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FELIPE, Josyelen Lousadkibicdo dos Efeitos Hiperalgésicos e Inflamatoérios por Analogos
Hibridos Triazdlicos de 1;Biaril-1,2,3Triazol NeolignangCelecoxibe em Artrite
Experimental.Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas). Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul
RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune crdnica, simétrica e progressiva que causa
danos a cartilagem. Os airtflamatoérios estdo entre os medicamentos mais utilizados para o
manejo da AR porém, podem apresentar efeitos colaterais importantetogiigade renal e
hepatica, distarbios gastrointestinais e cardiovasculares. Na busca de prototipos de farmacos
mais seguros, analogos triazolicos derivados das lignanas Grandisina e Veraguensina
hibridizados com o celecoxibdenominados Lasquim (L)pfam sintetizados associados a
sulfonamida (L15) ou &cido carboxilico (L1&studo publicado pelo nosso grupo mostrou que

os analogos (L15) e (L18) exibiram atividade anfiamatéria em um modelo agudo de
inflamacdo, inibiram a expressdo deséfectira relacionada a ativacdo plaquetaria e nao
induziram Ulcera gastrica, minimizandms efeitos deletérios relacionasloaos antr
inflamatorios disponiveis no mercado. Em continuacdo, o presente estudo avaliou os efeitos
antrinflamatorios deses analogos emnu modelo experimental deflamacgéo crénicapor

meioda avaliacaala hiperalgesia mecanica, do edema articular, do recrutamento de leucdcitos
para a articulacdo avaliagdohistoldgica da capsula articular. Ainda, avaliou o efeito dos
analogos sobre asrfgbescelulares ds macréfagggpor meioda avaliacédo daitotoxicidade

da liberacdo de peroxido de hidrogér(id202) e a produgdo de Oxido nitrico (NOR
espraiamentodos macréfagose a fagocitose deas células tambénforam avaliados
Resultados foram expressos como média + E.P.M., ANOVA, Bonfefpord,05). Paa 0s
experimentos vivoforam utilizados camundongos Swiss, machos, 25 8i3tribuidosios

grupos salina (sham), agua, L15 e L18 (1, 3 e 10 mg/Kg) e celecoxibe (K§)mBéssenta
minutos apds o prkatamento (v.0.), a articulacao do joelho dos camundongos recebeu injecao
intra-articular (i.a.) de zymosam (200 ug/10uL NaCl 0,9%). OGtpgamento com L15 e L18
reduziram a hiperalgesia mecéanica, o edema articulamftuad de leucdcitos na cavidade
articular ap6s diferentes periodos do estimulo. Na analise histolégica das articulacbes de
animais tratados com L15 e L18, estes reduziram danos a capsula articular e ndo houve a
formacdo degannusreumatoideOs efeitos obervados nédo foram dedependente e, L15 e

L18 foram tdo eficazes quanto o celecoxibe nos ensaios realiZdélosdisso, nos ensaios

vitro L15 e L18 né&o foram citotéxicos, reduziram o espraiameatmacréfagos a producao

de NO eH202 e, 0 L15 dimiruiu a fagocitose. Concluise que os analogos L15 e L18 reduziram

os parametros inflamatoérios da artrite experimental, reduziram o dano a cartilagem e capsula
articular. Ainda, os analogoemonstrararim vitro reducéo das fun¢des de macréfagos, células
relevantes enprocessos inflamatorios crénicdortanto, L15 e L18 podem ser considerados
prototipos terapéuticos promissores para o tratamento de doencgas inflamatoérias, como a artrite
reumatoide.

Palavraschave: Inibidores seletivos CGX Inflamacao crénica; Macrofagds; vitro
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FELIPE, Josyelen Lousada. Inhibition of Hyperalgesid Inflammatory Effects by Triazole

Hybrid Analogs of 1,4Diaryl-1,2,3Triazole NeolignarCelecoxib in Experimental Arthritis.

Thesis (Doctorate in Pharmaceutical Sciences). Federal University of Mato Grosso do Sul.
ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA)sia chronic, symmetri@nd progressive autoimmune disease that
causes damage to cartilage. Anflammatories are among the most used medications for the
management of RA, however, they can have important side effects such as renal and hepatic
toxicity, and gastrointestinal and cardiovascular disorders. In the search for safer drug
prototypes, triazol@nalogsderived from the lignans Grandisin and Veraguensin hybridized
with celecoxib, called Lasquim (L), were synthesized and associated with sulfor(affje

or carboxylic acid (L18). A study published by our group showed thariakogsL15) and

(L18) exhibited antinflammatory activity in an acute model of inflammation, inhibited the
expression of Relectin related to platelet activatjoand did no induce gastric ulcers,
minimizing the related deleterious effects to antiammatories available on the market. In
continuation, the present study evaluated theiaflfimmatory effects of thessnalogsn an
experimental model of chronic inflammatijorthrough the evaluation of mechanical
hyperalgesia, joint edema, recruitment of leukocytes to the goidthistological evaluation of

the joint capsule. Furthermore, the effectnflogson the cellular functions of macrophages
was evaluated, through the evaluation of cytotoxicity, the release of hydrogen perogige (H
and the production of nitric ox@(NO). Macrophage spreading and phagocytosis of these cells
were also evaluated. Results were expressed as mean = S.E.M., ANOVA, Bonperfo@by.

For in vivo experiments, male Swiss mice weighing 25 to 30 g were used, distributed in the
saline (sham)water, L15and L18 (1, 3and 10 mg/Kg) and celecoxib (10 mg/Kg) groups.
Sixty minutes after pretreatment (v.0.), the mice's knee joint recaivedra-articular (i.a.)
injection of zymosam (200 pg/10uL 0.9% NaCl). Pretreatment with L15 and L18 ikduce
mechanical hyperalgesia, joint ederaad the influx of leukocytes into the joint cavity after
different periods of stimulation. In the histological analysis of the joints of animals treated with
L15 and L18, they reduced damage to the joint capsulettzar@ was no formation of
rheumatoid pannus. The effects observed were notdisendent and L15 and L18 were as
effective as celecoxib in the trials carried citiditionally, in vitro tests L15 and L18 were

not cytotoxic, reduced themacrophagespreathg and production of NO anH>0. and L15
decreased phagocytosis. It was concluded that the L15 and L18gsanalduced the
inflammatory parameters of experimental arthriisgdreduced damage to cartilage and joint
capsule. Moreover the analogs demonstated in vitro reduction of the functions of
macrophageselevant cells in chronic inflammatory procesSdserefore, L15 and L18 can be
considered promising therapeutic prototypes for the treatment of inflammatory diseases, such
as rheumatoid arthritis.

Keywords: Selective COR inhibitors; Chronic inflammation; Macrophagésyvitro
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Introducao

A artrite reumatoideAR) € uma doenca inflamatéria crénica, autoimune, caracterizada pc
edema e dor articular, deformidade articular progressiva, destruicdo da membrana sinovi
remodelacdo das articulagdes (PRASAD et al., 2023). E uma das doengas de maior relevancia cl
caracterizada por sinovite simétrica que afeta uma ou mais articula¢cées, preferencialmente dos
das maos e, esta associada a infiltracdo de leucdcitos na cavidade articular (ZHANG et al., 2
2023). Ademais, leva a destruicdo progressiva da camilag do osso pela membrana sinovial
hiperplasica invasiva, sinal classico da AR, conhecidgpaonusreumatoide, que aumenta o risco
de incapacidade articular (TANG et al., 2022).

A inflamacéo crénica que ocorre em doencgas como AR ocorre por lesdoltpeidigtente
decorrente da nédo resolucdo do quadro inflamatério agudo e sem restauracdo da homec
(BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014). Desenvolvge por um periodo de semanas ou meses e ¢
caracterizada pela infiltracdo tecidual de células mononucleafd&3URBUNGAU, 2021), como
macrofagos, promovendo destruicdo, substituicdo de tecido danificado por tecido conjuntive
angiogénese (DING et al., 2023).

A prevaléncia mundial de AR é de 0,5% a 1%, sendo uma doenca que afeta principalment
mulheres (DUDICSet al., 2018) . Pacientes com AR tém expectativa de vida reduzida, devido
morbidade e complicacdes decorrentes da dognegyode atingir também sistemas extra articulares
causando comprometimento pulmonar e neurolégico, doencas renais, hepaticisvascatares
(SENA et al., 2021).

O tratamento para controlar os sintomas e a evolucdo da AR depende do uso de class:
medicamentos como:  corticosteroides, -amftamatérios ndo  esteroidais  (AINES),
imunossupressores e medicamentos antirreumaticdgficadores da doenca (DMARDd)entre
esses, ® AINEs amplamente comercializados em todo o musdoeficazes no tratamento da
inflamacédo e dor decorrente da AR (WONG et al., 20@8),inibirem a enzima&iclooxigenase
(COX). Esa enzima é classificadame COX-1, uma enzima constitutiva, responsavel pela
manutencao da funcéo renal, protecdo da mucosa gastrica e regulacédo da agregacao de plaqu
COX-2 enzimaexpressaem processos inflamatérios e em pacientes com riscos de doeng
cardiovasculares

Os AINE seletivos COX2 sao utilizadospara o tratamento de artritporém podem
desencadealteracbesardiovasculares em individuos suscetiveis, aumentando o risco de even

tromboembdlicostornandeos farmacosndo tdosegurogara todos opacientesTais observacdes
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impulsionaram pesquisas por novos agentes terapéuticos com eficaméanatoria, porém com
menores efeitos deletérigastricos e cardiovasculares.

Neste contextop Laboratorio de Quimica Farmacéutica da UFBIftetizou analogos
hibridos de neolignareelecoxibe denominados Lasquim (Lha tentativa de obtencdo de agentes
antrinflamatorios mais eficazes e com menos reacfes adversas.

Em 2022, Felipe et al mostaram que os analogostriazélicos hibridos de neolignana
celecoxibe, entre elek15 e L18, apresentaram atividade airiflamatoria em modelo agudo de
inflamacéao, inibiram a expressao da glicoproteinag|Bctina) relacionada a ativacao plaquetaria e
foram considerados néo ulcerogénicos.

Em continuacdo asse estip, o0 presentdrabalho tem como objetivavaliaro efeito s
analogod_15 e L18 na inflamacao crénicatilizando de m modelode artriteexperimental, bem
como avaliar as funcdeke uma das primeiras células envolvidas nesse proosss@crofaggem
busca de um protétipo de medicamento seguro com propriedadeglantatérias e menores efeitos

colaterais para o tratamento de doencas inflamatérias crénicas como a AR.

