBio-1247 e LASSBIi0-1248 foram
estabelecidas. Com isto, LASSBIi0-1247 apresentou uma Clso de 12,9 uM (Tabela 2;
Gréfico 3), enquanto LASSBIi0-1248 exibiu uma Clso igual a 45 pM (Tabela 3; Grafico
4).

Tabela 2: Efeito inibitorio de LASSBIi0-1247 sobre a producao de TNF-a proveniente

de macrdéfagos peritoneais estimulados por LPS.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (M) n  TNF-a (pg/ml) %INIBICAO

LASSBio-1247 0,1 3 322,2+42,9 0
LASSBio-1247 1 3 312,8+70,8 0
LASSBio-1247 10 2 184,4 + 32,6 423
LASSBio-1247 30 2 78,1+20,1 75,6
LASSBio-1247 60 3 59,6 +32,9 81,3
LASSBi0-1247 100 3 16,0+7,1 95,0

Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo; n = animais/grupo.
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Grafico 3: Curva concentracdo-resposta do derivado LASSBIi0-1247 no modelo de

dosagem de TNF-a proveniente de macréfagos peritoneais estimulados por LPS.

Os macrofagos foram obtidos apos lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com
tioglicolato de Na 3% e plagueadas em 300 uL de RPMI na concentragéo de 1,0x 105 células/mL (ajuste
realizado por contagem em camara de Neubauer). Depois de 1 h, os macréfagos foram incubados com
LASSBIi0-1247 (0,1- 100 pM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em estimular as células com LPS a 3
ng/mL por 24 h. Os resultados séo expressos pg/mL + EPM, nimero de animais (n) = 2- 3; #p<0,05 em
comparacao ao basal e *p<0,05 em comparac¢do ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Curva sigmoidal
com inclinagdo variavel obtida por regressao nao-linear (R? = 0,8302).
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Tabela 3: Efeito inibitorio de LASSBio-1248 sobre a producéo de TNF-a proveniente

de macréfagos peritoneais estimulados por LPS.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (uM) n  TNF-a (pg/ml) %INIBICAO
LASSBio-1248 1 3 334,1 +111,7 0
LASSBio-1248 10 3 297,2+60,3 71
LASSBIi0-1248 30 3 253,9£59,0 20,6
LASSBi0-1248 100 3 428+12,8 86,6
LASSBIi0-1248 300 3 245+6,2 92,3

Os resultados sé@o expressos em média + erro padrdo; n = animais/grupo.
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Grafico 4: Curva concentracdo-resposta do derivado LASSBIi0-1248 no modelo de

dosagem de TNF-a proveniente de macréfagos peritoneais estimulados por LPS.

Os macrofagos foram obtidos apés lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com
tioglicolato de Na 3% e plagueadas em 300 uL de RPMI na concentragéo de 1,0x 105 células/mL (ajuste
realizado por contagem em camara de Neubauer). Depois de 1 h, os macréfagos foram incubados com
LASSBI0-1248 (1- 300 uM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em estimular as células com LPS a 3
ng/mL por 24 h. Os resultados sdo expressos pg/mL + EPM, ndmero de animais (n) = 3; #p<0,05 em
comparacao ao basal e *p<0,05 em comparagéo ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Curva sigmoidal
com inclinagdo variavel obtida por regresséo nao-linear (R? = 0,6784).
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5.2 AVALIA(}AO DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS PERITONEAIS

O ensaio com MTT é amplamente aplicado para verificar a viabilidade celular.
A acao de desidrogenases mitocondriais reduz o MTT, resultando na formacao de
cristais violetas de formazam (EIDI et al., 2010).

O tratamento de macréfagos com o LASSBIi0-1247 mostrou que, nas
concentragdes de 30 e 60 uM, o derivado n&o alterou significativamente a viabilidade
destas células comparadas com o grupo tratado com DMSO. Contudo, a concentracao
de 100 uM reduziu a viabilidade dos macréfagos para aproximadamente 70% (Grafico
5). A talidomida avaliada a 300 yM n&ao causou morte celular de modo estatisticamente
significativo no referido modelo (Grafico 5).

Ja o derivado NAH inddlico LASSBIio-1248 néo alterou a viabilidade das células

em nenhuma das concentra¢cfes avaliadas, inclusive a 300 uM (Grafico 5).
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Gréfico 5: Efeito de LASSBIi0-1247, LASSBIi0-1248 e da talidomida sobre a viabilidade

celular no ensaio de MTT.

Os macrofagos foram obtidos apés lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com
tioglicolato de Na 3% e plagueadas em 300 uL de RPMI na concentragéo de 3,0x 105 células/mL (ajuste
realizado por contagem em camara de Neubauer). Depois de 1 h, os macréfagos foram incubados com
DMSO (veiculo das substancias), talidomida (300 uM), LASSBi0-1247 (30- 100 uM) ou LASSBIio-1248
(10- 300 uM) por 18 h. A etapa seguinte consistiu em adicionar 20 yL de solucdo de MTT e 4 h depois
foi acrescentado 200 yL de DMSO. Os resultados sdo expressos em porcentagem de células viaveis
EPM para numero de animais (n) = 2- 4; *p<0,05 em relagdo ao DMSO (ANOVA-Oneway).
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5.3 AVALIAC}AO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO INDUZIDO POR
LPS.

Segundo Vajja e colaboradores (2004), o fendmeno hipernociceptivo induzido
por LPS é mediado, principalmente, por citocinas pro-inflamatorias: IL-18, IL-6 e 0
TNF-a, cujas participagdes sao relevantes no desenvolvimento e na manutengao da
AR.

Neste contexto, ambos os derivados NAH inddlicos apresentaram efeitos
pronunciados em todos os tempos estudados apos a administracédo de LPS associada
a temperatura. Inicialmente, LASSBio-1247 a 100 pmol/kg reduziu a resposta
hipernociceptiva em 54% comparado ao grupo tratado com o veiculo (goma arabica
5%). Ja nas avaliacdes durante a segunda e a terceira hora, este derivado continuou
exibindo efeito importante de 57 e 53%, sendo da mesma magnitude da talidomida
que também foi administrada a 100 pmol/kg (Gréfico 6).

Jé o derivado LASSBIi0-1248 na dose de 100 pmol/kg mostrou atividade anti-
hipernociceptiva estatisticamente significativa de 42% na primeira hora apés a
administracdo intraplantar de LPS, semelhante ao efeito da talidomida. Ademais,
LASSBio-1248 manteve o0 efeito anti-hipernociceptivo  expressivo de
aproximadamente 50% nos demais momentos observados (Gréfico 6).

Diante do exposto, o efeito anti-hipernociceptivo global que consiste no calculo
da area sob a curva (Sistema Internacional: Area Under the Curve- AUC) a partir das
leituras da resposta hipernociceptiva foi obtido. Por ser uma avaliacdo total, este
procedimento permite ratificar a relevancia do efeito anti-hipernociceptivo das
substancias testadas. Deste modo, observamos que tanto LASSBio-1247 quanto
LASSBIio-1248 tiveram atividade destacavel, sendo equivalente a 55 e 45%,

respectivamente (Gréfico 7).
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Grafico 6: Efeito anti-hipernociceptivo de LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 no modelo
de hipernocicepc¢ao térmica induzida por LPS.

A administracdo dos derivados NAH inddlicos e da talidomida na dose de 100 pmol/kg por via oral
aconteceu 1 h antes da administracdo intraplantar de 100 yL de LPS a 1mg/mL em ratos wistar. A
resposta hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52+ 1°C durante 3 h. Os resultados s&o
expressos em variacdo do tempo de laténcia em segundos (s) + EPM; niumero de animais (n) = 6- 8
animais. *p<0,05 em comparacao ao grupo-veiculo (goma arabica 5%) (ANOVA- twoway, Bonferroni).
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Grafico 7: Efeito anti-hipernociceptivo global dos derivados NAH inddlicos obtidos
pelo célculo da area sob a curva (AUC) no modelo de hipernocicepcao térmica
induzida por LPS.

A administracéo dos derivados NAH inddlicos na dose de 100 umol/kg por via oral aconteceu 1 h antes
da administracdo intraplantar de 100 pyL de LPS a 1mg/mL em ratos wistar e a resposta hipernociceptiva
foi avaliada na temperatura de 52+ 1°C por 3h. Nimero de animais (n) = 6- 8 animais; *p<0,05 em
comparacao ao grupo-veiculo (goma arabica 5%), ANOVA-oneway.



99

5.4 AVALIA(;AO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO EM MODELO
INDUZIDO POR CAPSAICINA

O componente ativo vaniloide proveniente da pimenta (capsaicina) é conhecido
pela sua capacidade de atuar como agonista em canais de cation vaniloide de subtipo
1 que se comportam como receptores de potencial transitorio e estdo relacionados
com alguns processos patolégicos como a dor (MORAN et al., 2011).