26



REVISAO DE LITERATURA

27



2 CAPITULO | - Revisdo deliteratura
2.1Artrite Reumatoide
2.1.1 Conceito e prevaléncia

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria cronica de carater autoimune que af
uma ou mais articulagcbes e, leva a destruicdo progressiva de cartilagem e osso pela meml
sinovial hipeplasica invasiva, aumentando o risco de incapacidade e mortalidade entre os pacie
acometidos (TANG et al., 2022).

As taxas de prevaléncia da AR é de-D% e as mulheres sdo de trés a quatro vezes mai
acometidas que os homdRgJDICS et al., 2018Ha um aumento da mortalidade dos pacientes com
AR comparado a populacédo geral, devido a doenca atingir sistemas extra articulares caus.
amiloidose, vasculite reumatoide, comprometimento pulmonar e neurolégico, doengas ren
hepéticas e cardiovascula(®@ADU; BUNGAU, 2021).

A AR gera um impacto socioecondmico relevante, pois a progressao da doenca interfere
atividades cotidianas dos pacientes, causando um impacto negativo na qualidade de vida e c
individuais ao sistema de saude (SENA et @213. Costa et al. (2014) mostraram que, no Brasil,
entre 2003 e 2006, o Sistema Unico de Saude (SUS) dispendeu em torno de R$75.000.000,00 ¢
entrega de medicamentos para pacientes acometidos de AR, sem considerar 0s gastos associa
servigcos hoggalares e profissionais de saude.

Valores ainda mais elevados foram observados entre os itens de maior gasto em 2016,
SUS, em medicamentos adquiridos por meio de ac¢des judiciais utilizados principalmente
tratamento da AR como adalimumabe (R$ 82milhdes); etanercepte (R$ 322 milhdes); e
infliximabe (R$ 298,5 milhdes) e um hemoderivado (fator VIR$ 471,5 milhdes) (SOUZA et al.,
2018).

LouzadaJunior et al. (2007) mostraram que, em um grupo de 1.381 pacientes com AR, 1
terco dos mesmos exemnol suas atividades profissionais. Ainda, Corbacho e Dapueto (201(
observaram que esses pacientes deixam de trabalhar 20 anos antes da média da populacao, o qt
a doenca um importante problema de saude publica.

Apesar da etiologia da AR nao estaralotente esclarecida, sabe que fatores como
predisposicdo genética, alteracdes imunologicas e ambientais (KARLSON et al., 2013) co
exposicao a poeira, solventes organicos, fertilizantes (OLSSON, 2004; HOOVESTOL; MIKUL.
2011), tabagismo, etilismo e cliade(ANDRADE; DIAS, 2019) estdo envolvidos em seu inicio e
progressao.

A partir disso, poderd ocorrer a instalagdo de um processo inflamatério crénico, q

desencadeara as lesfes caracteristicas da AR, como destruicdo das cartilagens e espessame
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membranas sinoviais, com sintomas clinicos como sinovite simétrica progressiva, aument
sensibilidade a dor nas articulagfes e destruicdo 0ssea (PETRELLI et al., 2022).

O quadro inflamatério presente € fundamental para o surgimento da sensibilidatealdo
caracterizada como monoartrite (RADU; BUNGAU, 2021), com deformidades nas articulagd
periféricas, destruicdo do tecido sinovial e remodelacdo (SMOLEN et al., 2018). Porém, tamk
pode manifestase de forma extra articular com fadiga dor, anareastenia e inchaco (CHEN et al.,
2019), quadro conhecido como poliartrite.

A poliartrite crénica observada ocorre devido a sinovite mediada por respostas imunolégi
celular e humoral, que desencadeiam o recrutamento e ativacdo de linfocitos T i®dirBoc
(VENKATESHA et al., 2011), macréfagos, fibroblastos, além da producdo de citocinas pr
inflamatodrias e de espécies reativas de oxigénio, que atuam como mediadores da lesdo tec
(DUDICS et al., 2018jFigura 1).
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Figura 1. Esquema Representatida Patogénese da Artrite Reumatoide.

2.1.2 Fisiopatogenia da Artrite

As articulagdes sinoviais estdo localizadas nas extremidades 6sseas e possuem cav
articular, cartilagem, capsula fibrosa, ligamentos, musculos e tenddes periarticulares. A importa

de cada uma dessas estruturas se inicia com a membrana sinoomeave! pela limitacdo do espaco
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articular e producéo do liquido sinovial para lubrificacdo e nutricdo da cartilagem articular. O liqui
sinovial € derivado do plasma, constituido por mucopolissacarideos e células da membrana sin
(MARCONI, 2017)

Os sinoviocitos fazem parte dessa membrana, e sdo classificados como macroéfs
fagocitarios (tipo A) e fibroblastdgke (tipo B). A composicdo da cartilagem hialina é 70% agua e
8% proteoglicanos (resisténcia a compressao e reducédo do atrito), 10% @dldgeéin(resisténcia
ao estresse de tensdo e compressdo), e condrocitos (sintese de matriz e secrecdo de e
catabdlicas) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Articulacao Normal

e Tibla Cartilagem

Artrite Reumatdide Inicial /
r ( telstrga A Artrite Reumatdide Tardia
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Sindvia
hiperpléstica —
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Hiperplasia \ =
sinovial 3 \.‘.
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intensa

Figura 2. Imagem comparativa entre uma articulagao saudavel e articulagdo com AR. Adaptatiote
PANAYI, 2001.

2.1.3 Artrite e Inflamacéo

A fisiopatologia da AR é complexa e inigsa quando o sistema imunoldgico adaptativo, tanto
celular como humoral, reconhece antigenos e desencadeia uma cascata inflamatoéria (DING €

2023). Varios fatoes estédo envolvidos na progressao da AR, incluindo fatores genéticos, ambien
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e defeitos na imunorregulacéo (DUDICS et al., 2018), que causam uma quebra da auto toleran
ativam mecanismos que levam a danos tecsdi@HEN et al., 2019).

Entre os &tores genéticos predominante no desenvolvimento da AR, estdo os genes do sist
antigenos leucocitarios humanos (HLA) que atuam na apresentagcdo de antigenos pelas células
células T, por meio do complexo principal de histocompatibilidade de clas@dHC-II)
(FIRESTEIN; MCINNES, 2017)desencadeando a producdo do Fator Reumatdide (FR) e
anticorpos antproteinas citrulinadas (AAPC), que contribuem para maior agressividade da doer
(WANG; WU; DENG, 2021).

A presenca desses auto anticorpos PR PCé caracteristica tipica da ARestepodem ser
detectados previamente ao inicio da sinovite e sintomas clinicos da doenga (ALETAHA; ALAS’
SMOLEN, 2015), e sdo autoanticorpos especificos contra imunoglobulina G (IgG) e proteir
citrulinadas (MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG, 2017).

O FR foi o primeiro anticorpo autoimune da AR descrito, sendo um marcador sérico class
da doenca, utilizado no prognostico e diagndéstico da doenca, e presente em cerca de 70%
pacientes acometidos com AR (ALETAHA et,&010). Ainda, a deteccdo de AAR&Nbém é
utilizada para o diagnéstico da AR, ja @086 dos pacientes com a doencga apresentam niveis serict
detectaveis deste marcad@onsiderado mais especifico, e associado a maior dano articular
prognésticadesfawravel (SMOLEN et al., 2018).

A artrite € uma doenca crbnica, autoimmune e progressiva, na qual a presenca
autoanticorpos, a formacdo de complexos imunes, ativacdo do complemento e injaria microvasc
desencadeiam a inflamacao sinovial (FIRESTEIN;INNES, 2017), caracterizada por apresentar
neovascularizacédo, aumento da permeabilidade vascular, influxo de leucécitos, como macrofac
linfécitos T CD4+ (DING et al., 2023). Esses, iniciam uma resposta autoimune, produzirdo IFN
capaz de estimular gas células inflamatérias, como células estromais, que passam a produ
citocinas inflamatoérias como 4L7, TNF, IL-1, que ativam o fator nuclear kappaB(8lB) n o |
da inflamacgéo da AR (KULESZA; PACZEK; BURDZINSKA, 2023).

A inflamacéo articular re#ta em mudancas na membrana sinovial, hiperplasia do tecid
sinovial, proliferacédo dos vasos sanguineos (MCINNES; SCHETT, 2011), ativagéo das células
sdo estimuladas a produzir moléculas de adeséo e quimiocinas que facilitam o influxo de cél
inflamatérias (RADU; BUNGAU, 2021).

A migracgdo leucocitaria que ocorre, associada a hiperplasia sinovial e a neovascularize
modificam a estrutura da sindvia transformasdoem um tecido invasivo denominapannus
(Figura 3), capaz de invadir @estruir os tecidos cartilaginosos e 0sseos, considerado sinal cardir

da AR (WANG et al., 2023a).
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Figura 3. Esquema representativo de uma articulacao sau@@velde uma articulacado copannusreumatoide na AR
(B). Adaptado de CHOY, 2012.

A produ@o de enzimas proteoliticas como metaloproteinases e serinoproteases, contribt
para a degradacdo que ocorre na sindvia artritica, juntamente com espeécies reativas de nitrogé
oxigénio (ERNe ERO) (FIRESTEIN; MCINNES, 2017), que séo liberadas apotewsicitos
reconhecerem o agente agressor pelos receptores do tip® LR (

Estes receptores funcionam como receptores de reconhecimento padrédo (PRR) presente
macrofagos, nas células dendriticas e nos neutrofilos, responsaveis pelo reconhdosnaadodes
moleculares associados a patdogenos (PAMPS). Apos esta identificacdo, macréfagos e neutre
realizam a fagocitose destes PAMPs, na tentaviva de degradacdo da particula, principalmente
produtosderivados de 6xido nitrico (NO) (PHULL at., 2018) Estes produtogintamente com as
enzimas lisossémicas promovem a eliminacdo do patdgeno e de seus produtos (QUINON
FLORES et al., 2016).

Apesar da AR ser considerada uma doenca inflamatoria cronica, esta € marcada por inten
de remissdo e exacerbacdo dos sinaisikomas (agudizacdo) pelo paciente (FIRESTEIN;
MCINNES, 2017).Neste contexto, ha a necessidade da compreensdo do processo inflamat
intenso que acontece nas membranas sinoviais (sinovite) e estruturas articulares, que leve

destruicdo 0ssea, dodeformidades principalmente nas articulacdes (SMOLEN et al., 2018).

2.1.4 Agudizacaala Resposta Inflamatériana Artrite
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Na fase aguda da inflamacdo ou reagudizacdo da A&pastgpode durar horas ou até
semanas esse processo caractersgpor eventos vasculares e celulanediindo aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular da regido lesionada, extravasamento deesliguidosior
localizada, migracéo e acumule leucocitos no local da les@HRHAN; CHIANG; DALLI, 2015).

Os receptores presentes na membrana plasmatica, nos endossomos e no citosol de ¢
epiteliais, dendriticas, macréfagos e outros leucécitos, pertencentes a familia dos recepidees Tol
(TLRs) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 201% detectam a presenca de microrganismos ou de corpo
estranhos (reconhecimento de padrdes moleculares associados DAMPs), e induzem a
producdo de interleucinh (IL-1), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e-6L(DE OLIVEIRA,
ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 20d) capazes de alterar a permeabilidade do endptdém de
aumentar a expressdao de moléculas de adesdo no endotdlizjr o recrutamentode

polimorfonuclearesRMN) para o foco inflamatéri¢Y|; LEE, 2021)

2.1.4.1 Eventos vasculares

Os eventos \aculares que ocorrem myocesso inflamatério se iniciam com uma breve
vasoconstricdo, mediada por tromboxanos, seguida de vasodilatacdo, mediada por aminas vaso
como ahistamina ea serotonina (BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014), que origina 0s sinais
cardinais da inflamacéo como o calar ribor, devido ao aumento da permeabilidade vascular, con
consequente extravasamento de fluido do vaso sanguineo (VANE; BOTTING, 2003).

Além dos medidores inflamatdrios citados acima, atuam nesse processo o fator ativador
plaguetas (PAF), prostaglandinas (R@HE’Gb), fatores do complemento (C3a e C5a) e fatores do
sistema de coagulacao e/ou fibrinoliti®d CGARRY et al., 2018)Ainda, h4 a partipacdo de
cininas, como a bradicinina, considerada um mediadofinflEdnatério que atua causando
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, com consequente extravasamento plasr
para o foco inflamatoério (YI; LEE, 2021).

Dentre os mediadordipidicos envolvidos no evenimscular, o PAF 8ecretado por células
endoteliais einduz a producdo e liberacdo de citocinas e histamina, e atua no aumento
permeabilidade vasculfiMURAKAMI et al., 2020) Os derivados do metabolismo do acido
araquid@ico (AA) como as prostaglandings;incipalmente PGR (JAIN; PANDEY; SHUKLA,
2015), também atuam n@umento da permeabilidade vascular, extravasamento de liquidos
formacdo do edema (ETIENNE; PEREIRA DIAS VIEGAS; VIEGAS JR., 2021). O edema € um

das pmcipais caracteristicas clinica da AR, sendo visivel 0 aumento do volume ou inchaco
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articulacbes sinoviais (GEGOUT et al., 1994), resposta relacionada a vasodilatacdo, aument
permeabilidade vascular e, deslocamento do plasma para o foco inflaratBiG et al., 2023).

A natureza do edema depende do estagio da doenca (aguda ou crbnica), ja que na fase c
este evento pode ocorrer devido ao espessamento da membrana sinovial e capsula fibrosa, al
inchaco dos tecidos periarticulares (RADWIMBGAU, 2021).

Na fase aguda, as alteragdes vasculzcesem por eventos complexos intetacionados as
alteracbes celulares, ja queediadores como histamina, prostaglandinas e NO promover
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguiMd@GARRY et al., 2018 e de forma simultanea,
fragmentos do complementieucotrienos e (PAFgtuam sobre células endoteliais, aumentando a
permeabilidade vascular (MURAKAMI et al., 2020). Citocinas, como TNF-&, também estéo
envolvidas neste processo, pois aumentam presgdo de moléculas de adesdo no endotélio
facilitando a transmigracdo de leucécitos para o foco inflama(BidENNE; PEREIRA DIAS
VIEGAS; VIEGAS JR., 2021).

2.1.4.2 Alteracdes Celulares

O recrutamento de leucécitos para o foco inflamatério depemdatdreza do estimulo, dos
mediadores quimiotaticos liberados e da expressdo de moléculas de @ddBEOPANDEY;
SHUKLA, 2015). Entre os fatores quimiotaticos estdo o fragmento C5a do complement
leucotrienos (LT), tromboxanos, TNF,-ILe IL-8 (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016)

Os componentes celulares envolvidos na resposta inflamatéria incluem mastocit
neutréfilos, eosindfilos, macrofagos, linfécitos, células endoteliais, além das plaquet
(MURAKAMI et al., 2020) Os mastocitos, sao células residentes que desempenham um papel ch
na imunidade inata inicial, secretam as quimiocinas CXCL1 e CXCL2 que contribuem com o influ
de neutrdfilos, assim coninduz a liberacéade leucotrieno B4 (LTB, derivado da lipeoxigenase
(5-LOX) que atua como mediador quimiotatif@ONZALEZ-DEOLANO; ALVAREZ-TWOSE,
2018)

Os PMNséo o primeiro tipo celular a migrar para o sitio inflamatGique também é
observado na patogénese da artrite, sendo encontradafiteso liquido sinovial e nas cartilagens
artriticas(BASSI et al., 2016).

Ha uma interacéo inicial dos leucdcitos circulantes no sangue com as células do endott
por meiode moléculas de adesédo, denomina#dsctinas, integrinas e imunoglobuB{&REIRE;
VAN DYKE, 2013; PEREIRA et al.,, 2021A IL-1 e o TNF sdo capazes de ativar as ceélulas
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endoteliais a expressarem essas moléculas de gdekfinas e integrinafYlJURAKAMI ET AL.,
2020)

As selectinas(E-selectina, Pselectina e tselectina)sdo responsaveis pelo rolamento,
movimento de rotacdo dos leucocitos ao longo da parede do vaso san@EnNELIVEIRA;
ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; MENDEL NZOGANG; BORIS DONKENG, 2020)
juntamente com a expressao das integrinas pelos PMN, adfd-1 e a MAG1 que se ligam as
imunoglobulinas ICAML presentes no endotélio, promovendo a adesédo cgldi; PANDEY;
SHUKLA, 2015) Em seguida, moléculas de adeséo endotélio/plaqueta (PEJAED expressas
tanto pelos leucocitos quanto pelo endotgiromovendo o processo de transmigra@dBNDEL
NZOGANG; BORIS DONKENG, 2020).
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Figura 4. Eventos vasculares e celulares da resposta inflama¥dzptado d§KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016)
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Paralelamente, sals® que os neutrofilopresentesno liquido sinovial participam do
reconhecimento do agente agressor pelos TLRs e outros receptores, e realizam a fagocitos
degradacdo da particula por meio das espécies reativas de oxigénio (Efp@giesereativas de
nitrogénio (ERNYPHULL et al., 2018)principalmenteNO e peroxinitrito que podem gerar erosao
0ssea e danos nas cartilagens das articul48DH3ERSEN et al., 2018)

Os neutrofilos ativados ainda podem causar danos teciduais pela liberagcéo de proteases
metaloproteinases, elastases, catepsinas, defensinas e proteinases, que sédo serinoproteases ft
durante o processo de maturacao dos neutrdMAS EEN et al.,2016)

Dentre os radicais livres liberados por essas células, podemos destacar o NO, que
producdo aumentada em doencas inflamatérias crénicas, como(@HEN et al., 2019)e esta
envolvido no recrutamento e rolamento de leucécitos, producao dmagpproliferacdo celular e
apoptos€PRASAD et al., 2023)

O NO pode causar lesao tecidual por reagir com o radical anion superéxider@uzido
pelos fagdcitos e produzir peroxinitril CGARRY et al., 2018além disso sua producéo excessiva
no meo extracelular, leva a peroxidacdo lipidica e danos em proteinas, acidos nucléicos
componentes da matriz na AR causando danos nos tédidd¢G et al., 2023)O estresse oxidativo
desencadeado pela ativacdo de células inflamatérias é um fator comdichergyatogénese de
doencas, como a AR (ZHANG et al., 2023).

No decorrer do processo, células mononuclegkdd) como monécitos também sé&o
recrutados para foco inflamatério, atraidos principalmente pelas quimiocd4€L1 e CXCL2
para o sitio inflamatéw, onde se diferenciam em macr6fagGASTANHEIRA; KUBES, 2019)
gue sao ativados por padrées moleculares associados a danos (DAMPS) ou a patégenos (PAN
iniciam o recrutamento de célulBMN por meio de mediadores inflamatéricemo TNF, I-1 e
IL-6 (MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG, 2017) Ainda, promovem e&eliminacdo do
patégeno por meio da secrecdo de EROs, ERNs, promowerglnocdo apoptética dos PMN e
detritos por fagocitose, visando a resolugéo da inflam@gatEE, 2021)

O processanflamatério crénico evolui quando ndo ocorre resolu¢do da inflamacéo e es
evento se desenvolve por um periodo indeterminado, podendo durar semanas ouseedmoma
das principais causas de doencas crénicas como(ABRU; BUNGAU, 2021).

Essa fas da resposta inflamatéria esta relacionada ao recrutamento de MN, con
macrofagos, linfocitos e mondcitos, que produzem mediadoraaffamdatorios e espécies reativas
de oxigénio e nitrogéni@correndo simultanea ativacdo inflamatoria e destruicdousc{®E
OLIVEIRA; ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016)Ainda, ha substituicdo do tecido danificado
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por tecido conjuntivo (fibrose) e proliferacdo de vasos sanguineos, processo conhecido ct
angiogénes€YEUNG et al., 2018)

2.1.5 Mediadores Lipidicos envolvide na Inflamacao e Artrite

Diante de um estimulo inflamatorio, o AA é liberaapartir de fosfolipidios clivados pela
enzima fosfolipase AFLA>), a partir de fosfolipidios da membrana de células inflamatérias ativade
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016) Apés sia liberacdo, o AA sofre metabolizacdo por meio das
enzimas COX (cicloxigenases) ou LOX (lipoxigenases), dando origem aos eicosanoic
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) e 0s quais sdo responsaveis por importantes fu
fisiolégicas nos orgasmos (VANE; BOTTING, 2003) e na resposta inflamatdria como
vasodilatacdo, quimiotaxia e agregacao plaquetidtis ESZA; PACZEK; BURDZINSKA, 2023).

As prostaglandinas (PGs) estéo relacionadas a hiperalgesia ocasionada durante a inflan
por meio de sua o sobre os neurdnios sensori@&IXAS et al., 2022)e desempenham papel
importante na inflamagéo, causando vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular levan
edema, dor e febi®@ANE; BOTTING, 2003) Estes mediadorgsodem ser formam pela acédo da
COX-1, 2 ou COX3 (MURAKAMI et al., 2020)

A COX-1 é constitutiva expressa principalmente nos vasos sanguineos, estdmago, rir
plaguetas, catalisa a sintese de prostaglandinas, e € responsavel por manter a homeosta
organismo(KULESZA; PACZEK; BURDZINSKA, 2023) A COX-2 esta presente em condi¢cdes
normais nos rins e cérebro, porém na maioria dos tecidos a sintese € induzida por mediac
inflamatorios, como Ik1, TNF e NO(YEUNG et al., 2018)e correlacionada como a maior
responsavegbela producao de prostanoides durante o processo inflamatorio e dKOAGERUYA,
2013).A COX-3 é expressa nas células do cérebro, figado e coracao e, é considerada uma var
da COX1 e esta envolvida nos efeitos antipiréticos e analgésicos de adNES como o
paracetamol e a aspirifBEREIRA et al., 2021).