Mais ainda, estudos recentes indicam que a administracéo topica de capsaicina
provoca hipernocicepcado mediada pelas fibras polimodais C, além de fosforilacdo da
MAPK p38 na pata e no DRG de fibras aferentes de ratos de modo dependente do
tempo (SWEITZER et al., 2004; MIZUSHIMA et al., 2005). Tal fato é relevante ja que
esta enzima esta envolvida com a génese de TNF-a.

Assim como nos modelos anti-hipernociceptivos avaliados anteriormente, o
derivado LASSBIi0-1247 exibiu efeito inibitério pronunciado logo apés 2 min da
administracdo da capsaicina, sendo equivalente a 57%. Ainda, este derivado NAH
inddlico mostrou atividade anti-hipernociceptiva estatisticamente significativa nos
tempos de 5 e 10 min de 60 e 90%, respectivamente (Grafico 8).

Nesta avaliagdo, LASSBI0-1248 também apresentou efeito semelhante ao
SB203580, o inibidor da fosforilagdo da MAPK p38 (Gréafico 8). Dois minutos apols a
administragao intraplantar de capsaicina, o derivado LASSBIi0-1248 aumentou o
tempo de permanéncia do animal sobre a placa quente em 76% comparado ao grupo-
controle. Ja no tempo de 5 min, a atividade do prot6tipo foi de aproximadamente 80%
e em 10 min a resposta hipernociceptiva foi revertida (Grafico 8).

Vale ressaltar que a administracdo intraplantar da capsaicina provoca a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 e por isto, ndo ha mais a manifestacdo do
fendmeno hipernociceptivo nos tempos de 30 e 60 min do experimento (Grafico 8).

O caélculo da ASC indicou que ambos os derivados NAH inddlicos exibem perfil
anti-hipernociceptivo global semelhantes e estatisticamente significativo comparado

ao grupo-controle, sendo equivalente a 50% (Grafico 9).



100

6-
@ 54 Veiculo
e
05 4 SB 203580
°& 3l LASSBi0-1247
FLEC LASSBio-1248
T o 21
£ ]
>3
g
-14

2 5 10 30 60
Tempo (min)

Gréfico 8: Efeito anti-hipernociceptivo dos derivados NAH indolicos LASSBIi0-1247 e
LASSBIi0-1248 no modelo de hipernocicepc¢éao térmica induzida por capsaicina.

Os derivados NAH indélicos e o0 SB203580 foram administrados na dose de 100 pmol/kg, por via oral,
1 h antes da administracao intraplantar de 10 uL de capsaicina a 1,6 pg/pL em ratos wistar. A resposta
hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52+ 1°C durante 60 min. Os resultados sao expressos
em variacao do tempo de laténcia em segundos (s) + EPM; nimero de animais (n) = 7- 12 animais.
*p<0,05 em comparacao ao grupo-veiculo (goma arabica 5%), ANOVA- twoway, Bonferroni.
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Grafico 9: Efeito anti-hipernociceptivo global dos derivados NAH inddlicos LASSBio-
1247 e LASSBI0-1248 obtido pelo célculo da area sob a curva (AUC).

A administragdo dos derivados NAH inddlicos na dose de 100 pumol/kg por via oral aconteceu 1 h antes
da administracdo intraplantar de 10 pL de capsaicina a 1,6 pg/pL em ratos wistar. A resposta
hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52+ 1°C durante 60 min. NiUmero de animais (n) = 7-
12 animais; *p<0,05 em comparagédo ao grupo-veiculo (goma arabica 5%), ANOVA-oneway.
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5.5 AVALIAQAO DO EFEITO DOS DERIVADOS NAH INDOLICOS SOBRE O
RECEPTOR TRPV1

Diante dos resultados anti-hipernociceptivos pronunciados de LASSBIi0-1247 e
LASSBIio-1248 no modelo de hipernocicepcdo térmica induzida por capsaicina,
avaliamos a capacidade de os derivados inibirem o influxo de Ca*? em células HEK-
293 atraveés dos canais TRPV1 humano (TRPV1h) expressos na célula em questéo,
empregando a técnica de imageamento de Ca*?.

Neste contexto, o grafico 10 mostra que houve um aumento significativo do
influxo de Ca*? quando as células HEK-293 foram estimuladas com o agonista do
canal TRPV1, a capsaicina.

Ainda, o experimento de imageamento de Ca*? revelou que tanto o LASSBio-
1247 quanto o LASSBI0-1248 nas concentracdes de 10 uM néo diminuiram o influxo
de Ca*?> comparado com o grupo tratado com veiculo (HBSS) e estimulado com a
capsaicina, ao contrario das células tratadas com o antagonista TRPV1 AMG9810,

cujo efeito de bloqueio foi estatisticamente significativo.
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Grafico 10: Os derivados NAH inddlicos ndo alteram o influxo de Ca* em células

HEK-293 que expressam o canal TRPV1 humano.

Derivados NAH inddlicos e 0 AMG9810 foram adicionados separadamente a cultura de células na
concentracdo de 10 uM e, 10 minutos depois, a capsaicina a 300 nM foi acrescentada ao sistema. n=
3; #p<0,05 em comparagdo as células ndo-estimuladas com capsaicina; *p<0,05 em comparagdo as
células estimuladas com capsaicina, ANOVA-oneway.
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5.6 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DOS DERIVADOS NAH INDOLICOS NO
MODELO DE NOCICEPQAO INDUZIDO POR FORMALINA 2,5%.

O modelo de nocicepcdo induzida por formalina € caracterizado pela
nocicepcado manifestada em duas fases: uma dita neurogénica e outra inflamatéria.
Segundo trabalhos publicados, esta fase € conduzida por diversos mediadores
inflamatérios, como aminas vasoativas, prostaglandinas e TNF-a (YASHPAL &
CODERRE, 1998; RIBEIRO et al., 2000).

O teste revelou que nenhum dos dois derivados NAH inddlicos apresentou
atividade antinociceptiva na primeira fase quando comparados ao grupo tratado com
0 veiculo (goma aradbica 5%) (Grafico 11). Entretanto, a avaliacdo do efeito dos
derivados na fase inflamatoria indicou que LASSBIi0-1247 exibiu atividade
antinociceptiva relevante equivalente a 60%, assim como o derivado LASSBi0-1248
gue propiciou ao grupo tratado com a referida substancia uma sensacao nociceptiva
57% menor que o grupo-controle (Grafico 11).
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Grafico 11: Efeito antinociceptivo dos derivados NAH inddlicos LASSBio-1247 e
LASSBIi0-1248 nas fases neurogénica e inflamatéria do modelo de nocicepcédo

induzido por formalina 2,5%.

Os derivados NAH indélicos foram administrados a 100 pmol/kg (v.0.) 1 h antes da administracéo
intraplantar de 20 pL de formalina a 2,5%. Os resultados sdo expressos como tempo de lambida em
segundos (s) + EPM obtidos durante os 5 min iniciais do experimento (fase neurogénica) e durante o
intervalo de 15 a 30 min depois da administracdo da formalina 2,5%; numero de animais (n) = 10- 13;
*p<0,05 em comparagéo ao grupo-veiculo (goma arabica 5%), *p<0,05 em comparacdo ao grupo-
veiculo (goma arabica 5%), ANOVA-oneway.



103

5.6.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores canabinoides no efeito
antinociceptivo dos derivados NAH inddlicos

Atualmente, existem diversos estudos mostrando que a ativacdo do sistema
canabinoide através dos receptores CB2 pode reduzir a producéo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a. (RIBEIRO et al., 2000). Ademais, tanto a ativacéo de
CB1 quanto de CB2 tem participagdo antinociceptiva relevante em modelos de dor
inflamatoria, inclusive aqueles induzidos por carragenina ou por formalina
(QUARTILHO et al., 2003). Além da atividade consideravel no modelo de formalina,
resultados prévios mostram que tanto LASSBIi0-1247 quanto LASSBi0-1248 também
apresentaram atividade anti-hipernociceptiva pronunciada no modelo de
hipernocicepcao térmica induzida por carragenina (SANTOS, 2009).

No ensaio com formalina, a administracdo de antagonistas canabinoides dos
receptores CB1 e CB2 (AM281 e AM630, respectivamente) e posterior tratamento com
0 agonista canabinoide (Win55.212-2) mostrou que ambos 0s receptores tem
participacdo relevante no efeito antinociceptivo mediado pelo Win55.212-2 durante a

fase inflamatoria (Grafico 12).
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Grafico 12: Avaliacdo da participacao dos receptores canabinoides durante a fase

inflamatoria do modelo de nocicepcéo induzida por formalina 2,5%.

Win55,212-2 foi administrado na dose de 5,7 umol/kg (I.P), AM281 a 0,9 umol/kg e AM630 a 1,9 umol/kg
(I.P). Respectivamente, 0s antagonistas e o agonista foram administrados 45 e 30 min antes da injecéo
intraplantar de 20 pL de formalina a 2,5%. Os resultados sdo expressos em tempo de lambida em
segundos (s) £+ EPM obtidos durante o intervalo de 15 e 30 min depois da administracdo da formalina
2,5%; namero de animais (n) = 5- 10, * p<0,05 comparado ao grupo-veiculo; # p<0,05 comparado ao
Win55,212-2 (ANOVA-oneway).
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Esta mesma fase do teste de formalina indicou que a atividade antinociceptiva
mediada pelo derivado LASSBIi0-1247 ndo é alterada pelo tratamento posterior do
antagonista AM630 (Gréfico 13). Vale destacar que, com o término do AM281, o
estudo sobre a participacao dos receptores CB1 no efeito antinociceptivo de LASSBIo-
1247 seré& realizado em breve.