Aléem das PGs, os tromboxanos também sdo formados a partir da metabolizacdo do &
araquidonico pela via das enzimas COMANE; BOTTING, 2003) Os TX, principalmente 0 TXA
€ um mediador queaasa agregacao plaquetéaria produzido principalmente por plaquetas por meic
acdo da COXlL e inibem a formacéo de prostaciclina (@ ULESZA; PACZEK; BURDZINSKA,
2023) além disso causa vasoconstricdo e inducao da migracdo de mondcitos por meiondo aurr
da expresséo de MEP(YEUNG et al., 2018)

Na AR a producéo de P@sorre principalmente pela ativacao e expressao da enzima CO>

2, e este mediador participa do evento algico na articulagéo, e esse fendbmeno ocorre simultanea
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a producdo do TNEMCINNES; SCHETT, 2011)Os principais mediadores lipidicos envolvidos na
AR com potencial prénflamatorio sdo PGEe LTB4 (CHEN et al., 2019). A PGIpotencializa a dor

e o edema e o LTRlevido sua grande afinidade por neutréfilos, tesagotente fator quimiotatico
(ZHANG et al., 2023).

Além da oxidacédo do AA pela via dazgma COX, que leva a formacao de prostaglandinas
(PG) e tromboxanos (TXA), ha a oxidacao do AA pela via da enzima lipoxigenase (LOX), que rest
na sintese de leucotrien@AIN; PANDEY; SHUKLA, 2015) Quando a FLAcliva os fosfolipidios
também ha libeigio de uma molécula inativa conhecida como-Hsd (fator de ativagéo
plaguetariafBUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014)Este, € um mediador vasoativo importante na
resposta vascular inflamatoria e leva a quimiotaxia de neutrofilos, agregacao plaquetngagaoalt
da permeabilidade vasculMURAKAMI et al., 2020).

A via da 5lipoxigenase(5-LOX) da origem aos leucotrienos e lipoxindSULESZA,
PACZEK; BURDZINSKA, 2023)0 LTB4, como ja dito, apresenta potente acdo quimiotatica, send
este seu principal papeh patogenia da AR atraindo neutrofilos e induzindo a producéo de citocin:
pré-inflamatoérias como ILD, IL-6 e TNF(YEUNG et al., 2018)Os leucotrienos LTE LTD4 e
LTE4 causam intensa vasocontricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade va&oular
responsaveis pela constricdo da musculatura lisa das vias (@EBEIRA et al., 2021)

As lipoxinas (LXs) apresentam papel relevante no processo inflama#imimediadores anti
inflamatdrios e interrompem a migracao de células PMN, induZagoaitose de células PMN pelos
macréfagos, além de reduzir a dor inflamatd&&RHAN; CHIANG; DALLI, 2015), um dos
primeiros mediadores a serem reconhecidos por apresentarem atividacess jotd/as.

Outros mediadores envolvidos na resolucdo do psocadlamatorio sdo as resolvinas,
protectinas e maresinas, biosintetizados a partir de acidos graxos essenciais como 0 ¢
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DBIATKLEY; GILROY; SERHAN,
2014) Estes, estdo associadas a resolucdespmsta inflamatdria aguda e implicadas na patogénes
de doencas inflamatérias crénicas como a afttitdéEN et al., 2019)

Nesta fase de resolucédo da inflamacao a interacdo desses mediadores derivados do E
DHA com os respectivos receptores celulaeesiz o influxo de neutréfilos para o foco inflamatério
(LI et al., 2020) Além disso, estes mediadores em macrofagos induzem a fagocitose de neutrof
apoptoticos e, em células dendriticas inibem a indu¢cdo de TNFe BlIF e a | i Belt-a -
2, pomovendo a regeneracdo de tecido, reestabelecendo a homd&E&i¢AN; ROSA,
JOUVENE, 2019).
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Quando ndo ha resolucdo da inflamacdo aguda e/ou ndo se concluiu uma resposta ir
adaptativa, o processo inflamatério pode evoluir para a inflamacdo crén&acqrre em uma
grande variedade de doencas, como por exemplo n¥BEBNG et al., 2018).

As enzimas inflamatoérias COX e 5LOX, metaloproteinasesas moléculas de adesdo como
ja dito, participam da patogénese da ARANG et al., 2023) evidenciando qel leucotrienos e
prostaglandinas estdo envolvidos na fisiopatologia desta doencga e participam do processo de
acumulo de neutréfilos e dano adiier (PRASAD et al., 2023).

2.1.6Artrite e Dor

A AR é uma doenca que tem como um dos principais sintardas articula(SCHNEIDER
et al., 2019) que impacta a qualidade de vida em pacientes com AR, levando a diminuic&o
produtividade, problemas psicoldgicos, incapacidade de se movimentar, distarbios do sono e
cronico de medicament@ICWILLIAMS; WALSH , 2017) Os sintomas inflamatérios da AR como
edema, rigidez articular e dor estdo diretamente relacionados com a perda de movimentc
articulagéo na fase inicial da doef&&IXAS et al., 2022).

A dor ® definida pela Associa-«0 Intern
experi°ncia sensori al e emocional desagr ac
(LOESER; TREEDE, 2008um mecanismo de protecao fisioldgica, consideradaaxpariéncia
subjetiva que agrega aspectos psicoldgicos, sociais, culturais, emocionais e ambientais, alél
envolver transducdo de estimulos nocivos ambiefRGNCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO,
2017)

A dor é um sinal de alerta para estimulos nocivosengeito de dor envolve dois termos
distintos: nocicepcdo e a percepd®EVES et al.,, 2020)Segundo a IASP, a nocicepcao esta
relacionada a processos neurais de codificacdo e processamento de estimuldBA&EB¥IIM et
al., 2009) enquanto a percepc@ouma resposta afetiva e/ou emocional a estes esti(@iHANG
et al., 2019)

O termo nocicepcéo refese ao estimulo doloroso, e ndo leva em consideracédo a respos
emocional, engloba as vias neuroanatdémicas e 0s mecanismos neurol@giteRRERO et aj
2011) além da percepcdo do sinal que o estimulo lesivo causa em receptores especil
(RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017)

Em modelos experimentais de dor, utdsgo termo nocicepc¢ao, uma vez que 0s animais na
sao capazes de expressar respastacional a dofALVES et al., 2017)Os nociceptores sao fibras

nervosas periféricas, mielinizadas e ndo mielinizadas, fibras do igtido C, respectivamente
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(DMYTRIIEV; MARCHUK; DMYTRIIEV, 2018). Sao estes nociceptores que recebem, codificarr
e trarsduzem o estimulo nocivo, que quando capazes de causar dano ao tecido e ativar nocicep
sdo chamados estimulos nociceptig®sVES et al., 2017)

Os nociceptores localizados no tecido danificado, como nas articulacbes, sofre
sensibilizacdo e ocorreindinuicdo do seu limiar de excitabilidad@NEVES et al., 2020)
desencadeando um processo conhecido como hiperg|§E$IAS et al., 2022)

A dor inflamatéria ocorre pela sensibilidade do sistema nociceptivo aumentada por um dz
tecidual ou por mudancasorridas no tecido lesado, como a liberacdo de mediadores inflamatoric
(DMYTRIIEV; MARCHUK; DMYTRIIEV, 2018), por exemplo as citocinas, que podem provocar
sensibilizacdo de nociceptores, contribuindo para o aumento da dor (BCAMRNEIDER et al.,
2019)

A dor é um dos principais sintomas em pacientes com AR, e a producdo de mediadc
inflamatorios e citocinas no tecido sinovial destes pacientes € um processo importante na patoge
dessa doenca autoimuMATOS LEITAO et al., 2023).

Durante a dor inflmatéria, ou hiperalgesia, mediadores quimicos séo liberados pelas célu
lesadas e células do infiltrado inflamat¢diBlANG et al., 2019) como as citocinas 1l1b, TNF
(CHEN; YANG; GROSSER, 2013quimiocinas (proteina quimiotatica de mondcitos [MT,
prostaglandinas (PGEPGE, PGky e PGh) (BASBAUM et al.,, 2009) bradicininas e purinas
(CHEN et al., 2019)alémdos peptideogsubstancia P, bradicinina, peptideo relacionado ao gene d
calcitonina (CGRP) as aminas simpatomiméticas, entre oiRESVES et al., 2020)Esses atuam
sensibilizando e diminuindo o limiar de ativacdo dos nociceptores,ddéqgir de forma sinérgica
no mecanismo de transducéao periférica do estimulo nocicfIXAS et al., P22).

Na avaliagdo da hiperalgesia em modelos experimentais, olsgevaeducdo do limiar
nociceptivo, a partir de um estimulo inflamatof®UERRERO et al., 20119gom agentes como
zymosan, carragenina, acido acético e formalina, que permitem relagipnacesso inflamatério
com a hipernocicep¢cd®MYTRIIEV; MARCHUK; DMYTRIIEV, 2018).

Esses modelos sé&o utilizados para melhor entender a fisiopatologia da doenca ou para bi
potenciais alvos terapéuticos ou estrat€giaANG et al., 2023) Demonstram goportamentos que
ocorrem porque os estimulos nociceptivos ativam ou induzem a producdo rapida de mediad
enddgenos que sensibilizam nociceptores e reproduzem efeitos que se assaosehraEcontrados
na pratica clinicdALVES et al., 2017).

2.1.7 Artrite e Ativacéo Celular
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Entre as células inflamatdrias envolvidas na patogénese da AR, os macrofagos desempet
um papel fundamentdlTARDITO et al., 2019) Estes, sdo as primeiras células a serem ativadas
podem secretar diversas substancias comon@s, citocinas, fatores de crescimght®SKIN et al.,
2011) mediadores lipidicos e espécies reativas de nitrogénio e ox{dRRAY, 2017)que sao
responsaveis por regular a sua propria atividade e a de outras CEANES; ZHAO; JIA, 2023)

Os macéfagos podem polarizase em diferentes fenotip@OSSER; EDWARDS, 2008
mediar a reacdo imuraflamatéria, bem como a fase reparatoria, quando pogsivett al., 2019)
Estes fenotipos sdo classificados em dois tipos: a) macréfagos classicativadies gM1) na
presenca de citocinas liberadas por linfocitdeelper(Th) 1, como a TNF e a IFN(ZHANG et al.,
2023), sendoonsiderados prinflamatérios e secretamL, IL-6, além de NGQJAIN; MOELLER;
VOGEL, 2019) e b) macréfagos de ativacéo alternativa (NBXPNIAKOWSKI et al., 2017)que
sao antinflamatérios e estao envolvidos no reparo e reconstrucédo tecidual.

A polaizacao para M2 ocorre ap6s inducdo por citoclitesadas por linfocito§ helper
(Th) 2, como Il:4, IL-13 e IL-33 (TARDITO et al., 2019)O fendtipo M2 secreta citocinas anti
inflamatorias como a H10, com relevante atividade fagocitaria e relacionama o processo de
reparacao teciduff ANG; ZHAO; JIA, 2023).

Na AR, os macrofagos M1 estimulam a producdo de citocinas inflamatérias e enzin
degradadoras de matriz, promovendo diferenciacdo hipertréfica de condrécitos e destruicac
cartilagem(MURRAY, 2017) Em contraste, macréfagos M2 sdo caracterizados pela expresséo
genes precondrogénicos, que contribuem na regeneracao da carti(@eiNG et al., 2018)

Em pacientes com AR ha um desequilibrio de macréfagos com os marcadores M1 e M2, r
especiicamente no tecido sinovial, ha, ambos presentes na superficie das(GTARBITO et al.,
2019) O que também foi observado em modelos anii@HANG et al., 2023). No tecido sinovial
da AR ha macrofagos e fendtipos mistos M1/M2 (LASKIN et al., 2011¢npa a polarizacdo muda
ao longo das fases de atividade da doenca, de reagudizagcéo ou estabilidade (YANG; ZHAO;
2023).

Os macréfagos M1, quando ativados, além das citocinas, aumentam a liberacdo de AA e,
meio da agdo da COX, podem produzir PGEe LTBs (MURRAY, 2017) Além disso, outro
mediador secretado pelos macrofagos durante o processo inflamatério € o NO, um radical |
altamente reativo sintetizado a partir da enzima NO sintase (NOS), que catalisa a oxidacao d
arginina a kcitrulina(MARLETTA, 1994).

A NOS apresenta diferentes isoformas, NOS constitutiva (cN@®S3)olvida na sinalizagéo
celular, e NOS induzivel (INOS|BAUEROVA; BEZEK, 1999) produzida por inducdo em
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macrofagos, e em outras células ativadas por citocinas como astéisfd, célula endotelial,
miocitos, hepatdcitos, condrécitos, neutréfilos e plagUdAS EEN et al., 2016)

O NO desencadeia vérios efeitos reguladores no processo inflan(@ORd A et al., 2009)
como ativacdo celular e apoptose, producdo de cicaanento da permeabilidade vascular e
vasodilatacao, influxo leucocitariCGARRY et al., 2018)

A producéo do NO via iINOS se inicia horas ap0s a ativagdo das células inflamatorias, e o
decorrente dessa via é consideradeipfl@matorio, podendo étser deletériPHULL et al., 2018)
Baixas concentracdes causam vasodilatagdo e recrutamento de neutrdéfilos, enquanto que ele
concentracdes reduzem a atracdo de neutrofilos para o local déHRBRELL; BLAKE, 1996).

Pesquisas identificaram o N@mo um importante mediador inflamatério na AR, com base
na deteccao de concentracdes elevadas de nitritos no soro e liquido sinovial de pacientes cor
(BAUEROVA; BEZEK, 1999) Ainda, o aumento da atividade de iINOS e a producgao de NO forar
observados enteucécitos do sangue periférico de pacientes com AR e correlacionados corr
contagem celular obtidas dos respect{qMATEEN et al., 2016).

Os macréfagos possuem receptores de reconhecimento de padrées (RRPs) que pc
reconhecer padrdoes moleculares asgtms a danos (DAMPSs) (MOTOYOSHI et al., 2014) como por
exemplo o ipopolissacarideo bacteriangdLPS), utilizado como estimulo inflamatoérios
(BONIAKOWSKI et al., 2017) A ativacao destes receptores leva os macrofagos a espraiarem a f
de aumentar a superficie de contato entre o macréfago e o estimulo, sendo um passo necessar
facilitar a fagocitoséBINKER et al., 2007).

No quadro de artrite, o processo de fatpsee do estresse oxidativorelevantéLASKIN et al.,
2011) ja que os macroéfagos ativados sdo encontrados em gquantidade consideravel no local da
(MA et al., 2019)e estes processos is@0 modulado, pode potencializar o dano teci(dANG,;
ZHAO; JIA, 2023).

2.2 Modelos Experimentais de Artrite

Os modelos experimentais de AR tém sido utilizados com o objetivo de caracterizar
processo inflamatorio nas articulagbes, incluindo a dor, formacdo de edema articular, inflt
leucocitario e incapacitacdo articul@OCHA et al., 2003; PENIDO et al., 200WANG et al.,
2023)

A artrite induzida por zymosan (Zy) foi descrita gaystone et al. (1977% sabese que este

€ um polissacarideo derivado da parede celular do fBagoharomyces cerevis@UAZELLI et
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al., 2018)e sua injecao intrarticular pomove de forma aguda: sinovite erosiva, aumento de
permeabilidade vascular e migragao celular, principalnen@MN(GEGOUT et al., 1994)

De forma tardia, desenvohse sinovite progressiva com hiperplasia sinovial, caracterizad:
pelo acumulo predomingade células mononucleares e intensa proliferacéo de fiboroRQGHA
et al., 2003) semelhante ao pannus reumatodide caracteristico de pacientes (AN et al.,
2023).

O Zy quando administrado por via inteaticular, atua como um agente indutor de intensa
reacao inflamatoria por ativagéo da via alternativa do sistema complgiBEZIBRRA et al., 2004)
degranulacdo de mastocitos, estimulacdo de macréfagos e neutréfiliberagéio de mediadores
inflamatorios(ROCHA et al., 1999)

Este polissacarideo ativa receptoresltkll 2 (TLR-2) e toltlike receptor 6 (TLR6), além
de ativar o fator de transcricdo B (GUERRERO et al., 2011aym regulador da expressao de
variascitocinas préinflamatérias(LIU et al., 2017) incluindo TNF, IL-1, IL-6, quimiocinas e NO
(BELLAVITA et al.,, 2020) Esses eventos que ocorrem no modelo experimental de artrit
(ASQUITH et al., 2009)ocorrem de forma semelhante na clinca da(RRREIRALEITE et al.,
2017).

Além disso, na artrite induzida por Zy, apds a segunda hora os animais apresen
incapacidade articular progressiva e pico de hipernocicepcdo entre a terceira e quarta h
(ASQUITH et al., 2009)Ap0s a terceira hora ha aumento @anpeabilidade vascular, levando a
intenso edema local e ocorre um influxo celular de PMN que se torna maximo na sefROiGa
et al., 1999, 2003)

Rocha et al. (1999)emonstrou que a fase crénica do modelo persiste com sinovite até 28 d
apos a irgcao dazy, havendo formacéao de células gigantes, e proliferacdo de linfécitos e mondcit
no liquido sinovial. Corroborando com esta informag&zerraet al. (2004)descreve que apés 21
dias de inducdo do Zy em ratos ha um intenso infiltrado mononuplediferacao de fibroblastos,
presenca de células gigantes, neovascularizacdo, perda de proteoglicanos da cartilagem artic
erosao do osso subcondral. AdicionalmeRtechaet al. (2003)demonstrou a participagédo do NO

nesse modelo experimental,aatés do aumento dos niveis de nitrito nos exsudatos articulares.

Estudos demonstraramenvolvimento das espécies reativas NO@2Hom a gravidade da
AR, implicados indiretamente no dano artic(BREZERRA et al., 2004)ja que desempenham um
papel impotante como mensageiros secundarios na resposta celular inflamatoria e imunologice
AR (QUINONEZ-FLORES et al.,, 2016), levando a reabsorcdo Ossea e danos a cartilage

contribuindo para danos nas articulacdes afetadas (PHULL et al., 2018).
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Esta associagérelevante entre ER®ERNe agravidade da AR foi encontrada em modelos
experimentais e pacientes com AR (MATEEN et al., 20il8}ificando a avaliacédo efeito dos
analogos sobre as fun¢des dos macrofagos, células importantes nesse processoimflamator

2.3Farmacos Utilizados no Tratamento de Artrite

O tratamento da AR tem como principal objetivo a remisséo clinica, ou seja, auséncia de si
e sintomas da doenca inflamatoria crofflB®IOLEN et al., 2018 consiste em medicamentos para
controlar os sintomas e a evolucdo da doencga, a regressao igdémfuncionais assim como a
prevencdo de complicacdes e os danos estruturais, a melhora da qualidade de vida e 0 aume!
sobrevida do pacienfRASAD et al., 2023)

Sabese que ainda ndo existem opc¢Bes de tratamentos disponiveis que levem daemgala
e 0s medicamentos que sao utilizados no tratamento da AR possuem efeitos direcionados a ren
ou baixa atividade da doen¢®RASAD et al., 2023)levando a diminuicdo dos efeitos da
autoimunidade, impedindo a progresséo do dano das articylagdisizando a inflamacao articular
e suas consequéncias, como a incapacidade articular e a dor (RADU; BUNGAU, 2021).

Os farmacos empregados no tratamento da AR sdo capazes de interferir com o proc
inflamatorio (SMOLEN et al., 2018)como por exemploos glicocorticoide®u anttinflamatorios
esteroidais (AIEs)imunossupressores, amtiumaticos modificadores da doenca (DARMDS) e-anti
inflamatérios ndo esteroidais (AINEPING et al.,, 2023).Ainda, had os imunobiolégicos, que
bloqueiam a acéo de ciioas e de moléculas coestimulatorias e, trouxeram novas perspectivas p
o tratamento da AR. Porém, apesar dos grandes avanc¢os, nem todos os pacientes respondem
terapia farmacoldgic@ALETAHA; ALASTI; SMOLEN, 2015).

A PORTARIA CONJUNTA N° 16, DE DE SETEMBRO DE 2021 Aprova o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Artrite Reumatoide e da Artrite Idiopéatica Juvenil (BRASI
2021) e determina que o tratamento medicamentoso de AR inclui o uso de AINE, Al
imunossupressoreslBMARDs T sintétices e bioldgicos (BRASIL, 2021), conformeTABELA 1

resume a descricdo dos farmacos por categorias.