A estratégia de administracdo do antagonista CB1 AM281 apds o tratamento
com LASSBI0-1248 mostrou que ha a participacdo do referido receptor no efeito
antinociceptivo deste derivado. Ademais, o estudo funcional indica que a atividade de
LASSBIi0-1248 também envolve a participacdo do receptor CB2, jA que a
administragao de AM630 reverteu o efeito antinociceptivo de LASSBIi0-1248 durante

a fase inflamatoria do modelo de formalina (Gréafico 13).
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Gréfico 13: Avaliacao da participacdo dos receptores canabinoides na modulacéo do
efeito antinociceptivo dos derivados LASSBIi0-1247 e LASSBI0-1248 na fase

inflamatéria do modelo de nocicepcao induzida por formalina 2,5%.

Os derivados NAH indélicos foram administrados na dose de 100 umol/kg por v.o, AM281 a 0,9 umol/kg
e AM630 a 1,9 umol/kg (I.P). Respectivamente, os antagonistas foram administrados 45 min antes da
injecdo intraplantar de 20 pL de formalina & 2,5%. Os resultados sdo expressos em tempo de lambida
em segundos (s) £+ EPM obtidos durante o intervalo de 15 e 30 min depois da administracdo da formalina
2,5%; namero de animais (n) = 7- 13. * p<0,05 comparado ao grupo-veiculo; # p<0,05 comparado ao
LASSBIi0-1248 (ANOVA-oneway).
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57 AVALIA(;AO DA TEMPERATURA CORPORAL DE CAMUNDONGOS
TRATADOS COM DERIVADOS NAH INDOLICOS (COSTA et al., 2010)

A comunidade farmacéutica que dedica grandes esforcos no desenvolvimento
de farmacos antagonistas de canais TRPV1 observou a ocorréncia de hipertermia
corporal como um efeito colateral importante (MORAN et al., 2011). Além disto, outros
estudos relacionados com o potencial analgésico de canabinoides e receptores CB1
apontam o risco significativo de hipotermia (WILEY et al., 2014).

Neste contexto, a temperatura corporal de camundongos tratados com
LASSBI0-1247 ou LASSBIi0-1248 a 100 umol/kg por v.o. foi avaliada e comparada
com a temperatura dos animais tratados com o veiculo das substancias (goma arabica
5%), sendo considerado o grupo-controle. O experimento revelou que, assim como o
LASSBIi0-1247, o LASSBI0-1248 nao alterou de modo significativo a temperatura
corporal durante as quatro horas de analises (Gréafico 14).
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Grafico 14: O tratamento com LASSBIi0-1247 e LASSBI0-1248 nédo altera a

termorregulacéo corporal dos animais.

Os derivados NAH inddlicos LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 foram administrados na dose de 100
umol/kg por v.o e a temperatura corporal foi avaliada durante as 4 h subsequentes. Os resultados sao
expressos em variacdo da temperatura corporal (°C) + EPM em comparacdo com a temperatura dos
animais do grupo-veiculo; nimero de animais (n) = 6- 9.
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5.8 AVALIAC}AO DO EFEITO ANTIQUIMIOTATICO DOS DERIVADOS NAH
INDOLICOS

Segundo revisdo bibliografica, o0s neutrofilos podem  contribuir
significativamente com a fisiopatologia da fase inicial da AR em virtude de sua
potencial capacidade de produzir mediadores que recrutam leucdcitos, e
consequentemente contribuir para o aumento do processo inflamatério e élgico
(CASCAO et al., 2011).

Para avaliar se os derivados NAH inddlicos reduzem a migracéo de neutrofilos,
o0 modelo de quimiotaxia induzida por fMLP foi utilizado (MING et al., 1987).

Os resultados obtidos no modelo de quimiotaxia de neutrofilos em camara de
Boyden estimulados por fMLP indicam que, assim como o SB203580, o LASSBiIo-
1247 inibe a migracéo de neutrofilos em aproximadamente 45% comparado ao grupo-
controle tratado com DMSO (Grafico 15). J4 o derivado LASSBIio-1248 apresenta uma
atividade antiquimiotatica de 25%, entretanto este efeito ndo é estatisticamente

significativo (Grafico 15).
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Grafico 15: Avaliacdo do efeito antiquimiotatico de LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248

sobre a migracao de neutrdfilos.

Os neutroéfilos foram obtidos de medula 6ssea de fémur e tibia de ratos wistar apos centrifugagéo das
células em gradiente de percoll. Estas células foram ressuspensas em RPMI e a concentragéo foi
ajustada para 1,0x108 neutréfilos/mL. Os neutréfilos foram pré-incubados por 1 h com o DMSO, com
os derivados NAH indélicos (100 uM) ou com o SB203580 (50 uM) e colocados na parte superior da
camara de Boyden. O fMLP foi adicionado a 10 nM na regido inferior da camara e colocados em
incubacéo por 1 h & 37°C. Os neutrofilos sdo contados por microscopia Otica e os resultados sdo
expressos em nimero de neutréfilos + EPM; nimero de animais (n) = 1- 3. #p<0,05 comparado ao
RPMI; *p<0,05 comparado ao grupo tratado com DMSO (ANOVA-oneway).
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5.9 AVALIA(;AO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO MECANICO NO
MODELO DE AIA

Este teste hipernociceptivo induzido por mBSA ocorre inicialmente em virtude
da acdo de citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-1B, que desencadeiam a
liberac@o de aminas e prostaglandinas que, por sua vez, também reduzirdo o limiar
de excitabilidade da membrana neuronal. Ademais, o referido modelo visa simular
respostas imunes dependente de células Thl, como aquelas observadas durante a
AR (CUNHA et al., 2008b).

Neste contexto, a avaliagdo mecanica indicou que a hipernocicepcéao foi
estabelecida 1 h apés a injecdo intra-articular de mBSA (Grafico 16 e Gréfico 17).
Sabendo que os AINEs podem ser utilizados no tratamento da dor de pacientes com
AR, nés utilizamos a indometacina como controle-positivo para a resposta anti-
hipernociceptiva no modelo em questdao (ABRAMSON, 2011). Com isto, as primeiras
24 h de observagdo mostraram que a indometacina administrada na dose de 8,4
umol/kg (3 mg/kg) exibiu efeito anti-hipernociceptivo importante logo 1 h depois do
tratamento, mantendo esta atividade de modo estatisticamente significativo até a 62 h
da avaliacdo (grafico 16 e grafico 17). De modo semelhante, o LASSBIi0-1247 exibiu
atividade anti-hipernociceptiva relevante e estatisticamente significativa desde de a 12
h até a 42 h (grafico 16). Ja o derivado LASSBIio-1248 apresentou efeito
estatisticamente significativo 1 h depois da administracao por v.o. Contudo, seu efeito

nao foi importante nas demais avaliagdes das 24 h iniciais (grafico 17).
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Grafico 16: Avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva do derivado LASSBi0-1247
e da indometacina no ensaio de hipernocicep¢do mecanica durante 24 h no modelo
de AlA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1247
administrado na dose de 100 pmol/kg (v.0) 1 h apds a administracdo intra-articular de mBSA. Os
resultados sédo expressos em limiar de retirada de pata em gramas (g) £ EPM; nimero de animais (n)
= 6- 13, #p<0,05 comparado aos animais nao-estimulados com mBSA (tempo -1 h), teste - t Student; *
p<0,05 comparado ao grupo-veiculo, ANOVA-twoway.
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Gréfico 17: Avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva do derivado LASSBio-1248
e da indometacina no ensaio de hipernocicepcdo mecéanica durante 24 h no modelo
de AIA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1248
administrado na dose de 100 pmol/kg (v.0) 1 h ap6s a administracao intra-articular de mBSA. Os
resultados séo expressos em limiar de retirada de pata em gramas (g) £ EPM; nimero de animais (n)
= 6- 13, #p<0,05 comparado aos animais ndo-estimulados com mBSA (tempo -1h), teste- t Student; *
p<0,05 comparado ao grupo-veiculo, ANOVA-twoway.
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Além da avaliacéo inicial nas 24 primeiras horas apés a administragdo intra-
articular de mBSA, o modelo permitiu averiguar o efeito anti-hipernociceptivo das
substancias NAH inddlicas nos dias subsequentes.

O uso do transdutor de for¢ca que evocou o reflexo de flexdo da articulacédo da
pata traseira do animal permitiu observar que LASSBIi0-1247 administrado na dose de
100 pmol/kg duas vezes ao dia aumentou consideravelmente a resisténcia dos
animais ao estimulo mecanico nos 4 dias posteriores do experimento (tempos 25- 97
h) comparado ao grupo-controle (Grafico 18). Estes resultados foram semelhantes
aqueles observados pela administracdo de 8,4 pmol/kg em dose Unica diaria de
indometacina (Gréfico 18).

Assim como na primeira fase do experimento (24 h), o derivado LASSBi0-1248
nao apresentou atividade anti-hipernociceptiva estatisticamente significativa no
modelo de AIA (Gréfico 19).
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Gréafico 18: Avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva de LASSBIio-1247 e da
indometacina no ensaio de hipernocicep¢cdo mecanica de 25 a 97 h apds a inducéo
por mBSA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1247
administrado na dose de 100 umol/kg (v.0) duas vezes ao dia. Os resultados sdo expressos em limiar
de retirada de pata em gramas (g) + EPM; nimero de animais (n) = 6- 13; * p<0,05 comparado ao
grupo-veiculo, ANOVA-twoway.
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Gréafico 19: Avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva de LASSBIio-1248 e da
indometacina no ensaio de hipernocicep¢cdo mecanica de 25 a 97 h apds a inducéo
por mBSA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBIi0-1248
administrado na dose de 100 umol/kg (v.0) duas vezes ao dia. Os resultados sdo expressos em limiar
de retirada de pata em gramas (g) + EPM; nimero de animais (n) = 6- 13; * p<0,05 comparado ao
grupo-veiculo, ANOVA-twoway.

Ainda, o célculo da AUC do efeito anti-hipernociceptivo do derivado LASSBio-
1247 e da indometacina confirmou a relevancia do aumento a resisténcia mecéanica
no modelo de AlA, tanto nas 24 h iniciais (53 e 81%, respectivamente) quanto nas
avaliacGes diarias (Gréfico 20). Nestas leituras, LASSBIi0-1247 proporcionou efeito
anti-hipernociceptivo relevante e na mesma magnitude da indometacina, sendo igual
a 100% (Gréfico 21).

Assim como as avaliacGes realizadas nas primeiras 24 h do experimento, o
grafico 21 confirma que LASSBIi0-1248 ndo apresentou efeito anti-hipernociceptivo
estatisticamente significativo nos dias subsequentes no modelo de AlA.
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Gréfico 20: Efeito anti-hipernociceptivo global de LASSBio-1247, LASSBI0-1248 e da
indometacina obtidos pelo célculo da area sob a curva (AUC) nas primeiras 24 h do
modelo de AlA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e os derivados LASSBio-
1247 e LASSBIi0-1248 administrados na dose de 100 umol/kg (v.0) apds a administragdo intra-articular
de mBSA. Os resultados sdo expressos &rea sob a curva (AUC) £ EPM das 24 h iniciais do experimento;
namero de animais (n) = 6- 13, # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado ao grupo-
veiculo; ANOVA-oneway.
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Grafico 21: Efeito anti-hipernociceptivo global de LASSBi0-1247, LASSBio-1248 e da
indometacina obtidos pelo calculo da area sob a curva (AUC) na fase crénica do
modelo de AlA.

Indometacina administrada a 8,4 umol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e os derivados LASSBio-
1247 e LASSBI0-1248 administrados na dose de 100 umol/kg (v.0) duas vezes ao dia apés a
administragdo intra-articular de mBSA. Os resultados sdo expressos area sob a curva (AUC) + EPM;
namero de animais (n) = 6- 13, # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado ao grupo-
veiculo; ANOVA-oneway.
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N&o obstante, a contagem de leucdcitos totais realizada por microscopia Gtica
revelou que a administragao intra-articular de mBSA aumentou significativamente a
migracdo leucocitaria para a cavidade da articulacdo comparada ao grupo-sham. No
entanto, o tratamento dos camundongos com os derivados NAH indolicos mostrou que
tanto LASSBIi0-1247 quanto o LASSBIi0-1248 reduzem o numero de leucdcitos na
articulagado inflamada em 42 e 57%, respectivamente. Estes efeitos foram

semelhantes aquele exibido pela indometacina (Grafico 22).
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Grafico 22: Os derivados LASSBio-1247 e LASSBio-1248 reduzem a quantidade de
leucdcitos totais do lavado articular no modelo de AlA.

Indometacina administrada a 8,4 pmol/kg (3 mg/kg) (v.0.), uma vez ao dia, e os derivados NAH inddlicos
foram administrados na dose de 100 umol/kg duas vezes ao dia, ambos por 5 dias. O lavado articular
foi avaliado por microscopia 6tica (aumento 40x) e os resultados sdo expressos em nimero de células
x 103/mL + EPM; nimero de animais (n) = 3. # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado
ao grupo veiculo (ANOVA-oneway).

5.9.1 Dosagem de TNF-a de animais com AlA

Sabidamente, o TNF-a exerce funcao relevante no recrutamento de leucécitos
em modelos experimentais de AR que favorece a manutencdo da resposta
inflamatéria e na reducdo do limiar de ativacdo dos nociceptores periféricos da
articulacdo (KOCK, 2005; ASKENASE, 2003; KONIG et al., 2014). Associado ao fato
que os derivados NAH inddlicos inibem a producdo de TNF-a proveniente de
macraéfagos in vitro, os niveis desta citocina nos animais com AlA foram determinados.

Em virtude de a AR ser uma doenca sistémica que nao afeta exclusivamente
as articulacdes, observamos se os derivados NAH indodlicos reduzem a quantidade de
TNF-a plasmatico (CHEN et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014).
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Ao fim do experimento, os animais tratados com a indometacina a 8,4 pmol/kg
em dose Unica diaria ndo apresentaram a quantidade de TNF-a diminuida comparada
ao grupo-controle. Ainda, a administracéo de LASSBIio-1248 também n&o diminuiu os
niveis séricos desta citocina (Grafico 23). No entanto, os animais tratados com
LASSBI0-1247 duas vezes por dia durante 5 dias com doses de 100 umol/kg exibiram
menor quantidade de TNF-a no plasma (cerca de 62%) comparado ao grupo de
animais tratados com o veiculo (goma arabica 5%) (Grafico 23).

Em seguida, a dosagem de TNF-a provenientes de amostras da articulacéao
revelou que LASSBIo-1247 administrado nas condi¢des supracitadas diminuiu de
modo estatisticamente significativo a quantidade de TNF-a comparado com o grupo-
controle (47%) (Gréfico 24).
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Grafico 23: Efeito de LASSBIio-1247, LASSBIi0-1248 e da indometacina sobre as
quantidades de TNF-a plasmatico em camundongos com AlA.

As amostras de plasma foram provenientes de animais tratados com um dos derivados NAH inddlicos
administrados na dose de 100 umol/kg duas vezes ao dia ou com a indometacina em dose Unica de
8,4 umol/kg ou goma arabica 5% por v.o durante 5 dias. Os resultados sdo expressos em pg/mg de
proteina + EPM; nimero de animais (n) = 2- 3. * p<0,05 comparado ao grupo-veiculo (ANOVA-oneway).
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Gréfico 24: LASSBIi0-1247 reduz a quantidade de TNF-a articular em camundongos
do modelo de AlA.

As amostras da articulagdo foram provenientes de animais tratados com derivado NAH inddlico
administrado na dose de 100 umol/kg duas vezes ao dia, com a indometacina em dose Unica de 8,4
pmol/kg ou goma arabica 5% por v.o durante 5 dias. Os resultados s&o expressos em pg/mg de proteina
+ EPM; n= 2 (cada n corresponde ao pull de amostras de 2 animais). "p<0,05 comparado ao grupo-
veiculo (Teste t-student).

5.9.2 Dosagem de PGE2 de animais com AlA

Conforme descrito amplamente na literatura, a PGE2 € um dos principais
mediadores liberados durante a inflamacéo capaz de reduzir o limiar de ativacao dos
nociceptores, contribuindo significativamente para a ocorréncia da dor. Inclusive, os
AINEs constituem uma das classes de farmacos que podem ser prescritos para o
tratamento analgésico da AR (PISETSKY & WARD, 2012).

Ademais, Cunha e colaboradores (2008) revelaram que a intermediacdo do
processo hipernociceptivo no modelo de AIA em questdo é realizada por
prostaglandinas como consequéncia da liberacdo inicial de TNF-a (CUNHA et al.,
2008b).

Com isto, os experimentos mostraram que as amostras do lavado articular dos
animais com AIA apresentaram quantidades significativamente elevadas de PGE:
comparadas com o grupo-sham (Gréafico 25). Neste contexto, a administracao de
LASSBI0-1247 por via oral duas vezes ao dia durante 5 dias aos camundongos com
AlA proporcionou a reducdo de aproximadamente 63% de PGE:2 na cavidade intra-

articular comparado ao grupo-controle ao final do experimento (Grafico 25).
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Grafico 25: LASSBIi0-1247 reduz a quantidade intra-articular de PGE2 do modelo de
AIA em camundongos.