Tabela 1- Descricdo Das Categorias Dos Medicamente Protocolo Clinico e Diretrizes

Terapéuticas da Artrite Reumatoide e da Artrite Idiopatica Juvenil Y2021
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Categoria de medicamentos Descricies

MMCDs Medicamentos modificadores do curso da doenca sintéticos:
hidroxicloroquina, cloroquina, leflunomida, metotrexato ou sulfassalazina.

MMCDsae — baricitinibe, tofacitinibe ou Medicamento modificador do curso da doenga sintético alvo-especifico.

upadacitinibe

Meonoterapia MMCDs Frequentemente definida com o uso de monoterapia MTX, mas também

ode ser LEF, SSZ, HCQ/cloroquina.

Terapia combinada dupla MMCDs MTX + HCQ, MTX + S8Z, S8Z + HCQ ou combinag¢oes com LEF
LEF + MTX, LEF + HCQ, LEF + §58%).

Terapia combinada tripla MMCDs MTX + SSZ + HCQ.

MMCDbio Medicamentos modificadores do curso da doenca biolégicos incluindo anti-
[TNF ou néio anti-TNF.

Biologicos anti-TNF dalimumabe, certolizumabe pegol, etanercepte, golimumabe ¢ infliximabe.

Biologicos nio anti-TNF Abatacepte, rituximabe e tocilizumabe.

Glicocorticoides orais em doses baixas = 10 mg/dia de prednisona (ou equivalente).

Glicocorticoides orais em doses altas > 10 mg/dia a < 60 mg/dia de prednisona (ou equivalente) com redugio
rapida da dose.

Glicocorticoide em curto prazo < 3 meses de tratamento.

Glicocorticoide intravenoso Metilprednisolona.

Imunossupressores \Azatioprina, ciclosporina e ciclofostamida

AINE Anti-inflamatorios nio esteroidais (AINE): naproxeno ¢ ibuprofeno

Analgésicos Paracetamol ¢ dipirona.

*HCQ, hidroxicloroquina; LEF, leflunomida; MTX, metotrexato; SSZ, sulfassalazina; TNF, fator de necro:
tumoral Fonte: Brasil, 221, p.11.

Os AINEs e AlEs, inibidores da lipoxigenas@®ARMDs) sdo medicamentos classicos muito
utilizados no tratamento de doencas inflamatérias como a AR por minimizar a inflamacao e red
0 processo algicPRASAD et al., 2023)Os anttinflamatérios esteroidais (AIE) ou hormonais
(prednisona, hidrocortisona, piEsolona, dexametasona), também conhecidos comc
glicocorticoides, tém maior poténcia e eficacia que os AINE, na inflamacdo e imunossupres
(BULLOCK et al., 2018)e com a capacidade de retardar o aparecimento das erosdes 6sseas, de
aos seus efeit@ntrinflamatdorios e imunossupressores, porém apresentam maiores efeitos deleté
(HUA; BUTTGEREIT; COMBE, 202Q)

Os AlEs inibem a expressdo das substancias inflamatérias ou promovem a reducac
transcricdo génica capazes de codificar EQ¥osfolipaséA2, citocinas prenflamatdrias, como por
exemplo: Il-:1, TNF e INOSDEL GROSSI MOURA et al., 2018).nibora os AlEs tenham diversas
vantagens, como o baixo custo e grande efetividade, a sua utilizacdo prolongada como no tratan
da AR esta associada teieos colaterais que incluem ganho de peso, retencdo de agua, fraque
muscular, diabetefragilidade 0ssea e sindrome de CuskiRgDU; BUNGAU, 2021).

Os DMARDs como o metotrexato (MTX), leflunomida (LEF), hidroxicloroquina (HCQ) e
sulfassalazina (SS&f0 agentes farmacoldgicos utilizados para promover a remissao, suprimind
atividade autoimune e retardando ou prevenindo a degeneracao aft\ANG et al., 2021).

As DMARDs foram classificadas como DMARDSs sintéticas convencionais (cSDMARDS)
DMARDSs biologicas (hbDMARDs) e DMARDs sintéticas direcionadas (tsSDMARDs) capazes d
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deter ou retardar a progressao da doenca promovendo modificacées no seBlHUr&CK et al.,
2018) O tratamento deve ser iniciado o mais precocemente possivel, pois as DMAR&SSL0S
de acao lenta com inicio tardio entre 6 semanas e 6 (RRASAD et al., 2023)

Apesar dos farmacos DMARDapresentarem resultados satisfatorios no tratamento da Al
modificando o curso da doenca, estes possuem diversas contraindiBaipbs BUNGAU, 2021)
sendo as mais comuns: hipersensibilidade ao medicamento, classe ou componentes; tuberc
infecc@o bateriana; infeccdo fungica; infeccdo por herpes zoster ativa; hepatites B ou ( aguc
BYWALL et al., 2020) Ainda apresentam efeitos adversos que devem ser monitorados durant
tratamento $MOLEN et al., 2018omo: anemia; leucopenia ou trombocitopemkvacido de
Aspartato  Aminotransferase/Transaminase  glutami@acética (AST/TGO), Alamina
aminotransferase/Transaminase glutaragalacética (ALT/TGPJDING et al., 2023)

O tratamento farmacolégico da AR inclui alivio sintomético da doenca, e megitzncomo
AINEs sédo utilizados por reduzirem a inflamacdo e o processo Algiconibirem a sintese de
prostaglandinas, mediadores inflamatorios, envolvidos na vasodilatacdo, edema, febre e hiperals
(SMOLEN et al., 2018)A utilizacdo de AINEs no étamento farmacoldgico da AR, apesar de
relevante efeito antnflamatério, ndo evitam as deformidades articul&BaSNVALL et al., 2020)

Os AINEs (naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, coxibeép conhecidos pela sua atividade
antrinflamatoria, antipirética e analgésifdCWILLIAMS; WALSH, 2017), e apresentam como
mecanismo de acao inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX1@0OX2), especialmente a
COX-2, que esta aumentada durante lamacaaqRADU; BUNGAU, 2021)

No entanto, ha o risco de efeitos adversos, uma vez que dl@JI¥sponsavel pela producéo
de PG que esta relacionada a inflamacéo e ao equilibrio homeostético, e a inibicdo desta enzi
producdo de PGs pode levar a sanggnto, ulceracdo gastrointestinal, insuficiéncia renal,
insuficiéncia cardiaca, erup¢des cutaneas, tonturas, confusdo e conyDEGESROSSI MOURA
et al., 2018)

Alguns destes efeitos podem ser evitados com o uso de AINEs seletivos pafa CO:
(celecoxbe, rofecoxibe, valdecoxibe), afitiflamatorios com menor risco de desenvolvimento de
Ulcera gastricdPEREIRALEITE et al., 2017) No entanto, podem aumentar o risco de eventos
cardiovasculares por desenvolvimento de trombose vascular, pois bloguetarareehte a CO>2,
reduzindo a producédo de PGimportante antagregante plaquetario e por ndo inibir a GOXa
um desequilibro na producdo de TXAmportante mediador da vasoconstricdo e de agregaca
plaguetarigPEREIRALEITE et al., 2017).
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Apesardas varias opcdes disponiveis, os AINEs apresentam limitéS&SLEN et al.,
2018)que podem comprometer o tratamento da AR como efeitos deletérios gastrointestinais gra
eventos tromboembdlicos, toxicidade hepatica e I@ANG et al., 2023).

Diantedo exposto, mesmo com a evolucao no tratamento da AR, os medicamentos atuais a
possuem limitacdes por seus efeitos deletérios ou por ndo promoverem a resposta adequada em
pacientes, além de ndo atingir a remissdo completa da doenca. Assima léusca por opcdes
terapéuticas para AR que possam contribuir para uma melhora significativa para os pacientes c
doenca, descobrindo novos alvos moleculares e /ou novos agentes terapéuticos eficazes com me

efeitos colaterais.

2.4 Prototipos de Novos Farmacos Seletivos CO2

As pesquisas por novos protétipos seletivos para-28Xo constantesntre as estratégias
de sintese com foco em agentes terapéuticos com eficaciaflantiatoria e perfil de seguranca
aprimorado AR et al., 2020)que spere o risco de cardiotoxicidade dos coxibes, e que apresente

menores efeitos toxicos gastrointestinais que os AIMERIPE et al., 2022).

As modificages moleculares, como a hibridizacdo molecular e o bioisosterismo, sdo estraté
de sintese de farroas, que transformam a estrutura quimica de compostos conhecidos, naturais
sintéticos, com validada atividade biologica, visando otimizar os perfis farmacodinamico e/
farmacocinéticdETIENNE; PEREIRA DIAS VIEGAS; VIEGAS JR., 2021)

A hibridizacdo méecular € uma técnica de modificacdo molecular que pode ser utilizada co
objetivo de um desenho aprimorado de farmacos eficazes, com melhor perfil de seguranca e min
efeitos adversofARORA et al., 202Q)J4 o bioisosterismo € definido como a subigfitu de um
atomo ou grupo de atomos presentes em um composto bioativo por outros que possuam semelt
entre si, eletrdnicas ou espaciais, compartilhando propriedades bioldgieaslWELL, 2021).

A busca por novos farmacos ainda € um grande desafi@ predastria farmacéutica. Nesse
sentido, a sintese de compostos surgiu como alternativa a utilizacdo de plantas medici
(SHAHRASBI et al., 2018)O uso de produtos naturais como matriz para modificacdo molecular
outra abordagem potencial no processodéscoberta de antiflamatérios com efeito dual na
inibicdo das enzimas COX e LOREREIRALEITE et al., 2017).

Entre os produtos naturais destaesgnas neolignanas, como veraguensina, grandisina
machilina G, que exibem diversas atividades bioldgicasio antinflamatéria, anthiperalgésica,
antioxidante, neuroprotetora e antiparasitQng et al., 2005; CASSAMALE et al., 2016; COSTA

et al., 2016; FILHO et al., 2010; NEVES et al., 2019; TREFZGER et al., 2019), aléibiddo do
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fator de ativacaglaquetaria (PAFYYOUNG JUNG et al., 1998¢ inibicdo da sintese de NO
(KONISHI et al., 2005)podendo ser protétipos promissores a novos candidatos a farmaeos al
inflamatorios utilizando estratégias de modificacdo mole¢EBLIPE et al., 2022).

A edrutura de inibidores especificos C&Xcomo o celecoxibe, apresenta uma subunidade
aril-pirazotaril inspirando o desenho e sintese de outros inibidores daZQ@RMUTH, 2011)
possibilitando 0 uso do bioisosterismo como estratégia de modificacdaape©OKWANI et al.,
2015) que gera protétipos a partir de estruturas lideres, com atividade biologica comprov:
(ARORA et al., 202Q)

As modificacbesque incluem os anéis 1,2Bazolicos estdo presentes em diversos
compostos com atividades biolégicas e estes vém sendo amplamente estudados na descobe
novos agentes artiflamatérios(DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017)A literatura descreve o
desenvolimento de novos farmacos triazdlicos com atividades bioldgicas comprovadas cemo a
HIV, antimicrobiana antifingica, anticancerigena, -aifertensiva, anticolinérgica e anti
inflamatéria(WERMUTH, 2011; H. ZHOU; WANG, 2012; FELIPE et al., 2022)

O nucko 1,2,3triazbis sdo heterociclos promissores na descoberta de novos agentes a
inflamatérios e principal interesse sobre o nucleo diz respeito as suas caracteristicas estrut
intrinsecas, como polaridade, rigidez, possibilidade de aceitar ligdedesdrogénio e resisténcia ao
metabolismo(DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017). Aindadiminuem o Log P das moléculas
modificadas, melhorando sua dissolu¢do no meio aquoso e permitem sintetizar uma variedad
compostos auxiliando de forma efetiva nos estudosethcéo estrutwatividade(FELIPE et al.,
2022).

Os compostos lignanicos naturais da familia da Grandisina e Veraguensina possuem ativic
antrinflamatoria e antinociceptiva ja relatad@\RVALHO et al., 2010; FILHO et al., 201,Q)orém
apresentamolg P considerados altos, com consequente baixa capacidade de dissolucdo em ag
gue limita o uso destes por via of@ASSAMALE et al., 2016).

Neste sentido, éigura 5 mostra o planejamento estrutural, realizado por nosso grupo d
pesquisa de analogtsazolicos das lignanas grandisina (GRA) e veraguensina (VER) hibridizadc
com uma parte da estrutura do celecoxibe, associados ao grupamento acido carboxilico (COOF
sulfonamida (S@NH2), com intuito de sintetizar protétipos para minimizar a inflamagaa
hiperalgesia nos processos agudos e cronicos da AR, tendo como diferencial maior segurancga gé

e cardiovascular.
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Figura 5. Projeto de novos hibridos derivados de neolignaeecoxibe (L15 e L18) (Felipe et al, 2022)

O tratamento para ARDbjetiva o controle da doencga, a regressao das limitagcdes funciona
assim como a prevencao de complicacdes e os danos estruturais, além da melhora da qualide

vida do paciente. Embora as opc¢fes de tratamento tenham evoluido nos ultimos anos, a cor

remissdo da AR ainda é distante. Diante desta realidade, se faz necas$arsca e o

desenvolvimento de novas moléculas que tenham potencial parapmotdigposterapéuticos, e 0s

estudos na area tém focado em estratégias que busquem novos faomacatvidades anti

inflamatorias e analgésicas, que apresentem menor riscos de efeitos colaterais dos AINEs que ja

disponiveis no mercado.
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o o o I» I

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de analogos triazélicos hibridos de neoligheglacoxibe, Lasquim 15
(L15) e Lasquim 18 (L18), na inflamacao cronitdizandoum modelo experimental de artrite, bem

como avaliar as fungdes celulares thacréfagoenvolvidos nesse processo

3.20bjetivos Especificos

Avaliar a atividade de analogos triazdélicos hibridos de neoligcatecoxibe L15 e L18 nos

modelos experimentais de:

a) In vivo: Artrite induzida por Zymosan (AZy)
Analisar ahiperalgesia mecanica em animais submetidos ao modelo de AZy;
Analisar oEdema articular de joelho em animais submetidos ao modelo de AZy;
Analisara infiltracdo leucocitaria na cavidade articular em animais submetidos ao modelo de AZ)
Analisar alterag@ehistopatologicas necido da cavidade articular de animais submetidos ao model
de AZy;

b) In vitro
Determinar a viabilidade celular de macréfagos por meio do ensaio do MTT;
Avaliar o espraiamento dos macréfagos peritoneais murinos;
Avaliar a capacidade gacitica dos macréfagos peritoneais murinos;
Determinar a producao de peréxido de hidrogéni®gHpor macréfagos peritoneais murinos;

Determinar a producao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais murinos;
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Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease that causes cartilage damage. Anti-inflammatories are widely
used in the management of RA, but they can have side effects such as gastrointestinal and/or cardiovascular disorders. Studies
published by our group showed that the synthesis of hybrid triazole analogs neolignan—celecoxib containing the substituent
groups sulfonamide (LL15) or carboxylic acid (L.18) exhibited anti-inflammatory activity in an acute model of inflammation,
inhibited expression of P-selectin related to platelet activation and did not induce gastric ulcer, minimizing the related side
effects. In continuation, the present study evaluated the anti-inflammatory effects of these analogs in an experimental model
of arthritis and on the functions of one of the important cells in this process, macrophages. Mechanical hyperalgesia, joint
edema, leukocyte recruitment to the joint and damage to cartilage in experimental arthritis and cytotoxicity, spread of disease,
phagocytic activity and nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide production by macrophages were evaluated. Pre-treatment
with L15 and L18 reduced mechanical hyperalgesia, joint edema and the influx of leukocytes into the joint cavity after dif-
ferent periods of the stimulus. The histological evaluation of the joint showed that L15 and L18 reduced cartilage damage
and there was no formation of rheumatoid pannus. Furthermore, L15 and L18 were non-cytotoxic. The analogs inhibited
the spreading, the production of NO and hydrogen peroxide. L15 decreased the phagocytosis. Therefore, L15 and L18 may
be potential therapeutic prototypes to treat chronic inflammatory diseases such as RA.

Keywords Selective COX-2 inhibitors - Chronic inflammation - Macrophages - In vitro
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most clinically rel-
evant chronic inflammatory diseases, considered autoim-
mune, characterized by symmetrical synovitis that occurs
preferentially in the peripheral joints of the feet and hands
and is associated with infiltration of leukocytes in the joint
cavity (Zhang et al. 2021). RA alfects one or more joints and
leads to progressive cartilage and bone destruction by the
invasive hyperplastic synovial membrane and rheumatoid
pannus, increasing the risk of joint disability and mortal-
ity (Tang et al. 2022). Joint inflammation promotes changes
in the synovial membrane, hyperplasia of the synovial tis-
sue, proliferation of blood vessels and cellular activation Lo
produce mediators that facilitate the influx of inflammatory
cells to the joint involved (Radu and Bungau 2021).

Chronic inflammation presents persistent tissue injury
resulting from the non-resolution of the acute inflammatory
phase and no restoring homeostasis (Buckley et al. 2014).
It develops for a period ol weeks or months and is char-
aclerized by tissue infiltration of mononuclear cells (Radu
and Bungau 2021), such as macrophages, promoting tissue
destruction, replacement of damaged tissue by connective
tissue and angiogenesis, and presents modifications in RA
(Ding et al. 2023).

Corticosleroids, non-steroidal anti-inflammatory
(NSAID), immunosuppressants, and anti-rheumatic
drugs are used to control the symptoms and evolution
of RA (Wang et al. 2023). NSAIDs are widely marketed
worldwide and are highly effective in treating inflamma-
tion and pain due to RA (Wong et al. 2019) by inhibiting
cyclooxygenases enzymes (COX-1 and COX-2). COX-1
is constitutive, responsible for the maintenance of renal
function, protection of gastric mucosa, and regulation of
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platelet aggregation. COX-2 is inducible in inflammatory
processes, COX-2 selective inhibitors show minor gastro-
intestinal side effects compared with NSAIDs, suggesting
improved safety in long-term use. However, susceptible
individuals or those with prolonged use exhibit cardiovas-
cular problems, increased risk of thromboembolic events,
and myocardial infarction (Nailwal and Doshi 2021).

In this context, triazole neolignan—celecoxib hybrid
analogs were synthesized by our research group to obtain
anti-inflammatory agents that are more effective and
with less adverse reactions. Felipe et al. (2022) showed
that these analogs (L15 or L18) presented acute anti-
inflammatory activity in an acute model of inflammation,
inhibited glycoprotein expression (P-selectin) related to
platelet activation, and were considered non-ulcerogenic
Therelore, this work aims to continue the studies about
the effect of L15 and L18 on chronic inflammation in an
experimental model of arthritis, as well as to evaluate the
cellular functions of macrophages in the inflammatory
process in search of a safe prototype drug with relevant
anti-inflammatory properties and minor side effects for the
treatment of chronic inflammatory diseases such as RA.

Materials and methods
Triazole compounds

The synthesis of triazole neolignan—celecoxib hybrid ana-
logs with the sulfonamide group (-SO2NH2, LL15) or its
bivisoster carboxylic acid (-COOH. L18) was inspired by
the scaffold of tetrahydrofuran neolignans, such as gran-
disin (Cassamale et al. 2016). These analogs were syn-
thesized by the click chemistry approach and molecular
modification stratcgics such as bioisosterism and molecu-
lar hybridization (Felipe et al. 2022) (IMig. 1).

Animals

Male Swiss mice (25-30 g) were obtained from the Central
Bioterium of the Federal University of Mato Grosso do Sul
(UFMS). Animals were maintained under standard labora-
tory environmental conditions with 12-h light/dark cycles,
in a temperature-controlled room (22 “C 2 “C), with food
(Nuovital CR) and water ad libitum. Six hours before the
start of each experiment, the animals received only water
to avoid food—drug interactions. After the experiments,
mice were euthanized in a CO, chamber. The experiments
were approved by the Animal Ethics Committee of UFMS
(protocol number 1049/2019).
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Fig.1 Design of new | 4-dia-
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Neolignans 1-3 CFs |
% OCH
3 1 X N
H;CO & OCH, + N
H,CO B SN Q
OCH; Grandisin HyC a SO,NH,
Celecoxib

Anti-PAF and anti-inflammatory

properties

anti-inflammatory

Bioisosterism of tetrahydrofuran and triazole core

Zymosan-induced arthritis model

The mice were distributed in groups (12=5-7 animals /

group) and were intra-articularly injected with 10 pl. of

zymosan solution (Zy, Sigma-Aldrich®, 200 pg/knee joint,
Sigma-Aldrich®) in the right knee joint of animals. The
same volume of saline solution 0.9% was injected into the
control group. Sixty minutes before Zy injection, the animals
were treated with L15 or L18 (1, 3 and 10 mg/kg), celecox-
ibe (10 mg/kg, Sigma-Aldrich®, reference drug), or vehicle
by the oral route (10 mL/kg, p.o). The animals were eutha-
nized at 6 h and 7 and 21 days after Zy-induced arthritis.
At the times of 7 and 21 days, the animals were also treated
once a day for the whole period of the assay.