As amostras da articulagdo foram provenientes de animais tratados com derivado NAH inddlico
administrado na dose de 100 umol/kg duas vezes ao dia ou goma arabica 5% por v.o. Tratamento
realizado por cinco dias. Os resultados sdo expressos em pg/uL de lavado articular £+ EPM; n= 2- 3.
“p<0,05 comparado ao grupo-veiculo; #p<0,05 comparado ao grupo-sham; (ANOVA-oneway).

5.10 POTENCIAL ULCEROGENICO

A determinacdo do potencial ulcerogénico dos derivados NAH inddlicos
LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 obtida através da disseccdo dos estdbmagos dos
camundongos utilizados no modelo de AIA foi realizada para avaliar a possibilidade
destes compostos provocarem lesdes ulcerativas gastricas. Este efeito colateral dos
AINEs tradicionais é clinicamente importante (BURKE et al., 2006).

A analise macroscoépica da mucosa do estdbmago dos animais realizada ap0s a
administragao por via oral dos compostos duas vezes ao dia durante 5 dias na dose
de 100 umol/kg mostrou que LASSBIio-1248 n&do provocou a formacdo de lesbes
pontuais ou hemorragicas aparentes. De modo contrario, LASSBIio-1247 induziu
lesBes pontuais em alguns estbmagos observados, assim como 0s animais tratados

diariamente com indometacina a 8,4 umol/kg.

5.11 AVALIACAO DA AGREGACAO PLAQUETARIA INDUZIDA POR AA
Sabidamente, a TXA2 € um prostanoide proveniente de plaguetas formado a
partir da acdo enzimatica da COX-1 expressa nas referidas células sobre o AA
liberado apos a acdo da PLA2 sobre os fosfolipideos de membrana (SMITH et al.,
2000). Diante da inibicdo da produgcdo de PGE2 em amostras de articulagdo de
animais estimulados com AIA, associado ao fato que LASSBIi0-1247 foi planejado a

partir da bis-homologacéo de derivados inibidores da COX, o modelo experimental de
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agregacao plaquetéria induzida por AA foi utilizado para avaliar uma possivel acao

inibitoria do protétipo NAH inddlico sobre a cascata do AA (CUNHA et al., 2003).
Neste contexto, o grafico 26 mostra que o AA induz a agregacao de plaquetas

provenientes de coelhos e que este efeito foi inibido pelo tratamento prévio de

indometacina 100 uM ou LASSBI0-1247 em diferentes concentragdes.
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Grafico 26: LASSBI0-1247 reduz a agregacdo plaquetaria induzida por AA em um

efeito dependente da concentracéo.

O derivado NAH inddlico foi pré-incubado em diferentes concentra¢des (1-100 uM) por 5 min antes da
adicédo do AA (200 uM) nas plaquetas de coelho. Os resultados sdo expressos em porcentagem (%) de
agregacao plaquetaria + EPM; n= 3- 4. "p<0,05 comparado ao grupo com DMSO (ANOVA-oneway).

Deste modo, a Clso do derivado LASSBIi0-1247 sobre a agregacao plaquetaria
induzida por AA foi determinada, sendo igual a 31,5 uM (Tabela 4) (Gréfico 27).
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Tabela 4: Efeito inibitorio de LASSBIi0-1247 sobre a agregacao plaquetéria induzida
por AA.

Substancia Concentracdo (UM) n %Agrega,lg_ao % Inibicao
plaguetaria

LASSBio-1247 1 3 56,2 + 1,83 5,9

LASSBio-1247 10 3 52,3 +5,09 12,3

LASSBio0-1247 30 4 29,6 + 12,20 50,0

LASSBi0-1247 60 3 7,3+317 87,7

LASSBi0-1247 100 3 2,3+1,60 96,1

Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo; n = nimero de experimentos/grupo.
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Gréfico 27: Curva concentracao-resposta do derivado LASSBIi0-1247 no modelo de

agregacao plaquetaria induzida por AA.

LASSBI0-1247 foi avaliado em diferentes concentragdes (1- 100 uM). Os resultados sdo expressos em
porcentagem de agregacdo plaquetaria + EPM; curva sigmoidal com inclinagdo variavel obtida por

regressdo nao-linear (R2 = 0,7832); n= 3- 4.
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6 DISCUSSAO

A artrite reumatoide (AR) € um processo inflamatorio crénico multifatorial, mas
de cunho autoimune, caracterizada pela inflamacao persistente da sinévia, sendo
associada com danos permanentes a cartilagem da articulacdo. Neste contexto, a
inflamacéo e a intensa migracao leucocitaria para a articulacdo acometida séo fatores
essenciais no desenvolvimento da doenca em questdo (DUBIN & PATAPOUTIAN,
2010; WALSH & MCWILLIAMS, 2012).

De modo corroborativo, a participacdo de neutréfilos, macréfagos, células T
CD4* e mediadores inflamatdrios no desenvolvimento e manutencédo da referida
doenca é extremamente relevante (SCOTT et al., 2010). Os macréfagos ativos sao
encontrados em quantidade elevada na membrana sinovial inflamada da articulagéo
de individuos acometidos pela AR, existindo uma correlagdo com a manifestacdo da
dor tanto na fase aguda quanto na cronica, por produzir quantidades significativas de
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, que perpetuam a inflamacdo e a lesao
articular (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010; SCHAIBLE et al., 2010). Assim como
o TNF-a, a PGE: € liberada na sindvia de pacientes com AR e também sensibiliza as
fibras aferentes, favorece a ocorréncia do processo algico que pode ser debilitante.
Por sua vez, a dor apresenta uma estreita correlacdo com a incapacidade fisica e com
a reducédo da qualidade de vida destes individuos (REINOLD et al., 1995; RUSSEL et
al., 2011).

O TNF-a é uma citocina com importancia fundamental na AR por agir como um
amplificador da resposta inflamatéria. Além de autorregular sua producéo, o TNF-a é
responsavel pela ativacdo e recrutamento de células T, neutréfilos e dos préprios
macrofagos, por causar dor inflamatéria e induzir a liberagdo de outras citocinas
culminando com a destruicdo articular (KINNE et al., 2000; BRENNAN & MCINNES,
2008). Amplamente descrito, 0 TNF-a e seus receptores estao expressos em maiores
concentracfes tanto no soro quanto na articulacdo dos pacientes com AR (CHEN et
al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014).

Diante deste panorama e levando em consideragao o perfil antinociceptivo e
anti-inflamatério apresentado pelos derivados NAH inddlicos LASSBIio-1247 e
LASSBI0-1248, a poténcia inibitoria dos referidos derivados sobre a producéo de TNF-

a proveniente de macréfagos peritoneais foi determinada (Santos, 2009). Assim, os
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dois prototipos inibiram de forma dependente da concentracdo a producéo de TNF-q,
apresentando eficacia semelhante a talidomida, sendo que LASSBIio-1247 é mais
eficiente que o farmaco em questéo e cerca de trés vezes mais potente em inibir a
producdo de TNF-a que LASSBio-1248.

Em virtude do mecanismo de agdo de LASSBIio-1247 e LASSBIio-1248 ser
desconhecido, o teste de viabilidade celular foi empregado com o intuito de averiguar
se a reducao da producédo de TNF-a ndo ocorreria pela morte dos macréfagos. Este
experimento permitiu observar que, mesmo em altas concentracdes, LASSBio-1248
inibe significativamente a produgao do TNF-a sem afetar a viabilidade celular, como
foi observado também para a talidomida. Apesar de LASSBIio-1247 ter sido eficaz na
diminuicdo da producdo de TNF-a, este derivado NAH inddlico reduziu a viabilidade
de macréfagos em 30% na concentracdo de 100 pM. No entanto, os resultados
obtidos no experimento de viabilidade celular permitem sugerir que o efeito do
derivado sobre a producéo de TNF-a nao € decorrente da morte celular, ja que a Clso
da inibicdo da producdo de TNF-a é aproximadamente dez vezes menor que a
concentracao responsavel pela inviabilidade de algumas destas células.

ApOs obtermos os resultados em experimentos in vitro, havia a necessidade de
avaliar os efeitos dos derivados em um modelo in vivo que fosse mediado
principalmente por citocinas. Diante deste fato, o ensaio de hipernocicep¢éo térmica
induzido por LPS foi utilizado porque a resposta inflamatéria € mediada
majoritariamente por IL-1B, IL-6 e TNF-a (VAJJA et al., 2004). Através da ligacdo com
receptores do tipo Toll 4, o LPS pode causar a fosforilacdo de enzimas MAPKs e do
NF-kB que estdo envolvidos com a transcricdo génica de inumeros fatores pré-
inflamatoérios, como as préprias citocinas citadas anteriormente (HAN et al., 1994;
ASHWELL, 2006; ROSSOL et al., 2011).

O teste de hipernocicepcdo térmica induzido pelo LPS revelou que tanto
LASSBI0-1247 quanto LASSBI0-1248 exibiram atividade na mesma magnitude da
talidomida desde a primeira até a terceira hora de avaliacdo do experimento. Em
virtude da natureza do modelo caracterizada pela presenca das citocinas, ha a
possibilidade de os efeitos anti-hipernociceptivos dos derivados NAH indolicos
estarem associados a inibicdes da atividade ou ativacdo de enzimas de vias de
sinalizacdo que participam da transcricdo génica das citocinas, como MAPK p38 e o

fator de transcricdo NF-kB.
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Estudos realizados previamente por Santos (2009) mostrou que a
administragao de LASSBIio-1247 ocasionou efeito anti-hipernociceptivo relevante em
um modelo de dor inflamatéria induzida por carragenina associada a temperatura
elevada. Contudo, esta atividade foi marcada pela perda gradativa do efeito conforme
a evolugao do tempo (4 h de experimento). Segundo Verry e colaboradores (2006), a
inflamagéo provocada pela carragenina tem um perfil inicial determinado pela
liberacdo sequencial de TNF-a e IL-1B juntamente com IL-6, culminando com a
presenca de aminas vasoativas e prostaglandinas nos tecidos inflamados.

Sabidamente, LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 também induziram menor
sensacao hipernociceptiva em animais estimulados com carragenina na pata
(SANTOS, 2009). Se uma comparacao entre as atividades anti-hipernociceptivas de
LASSBIio-1247 obtidas nos modelos induzidos pela carragenina e pelo LPS for
realizada € possivel sugerir que a reducao do seu efeito com relacdo ao tempo no
experimento induzido pela carragenina n&do acontece devido a problemas
farmacocinéticos. LASSBIio-1247 mostrou ter atividade anti-hipernociceptiva relevante
até a terceira hora no experimento de hipernocicepcao induzida pelo LPS, indicando
a possibilidade que este derivado NAH inddlico possa ter parte de seu mecanismo de
acdo relacionados com a intervencéo sobre a atividade de citocinas pré-inflamatorias
(SANTOS, 2009).

Sabidamente, a capsaicina atua como agonista dos canais de cation TRPV1
gue sao expressos de modo abundante em fibras aferentes sensoriais de pequeno e
médio calibres e requeridos para a reducao do limiar de ativacdo dos nociceptores
durante o processo algico inflamatério. Com a baixa homologia entre os subtipos de
receptores de potencial transitorio, ha a possibilidade de a capsaicina ativar somente
o TRPV1 (MORAN et al., 2011). O potencial analgésico do bloqueio de TRPV1 tem
sido amplamente explorado seja por abordagens genéticas no receptor, seja pelo seu
bloqueio (CATERINA et al., 2000; VOIGHT et al., 2014).

JA& no aspecto molecular, experimentos apontam para a capacidade de a
capsaicina diminuir a expressao de INOS e COX-2, enzimas cujas transcricbes
génicas podem ser mediadas pelo NF-kB, em macrofagos estimulados por LPS (SHIN
et al., 2012). Mais ainda, a capsaicina impede a ativacdo deste fator de transcricao
induzida pelo TNF-a, bem como bloqueia a degradacédo da subunidade IkBa e assim

evita a translocacdo da subunidade p65 para o nucleo que é essencial para o NF-kB
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exercer sua funcdo (SINGH et al., 1996). Parece que este efeito é independente dos
canais TRPV1 (SHIN et al., 2013).

De acordo com Sweitzer e colaboradores (2004), a aplicacdo intraplantar de
capsaicina provoca rapida fosforilagdo da MAPK p38 (pico maximo de 2 min com a
atividade até 10 min) e desencadeia papel importante no desenvolvimento do estado
hipernociceptivo, exercendo seus efeitos na medula espinhal e nas fibras periféricas
polimodais C (MIZUSHIMA et al., 2005). A ativacédo desta enzima pode provocar a
despolarizacdo das membranas dos nociceptores sensoriais e contribuir para a
formacao da resposta nociceptiva persistente (CHENG & JI, 2008).

Os resultados no modelo de hipernocicepcao térmica induzida por capsaicina
indicaram que LASSBIi0-1247 e LASSBIi0-1248 tem atividade estatisticamente
significativa logo ap6s a administracdo da capsaicina e ambos aumentaram o tempo
de permanéncia dos animais sobre a placa quente nos momentos seguintes da
avaliagcdo em um perfil semelhante ao inibidor da MAPK p38, o SB203580. Vale
ressaltar que a administracao da capsaicina promove a dessensibilizacdo dos canais
TRPV1 e, por isto, a resposta hipernociceptiva ndo acontece no final do experimento
(VELDHUIS et al., 2012). O calculo da AUC evidenciou o efeito anti-hipernociceptivo
global bastante pronunciado dos derivados NAH inddlicos no modelo de
hipernocicepg¢ao induzida por capsaicina.

Associados ao fato de LASSBIi0-1247 e LASSBI0-1248 interferirem na
producao de citocinas com o perfil de ativacdo da MAPK p38 induzida pela capsaicina,
estes resultados permitem sugerir que ambos derivados podem atuar na via de
sinalizacdo mediada por esta MAPK (MIZUSHIMA et al., 2005).

Amplamente descrito na literatura, estudos com imageamento de Ca*? obtidos
em células HEK293 que expressam canais de potencial transitorio humano séo
bastante utilizados para avaliar a modulacdo dos canais TRPV1 por prototipos
candidatos a farmacos analgésicos (CHEN e al., 2014). Os receptores TRPV1 sdo
canais de céation ndo-seletivos que causam despolarizacao celular através do aumento
do influxo de Na* e principalmente Ca*? ap6s sua ativacdo pela capsaicina
(ROSENBAUM et al., 2004; TRIBUTINO et al., 2010). Como consequéncia da
ativacdo dos canais TRPV1 expressos em nociceptores polimodais C e Ad periféricos,
h& a formacé&o do potencial de acdo e a ocorréncia da dor (WANG & WOOLF, 2005).

Neste contexto, os experimentos com imageamento de Ca*?> mostraram que,
ao contrario do antagonista AMG9810, nem LASSBIi0-1247 nem o LASSBIi0-1248
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reduziram o influxo deste cation para as células HEK293 expressando canais TRPV1h
apos o estimulo com capsaicina, permitindo sugerir que os efeitos anti-
hipernociceptivos dos derivados NAH inddlicos ndo envolvem a participacdo destes
receptores integradores de estimulos dolorosos.

Inequivocamente, a analgesia observada por prototipos candidatos a farmaco
mediada pelo bloqueio dos receptores TRPV1 estad associada com a ocorréncia da
hipertermia por causa da sua funcao termorreguladora agregada possivelmente a sua
expressdo no SNC (JARA-OSEGUERA et al., 2008). Por exemplo, inUmeros
antagonistas do canal TRPV1 induzem o aumento da temperatura corporal, inclusive
em humanos (ROWBOTHAM et al., 2011; GAVVA et al., 2008). Com isto, apesar de
os efeitos anti-hipernociceptivos destacaveis no modelo induzido por capsaicina,
nenhum dos derivados NAH inddlicos testados causou um aumento da temperatura
corporal dos camundongos. Logo, estes resultados sugerem que 0s prototipos em
guestao sao incapazes de provocar hipertermia e fortalecem as evidéncias obtidas em
células HEK293 expressando TRPV1h.

Em virtude da caracteristica integradora de sistemas dos canais TRPV1 que
contribui para a facilitacdo da formacdo do potencial de agéo, pode-se implicar na
possibilidade de os derivados NAH inddlicos reduzirem, direta ou indiretamente, a
producdo ou a acdo de algum mediador em seu receptor metabotropico e
consequentemente impedir fosforilagcdes e a ativacdo do TRPV1 (SAWYNOK et al.,
2006; ADCOCK, 2009). Por exemplo, Panossian e colaboradores relataram que o
tratamento de leucécitos com capsaicina pode causar danos a membrana celular,
resultando na liberacdo de AA e PGE2 (PANOSSIAN et al., 1996; HUANQ et al., 2012).
Em experimentos nociceptivos, o tratamento prévio com indometacina foi capaz de
reduzir a sensibilidade térmica de animais ap0s a aplicacdo topica de capsaicina
(BASTOS & TONUSSI, 2010).

A administragdo intraplantar de formalina promove a manifestacdo de duas
fases nociceptivas. Na primeira fase, dita neurogénica, os derivados NAH inddlicos
ndo foram capazes de atenuar a nocicep¢do neurogénica, corroborando com
resultados de experimentos anteriores onde a avaliagdo da resposta nociceptiva
relacionada com SNC foi realizada sob estimulo térmico (SANTOS, 2009). Ja a fase
inflamato6ria mostrou que os dois derivados NAH possuem atividade antinociceptiva
pronunciada em um modelo que ha a participacédo de PGs e TNF-a (PEREIRA et al.,
2009).
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Estudos cientificos anteriores descrevem que o sistema canabinoide pode ser
importante para a regulacdo da resposta imunologica durante a AR porque ha a
expressao de ambos os receptores em tecido sinovial dos pacientes e por diminuir o
recrutamento de células relevantes ao desenvolvimento desta doenca autoimune (GUI
et al., 2014; MASSI et al., 2006). Ainda, trabalhos reportam: (1) a possibilidade de a
interacdo agonista em receptores CB2 diminuir a producdo de TNF-a e de outros
mediadores inflamatdrios e (2) que um determinado agonista tanto de CB1 quanto em
CB2 apresenta efeito anti-hipernociceptivo em modelos induzidos por formalina em
camundongos e por carragenina em ratos. Estes fatos associados as atividades
pronunciadas de LASSBIi0-1247 e LASSBIio-1248 nos modelos de formalina e de
carragenina justificaram a observacdo da participacdo dos receptores canabinoides
nos seus efeitos antinociceptivos (CHANG et al., 2001; QUARTILHO et al., 2003).

Assim, um estudo funcional envolvendo a administracdo de antagonistas de
receptores canabinoides com os derivados NAH inddlicos foi realizado para
compreender parte dos seus mecanismos de acao antinociceptivo.

A administracdo de AM630 15 min depois de LASSBIi0-1247 néo alterou o perfil
antinociceptivo deste derivado no modelo de nocicepcao inflamatéria induzida por
formalina, sugerindo que seus efeitos ndo sdo dependentes de receptores CB2. Ja o
AM281 reverteu o efeito antinociceptivo de LASSBIio-1248 na segunda fase do modelo
de formalina, assim como o AM630. Portanto, estes resultados indicam que parte do
efeito antinociceptivo deste derivado envolve a participacdo do sistema canabinoide e
permitem sugerir que LASSBIi0-1248 pode ser agonista CB1 e CB2 sem, contudo,
alcancar o SNC ou ser inibidor da enzima FAAH.

Conduto, apesar de os receptores CB1 modularem a neurotransmissao e as
respostas relacionadas com a dor, Rawls e colaboradores (2002) mostraram que a
administracdo do agonista Win55212-2 causou hipotermia persistente e dependente
da dose, sendo revertida apenas pelo antagonista CB1 e ndo por um antagonista CB2.
De acordo com os autores, os receptores CB1l localizados no SNC sdo os
responsaveis primarios na mediacdo da hipotermia induzida por agonistas
canabinoides (RAWLS et al., 2002).

Em virtude de os efeitos antinociceptivos de LASSBio-1247 ser pronunciado
em modelos inflamatérios amparados por receptores CB1 e a evidente participacdo
deste receptor na modulagcdo da atividade antinociceptiva de LASSBI0-1248, a

temperatura corporal dos camundongos foi avaliada a fim de observar a ocorréncia de



125

hipotermia como efeito colateral pela ativacdo de CB1 (RAWLS et al., 2002). Os dados
indicaram que o tratamento com os derivados NAH inddlicos testados néo alterou
significativamente a temperatura dos animais e sugere que tanto LASSBio-1247
guanto LASSBI0-1248 n&do apresentam efeitos termorregulatérios indesejaveis tipicos
daqueles provenientes da ativacédo de CB1.

Diante dos resultados de inibicdo da producédo de TNF-a proveniente de
macrofagos e anti-hipernociceptivos de LASSBIio-1247 e LASSBIi0-1248 em modelos
experimentais sustentados por mediadores e vias de sinalizacdo importantes para o
desenvolvimento e a manutencdo da AR, decidimos verificar a efichcia destes
derivados em um experimento de artrite propriamente dito e adotamos o modelo de
Artrite Induzida por Antigeno (AIA) por ser dependente do antigeno e por refletir uma
resposta imunolégica mediada por células T (BRACKERTZ et al., 1977a). Para este
experimento, a leitura da resposta hipernociceptiva foi realizada a partir do emprego
de estimulos mecanicos porque as fibras nociceptivas de musculos e das articulagbes
exibem sensibilizacdo destacavel frente a este tipo de estimulo e também para
associar a hipernocicepgcdo com o movimento normal da articulacdo (SCHAIBLE et
al., 2006).

Segundo estudos publicados recentemente, a hipernocicepcao induzida por
BSAm é direcionada por células T e mediada pelo TNF-a que, dentre outros
mediadores, desencadeia a liberacdo de IL-13, PGE2 e aminas simpaticas que
também sdo responsaveis pela reducéo do limiar de excitabilidade da fibra nociceptiva
(CUNHA et al., 2008b).

O tratamento dos animais com 0 LASSBIi0-1247 por v.o propiciou um efeito anti-
hipernociceptivo relevante ja nas primeiras 24 h do modelo, dita fase aguda. O célculo
da AUC mostrou gque o efeito observado foi significativo comparado ao grupo-controle
semelhante ao farmaco de referéncia para o experimento, a indometacina. Ja o
derivado LASSBIi0-1248 n&o exibiu atividade em nenhum dos tempos avaliados.

O uso do transdutor de forca indicou que LASSBIi0-1247 possui efeito anti-
hipernociceptivo equivalente a indometacina nos demais dias da analise. A
manutencdo do efeito anti-hipernociceptivo causado pelo tratamento com a
indometacina dos animais estimulados com AIA reforca a participacdo de
prostanoides na geragao do processo hipernociceptivo.

Apesar de LASSBIi0-1248 ter apresentado efeitos anti-hipernociceptivos

destacaveis nos modelos de dor inflamatéria, a avaliagdo do efeito anti-
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hipernociceptivo global no modelo de AIA aponta que este derivado ndo exibe
qualquer atividade no modelo experimental de artrite caracterizado por dores cronicas.
No caso, a avaliacdo da hipernocicepcao de animais com AlA foi realizada a partir de
estimulos mecanicos.

Sabidamente, a intensa migragcdo leucocitaria para a membrana sinovial da
articulacdo acometida pela AR é um fator relevante tanto no desenvolvimento da dor
quanto da propria doenca (THOMSON & UDALOVA, 2009). Neste contexto, os
resultados obtidos sobre a reducéo de leucdcitos totais promovida pelo LASSBio-1247
podem ter contribuido para o seu efeito anti-hipernociceptivo.

Entretanto, esta atividade parece ndo ser a Unica importante para a ocorréncia
da hipernocicepcao induzida pela administracdo intra-articular de BSAm, visto que
LASSBIi0-1248 também diminuiu o0 numero de leucécitos totais, mas nado alterou a
resposta hipernociceptiva dos animais frente ao estimulo mecénico. Estes resultados
indicam que LASSBI0-1247 pode interferir em outros fatores relevantes para o
desenvolvimento da nocicepcdo na AR porque, assim como o LASSBIi0-1248,
LASSBIi0-1247 reduziu a produgdo de TNF-a in vitro e a concentragdo de leucocitos
no lavado articular, mas somente esta substancia apresentou efeito anti-
hipernociceptivo pronunciado nas duas fases do modelo de AlA.

Apesar de a AR ser uma doenca sustentada por células T e ter a participacédo
de células B, ha relatos consistentes do acumulo de neutrofilos no fluido articular
durante a AR. Sua ativacdo inapropriada contribui ndo s6 para a perpetuacdo da
resposta inflamatdria inicial e para os danos teciduais, mas também com a liberacéo
de mediadores que reduzem o limiar de ativacdo dos nociceptores (FUTOSI et al.,
2013; KHANDPUR et al., 2013). Na AR, os mecanismos de ativagdo, o recrutamento
e a apoptose de neutrofilos estédo alterados (CASCAO et al., 2010).

A partir da migragéo neutrofilica induzida pelo fMLP, um agente que fosforila a
MAPKSs e ativa NF-kB para exercer a quimiotaxia destas células, observamos que o
derivado LASSBI0-1247 exibe efeito antiquimiotatico na mesma magnitude que o
SB203580, diferente do LASSBIio-1248. Com isto, os resultados in vitro permitem
sugerir que o LASSBI0-1247 pode reduzir o numero de neutrofilos da articulagéo dos
animais estimulados com AIlA, pela sua atividade antiquimiotatica direta sobre as
referidas células.

Ademais, o levantamento bibliografico realizado por Cascao e colaboradores

(2010) indica que os neutrofilos constituem o primeiro tipo celular a migrar para o fluido
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sinovial durante a AR e a hipernocicep¢cdo na fase aguda do modelo de AIA é
dependente de neutrofilos (PINTO et al., 2010). Portanto, o efeito antiquimiotéatico de
LASSBI0-1247 sobre os neutrofilos pode ter reduzido a intensidade e a perpetuacéo
do processo inflamatério e favorecido a sua atividade anti-hipernociceptiva.

Segundo diversos trabalhos cientificos, o0 TNF-a exerce fungéo relevante no
recrutamento de leucdcitos para a articulagdo de animais com artrite experimental e é
fundamental para a manutencéo da AR (KOCK, 2005; ASKENASE, 2003).

Sabendo que a AR é consequéncia de uma inflamacao sistémica onde o TNF-
a exerce papel na patogénese desta doenca, Shrivastava e colaboradores (2014)
revelaram que pacientes com AR apresentam concentragdes séricas de TNF-a
elevadas, existindo uma correlacdo direta com a atividade e a gravidade da AR
(SHRIVASTAVA et al., 2014; JENKINS et al., 2002). Os agentes biotecnoldgicos anti-
TNF-a melhoram de modo rapido e consistente os sinais e sintomas causados pela
AR, indicando ser uma abordagem adequada para o tratamento desta doenca
(AGARWAL, 2011).

Neste contexto, observamos que LASSBIi0-1247 administrado por v.0 duas
vezes ao dia durante 5 dias reduziu significativamente a quantidade de TNF-a
plasmético comparado com os animais do grupo-controle. Todavia, 0 mesmo efeito
nao foi observado a partir do tratamento com LASSBIi0-1248 em condigbes
experimentais iguais. Ou seja, ainda com a diminuicdo do niumero de leucécitos totais
na articulacdo, o derivado LASSBIi0-1248 pode ndo ter exibido efeito anti-
hipernociceptivo no modelo de AIA em virtude da sua incapacidade de reduzir a
qguantidade de TNF-a sistémico. Segundo Keffer e colaboradores (1991), a elevagao
da quantidade desta citocina no plasma de camundongos desencadeia uma resposta
semelhante a AR. Logo, a intervencdo sobre a producdo de TNF-a mediada pelo
tratamento com LASSBIi0-1247 ratifica seu efeito sistémico apds a sua administracédo
por v.0 e permite sugerir que esta atividade é bastante relevante no modelo em
guestao.

Ao considerar que um conjunto de dados aponta que o TNF-a articular provoca
intensa resposta hipernociceptiva que pode ser prevenida pela administracdo de
farmacos biotecnologicos anti-TNF-a, a quantidade desta citocina na articulacéo de
animais estimulados com BSAm foi determinada (SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER
et al., 2010). Neste contexto, foi observado que LASSBIi0-1247 promoveu efeito
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inibitdrio significativo sobre a producéo de TNF-a na articulagdo acometida pela artrite
experimental.

Segundo Curtis e Singh (2011), a diminuicdo da producdo ou o bloqueio da
acado de citocinas pro-inflamatorias pode ser importante no controle da dor e do
desenvolvimento da AR. De fato, a presenca do TNF-a na cavidade articular favorece
0 aumento da excitabilidade tanto das fibras nociceptivas locais quanto aqueles da
medula espinhal (KONIG et al., 2014).

Ainda, estudos realizados por Cunha e colaboradores (2008b) mostraram que
a origem da hipernocicepgédo mecanica em camundongos com AlA depende de uma
sequéncia de liberacdo de mediadores inflamatdrios iniciada pelo TNF-a. Assim, os
resultados indicam que a atividade anti-hipernociceptiva mediada pelo tratamento com
LASSBIi0-1247 pode ser em virtude da reducdo de TNF-a e de uma possivel
descontinuidade na cascata de mediadores inflamatérios desencadeada pela indugéo
da artrite experimental.

Em um estudo clinico realizado para avaliar a regulacdo sobre a migracéao de
leucdcitos, Taylor e colaboradores (2000) observaram que a reducdo de TNF-a
promovida pela terapia com anticorpo monoclonal anti-TNF-a diminuiu a migracao de
neutroéfilos para o interior da articulacdo de pacientes com AR, assim como células T
e B e macrdéfagos. Logo, a terapia anti-TNF-a tem papel critico no recrutamento de
linfécitos e mondcitos para a sindvia da articulacdo. Entéo, a reducdo do numero de
leucdcitos totais em articulagdes com artrite intermediada por LASSBIi0-1247 pode ter
ocorrido devido a diminuicdo dos niveis de TNF-a, além da sua potencial atividade
antiquimiotéatica para neutrofilos.

Ainda de acordo com Cunha e colaboradores (2008b), o modelo de AIA
utilizado no presente trabalho resulta no surgimento da hipernocicepcéo cuja indugéo
envolve a participagdo de PGE2. Sobre o mecanismo do processo algico na AR, a
PGE2 € um mediador inflamatério que reduz o limiar de ativacdo dos nociceptores,
facilitando a ocorréncia da dor inflamatéria periférica associada com a AR
(MORIYANA et al., 2005). Schaible e colaboradores (2002) mostraram que O0s
receptores para PGE:2 expressos nas terminacdes dos nociceptores indicam a
participacdo deste mediador lipidico no intermédio da dor inflamatéria periférica
associada com a AR. Inclusive, este fato corrobora com a ampla indicacao dos AINEs

para o tratamento analgésico de pacientes com a referida doenca (RUOFF, 2014).



129

A dosagem do referido mediador lipidico proveniente de amostra da articulagéo
de animais estimulados com a artrite experimental mostrou que, ao fim das 97 h do
modelo em questdo, o tratamento por v.0 de LASSBIi0-1247 provocou uma atividade
inibitoria pronunciada sobre a producéo de PGE2 em quantidade comparavel ao dos
animais nao-estimulados com BSAm (grupo-sham). Assim, estes dados sugerem que
menores quantidades deste prostanoide no lavado articular podem estar associadas
com a diminuicdo de TNF-a e da concentracado de leucdcitos totais. Ainda, o efeito
anti-hipernociceptivo de LASSBI0-1247 inclui a diminuicdo de PGE:2 na articulacao.

Contudo, Cunha e colaboradores (2008b) também relataram que a PGE:2 é o
mediador final de uma cascata de eventos dependente primordialmente do TNF-q,
mas também a possibilidade de LASSBIi0-1247 promover a reducédo da producédo de
PGE2 ndo pode ser excluida j& que os derivados NAH indolicos estudados séo
provenientes da bis-homologacédo de um prot6tipo planejado para reduzir a producao
de PGs a partir da inibicdo da enzima COX. Entdo, houve a necessidade de avaliar se
LASSBI0-1247 pode atuar na cascata do AA ou se a reducdo da PGE: aconteceu pela
diminuicdo do TNF-a articular.

Neste contexto, diversos autores indicam que o modelo de agregacgao
plaquetaria induzida pelo AA pode ser utilizado como ferramenta importante para a
triagem farmacoldgica de AINEs inibidores da COX (CUNHA et al.,, 2003). Deste
modo, os resultados do referido experimento mostraram que a incubacao de LASSBIo-
1247 antes da adicdo do AA evitou a agregacdo das plaguetas em um efeito
dependente da concentracdo empregada. Por isto, tal fato permite sugerir que
LASSBIi0-1247 pode inibir a producao de prostanoides

Uma observacdo macroscopica da mucosa gastrica dos animais mostrou que
LASSBIi0-1248 é um derivado seguro por ndo induzir a formacao de lesdes ulcerativas
guando administrado cronicamente, diferente de LASSBIi0-1247.

Portanto, o presente estudo revelou que, diante de uma doenca cuja terapia €
fundamentada em farmacos com importantes efeitos colaterais e outros de elevado
custo e eficacia limitada, o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
AR capazes de reduzir os niveis de TNF-a e PGE2 pode contribuir significativamente
para diminuir a dor e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos pacientes
e amenizar os impactos sécio-econdmicos relacionados com a AR.

Finalmente, o derivado NAH inddlico LASSBIi0-1247 administrado por via oral

surge como um prototipo candidato a farmaco promissor para o tratamento da AR.
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7 CONCLUSOES
o LASSBIi0-1247 é cerca de trés vezes mais potente que LASSBIio-1248 na

inibicdo da producdo de TNF-a proveniente de macréfagos que ndo ocorre em
virtude da baixa viabilidade destas células;

o LASSBIi0-1247 e LASSBI0-1248 exibem efeitos anti-inflamatérios e anti-
hipernociceptivos pronunciados em modelos mediados por citocinas e vias de
sinalizacdo importantes para a génese e manutencao da AR;

o O efeito antinociceptivo de LASSBI0-1248 envolve a participagcdo dos
receptores CB1 e CB2 sem, contudo, afetar a nocicep¢ao neurogénica;

o Tanto LASSBIi0-1247 quanto LASSBIi0-1248 s&o desprovidos dos principais
efeitos colaterais observados para agonistas CB1 e antagonistas TRPV1 sobre a
termorregulacéo corporal,

o Camundongos tratados com LASSBI0-1248 duas vezes ao dia durante cinco
dias ndo apresentaram lesdes ulcerativas gastricas aparentes;

o LASSBI0-1247 administrado por via oral duas vezes ao dia reduz o nimero de
leucécitos totais da articulacado de animais com AIA que pode ter sido mediado pela
diminuicao dos niveis de TNF-a articular, bem como pelo seu efeito antiquimiotatico;
o A reducdo do numero de leucdcitos totais na articulacdo e a diminuicdo dos
niveis de TNF-a e PGE2 podem contribuir para o efeito anti-hipernociceptivo de
LASSBIi0-1247 no modelo de AlA;

Frente ao fato de o desenvolvimento e a manutencdo da AR ser dependente
da acdo de mediadores inflamatdrios e de mdltiplos eventos celulares, os efeitos sobre
areducao da quantidade de TNF-a, PGE:2 e leucdcitos totais na articulagdo de animais
com AlA, além do potencial antiquimiotatico sobre neutrofilos, apontam para LASSBio-
1247 como um protétipo candidato a farmaco anti-inflamatério promissor para o
tratamento por via oral de pacientes com AR.
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