Mechanical hyperalgesia in an experimental model
of zymosan-induced arthritis

The assay was conducted according to Maller et al. 1998.
Mechanical hyperalgesia was determined using an electronic
von Frey analgesimeter (Insight®), 3 and 4 h alter Zy injec-
tion. This device works as a pressure transducer, recording
the applied force (g) until the paw withdrawal reflex. Results
were expressed in force (g).

Joint edema of the knee in an experimental model
of zymosan-induced arthritis

Knee joint edema of animals was measured using a digital
micrometer (Mitotoyo®) as described by Kuraoka-Oliveira
et al. (2020). Values of knee joint edema were expressed by
the difference between the diameter of the tested knee and

N=NN
L —@—sozunz
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° Lasquim 15 (L15)

N,
J i NO—COOH
—
o
oY
)

Lasquim 18 (L18)

the contralateral knee, 4 and 6 h after Zy injection. Results
were expressed in millimeters (mm).

Determination of the leukocyte infiltrate into the joint
cavity

The leukocyte infiltrate was evaluated at 6 h, 7 days, and
21 days after the Zy injection. The determination of leuko-
cytes in the joint cavity followed the methodology described
by Yamada et al. (2013). At first, the knee joint was exposed
by surgical incision and washed twice with 5 pL of buff-
ered saline solution (PBS/ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA, Pro Analys®)). The joint lavage fluid was diluted
in PBS/EDTA to a final volume of 50 pL. for the subsequent
total leukocyte count, using a Neubauer chamber. Results
were expressed as the number of leukocytes per joint cavity.

Histological analysis

The histological analysis was performed 7 days after Zy
injection as described by Yamada et al. (2013). The right
knee joint was demineralized in a 10% formaldehyde
solution for 3 days. Then, the formaldehyde solution was
replaced by a saline solution with dissolved EDTA (3 g
EDTA/30 mL) and stored in 70% ethanol. The samples
were dehydrated using increasing serial ethanol solutions
(70, 80, 90, and 100 GL), cleared in xylene, and embed-
ded in paraffin. The samples were then serially sectioned
(4 pm thickness) using a rotating microtome (Leica®
RM?2245). All histological sections were stained with
hematoxylin and cosin dyes (H&LE). Slides were examined
under an optical microscope (Olympus® BX41: 400x),
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using a gradient rating scale of 0-2 according to the deg-
radation cartilage (Table 1).

Collection and counting of mice macrophages

Macrophages were obtained from the peritoneal cavity of
mice, 96 h after intraperitoneal injection (i.p.) of I mL
of sterile 3% thioglycollate solution (Sigma-Aldrich®).
Animals were euthanized in a CO, chamber. The assay
was performed in a laminar flow chamber, and the per-
itoneal cavity was washed with 3 mL of sterile saline
solution (0.9% NaCl). Then, the peritoneal lavage was
centrifuged and the supernatant was discarded. Cells were
resuspended in RPMI culture medium (Sigma-Aldrich®)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Sigma-
Aldrich®). Cell concentration was adjusted to 1 x 10°
cells/well/assay.

Cytotoxicity evaluation using the MTT assay

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2y1)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT, Sigma-Aldrich®) assay was performed
according to Mosmann (1983). Peritoneal macrophages
were added in 96-well culture plates and placed in an
incubator at 37 «C, 5% CO,. After 24 h, 10 pL of a solu-
tion with RPMI 1640 medium and L15 or L18 were added
to the plates in three concentrations (0.039 uM, 0.078 uM,
and 0.156 uM). As a negative control, cells were main-
tained without stimuli. The supernatant was removed after
48 h and 10 pL of the MTT solution (5 mg/mL PBS)
was added to the adhered cells. Plates were incubated
for 2 h, at 37 °C, 5% CO,. Afterward, the MTT solution
was removed and the lysis solution (200 pL of DMSO,
Neon®) was added and homogenized in each well. After
20 min, the optical density (OD) was measured at 540 nm
in a microplate reader (ELISA® Human Reader HS).
Results were expressed as percentage values (%) of viable
cells compared to the control group.

Cell spreading

Spreading capacity was assessed according to the method
described by Rabinovitch and Destefano (1973). Peritoneal
macrophages were dispensed in 24-well plates and incubated
for 2 h, at 37 °C and 5% CO,, in a humidified environment.
After that, the wells were washed three times with PBS
to remove non-adherent cells. The RPMI culture medium
(100 pL) was added to the wells, and cells were incubated
with 10 pL of lipopolysaccharide bacterial (LLPS, T pg/ml.,
Sigma-Aldrich®) in the absence or presence of L15 or 18
(10 uL, 0.039 pM, 0.078 uM, and 0.156 uM). Cells without
stimulus were used as the negative control, Next, the cul-
ture medium was removed and 600 pL. of glutaraldehyde
(Sigma-Aldrich®) was added to each well for cell fixation.
After 20 min, glutaraldehyde was removed, and 1 mL of dis-
tilled water was added to cach well. Plates were scaled and
stored in a refrigerator (2-8 “C) for cell counting by phase-
contrast microscopy (Optiphase® INV-403). Cells adhered
to the coverslips and emitting pseudopods were considered
spread out. The number of spread cells in a total of 100 cells
was counted. Results were expressed as percentage values
(%) of spreading.

Phagocytic activity of macrophages

A suspension of Zy was prepared at 5 mg/mL in PBS (pH
7.2) and incubated with mouse serum in a 1:1 ratio, at
37 °C, under constant agitation. After 30 min, the mixture
was centrifuged at 2000 rpm (Centribio®) for 15 min. The
precipitate was resuspended three times in 1 mL of PBS
and then the precipitate was resuspended in 1 mL of RPMI
containing S mM glucose and 2% albumin (Costa Rosa
ct al. 1994). The cell suspension, 1 X 105 cells/100 uL of
RPMI medium, contained 5 mM glucose and 2% albumin.
Then, 100 pL of Zy suspension was added to the cell sus-
pension. 100 pL. of L15 or L18 (0.039 pM, 0.078 pM, and
0.136 uM) or RPMI (control) was also added to the plastic
tubes and incubated as mentioned before. Subsequently,
100 pL aliquots of the samples were collected and spread

Table 1 Joint capsule
histopathology grade

Grade Key feature

Associated criteria (tissue reaction)

assessment by the degrading 0
methodology {adapted from
Pritzker et al. 2006)

Intact surtace. intact cartilage
morphology

Matrix: normal architecture
Cells: intact, appropriate orientation

1 Intact surface Matrix: superficial cartilage intact, few edemas
and/or fibrillation (abrasion). focal superfi-
cial matrix condensation. Cells: proliferation
(clusters) and hypertrophy

2 Surface discontinuity Matrix discontinuity, superficial (erosion)

Deep fibrillation near the bone Cell: diso-
rientation of chondrocyte columns, death,
proliferation (clusters). and hypertrophy of
chondrocytes
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on glass slides with the aid of a tip. After air drying, slides
were stained with HEMA 3 dye for the determination of
phagocytosis in a light microscope. A total of 100 cells
were counted per field and macrophages that phagocytized
one or more Zy particles were considered positive. Results
were expressed as percentage values (%) of phagocytosis.

Hydrogen peroxide (H,0,) production
by macrophages

Hydrogen peroxide release was quantified by the peroxi-
dase oxidation method dependent on phenol red described
by Pick and Keisari (1980), adapted for microassay by
Pick and Mizel (1981), and modified (Russo et al. 1989).
Cells were dispensed in phenol red solution into 96-well
plates (TPP®). The cells were incubated with 10 pLL of
PMA (100 ng/mL; Sigma-Aldrich®) in the presence or
absence of 10 ul of L15 or L18 (0.039 uM, 0.078 uM, and
0.156 uM). For negative control, cells were kept without
stimulus. The plate was then incubated for | hin a humidi-
fied environment at 37 °C and 5% CO,. Subsequently, the
supernatant was transferred to a reading plate and the reac-
tion was stopped by adding 10 gL of IN NaOH (Sigma-
Aldrich®). The plate was kept in the dark for 15 min until
the measurement of the optical density (OD) at 620 nm
in a microplate reader (ELISA Human Reader HS®). The
concentration of H,O, was obtained by comparison with
a standard curve (5-40 uM). Results were expressed in
uM of H,0,

Nitric oxide (NO) production by macrophages

NO production and release were evaluated as described by
Ding et al. (1988) for nitrite (NO, ™) quantification. For this
purpose, the cells were dispensed into 96-well plates (TPP®)
and incubated in a humidified environment at 37 °C and 5%
CO,. After 24 h, the cells were washed three times with
PBS to remove the non-adherent cells. Then, 100 ul of sup-
plemented RPMI culture medium was added and the cells
were incubated under the same conditions mentioned before,
with 10 plL of LPS (1 pyg/mL) in the presence or absence of
10 L of L15 or L18 (0.039 pM, 0.078 pM, and 0.156 uM).
As a negative control of NO release, cells were kept without
stimulation. To determine the release of NO by peritoneal
macrophages. after the incubation period, the supernatants
of the cells were transferred to a reading plate, where Griess
recagent was added in a ratio of 1:1 (v/v) to the supernatant
of the culture. The optical density (OD) was determined
at 540 nm in a microplate reader (ELISA Human Reader
HS®). Values were compared with the NaNO, standard
curve (5-80 uM). Results were expressed in uM of NO,™.

Statistical analysis

Data were expressed as mean = standard error of the mean
(S.E.M.). Statistical differences were determined by analysis
of variance (ANOVA), followed by Bonferroni’s post-test
using GraphPad Prism 5 software (GraphPad, USA). Differ-
ences were considered statistically significant when p<0.05.

Results

Effect of L15 and L18 on mechanical hyperalgesia
in zymosan-induced arthritis model

Animals pre-treated orally with water and Zy injection into
the knee joint cavity showed increased mechanical hyperal-
gesia in 76.8% (1.9+0.3 g) at 3 h and 69.9% (2.2+0.2 g)
at 4 h, compared to the saline group (8.2+0.2 g) and
(7.3+£0.4 g) at 3 and 4 h, respectively (Fig. 2).

After 3 h of Zy-induced arthritis, celecoxib (10 mg/kg)
reduced mechanical hyperalgesia by 66.1% (5.6 £0.2 g). A
similar effect was observed with triazole-treated groups,
in which L15 (1, 3, and 10 mg/kg) reduced mechanical
hyperalgesia by 57.8% (4.5+0.6 g), 55.8% (4.3+0.7 g),
and 57.1% (4.4 +£ 0.4 g), respectively. Moreover, LI18 (1, 3,
and 10 mg/kg) reduced mechanical hyperalgesia by 60.4%
(48404 g), 65.1% (5.5+0.2 ¢), and 62.8% (5.1 +0.3 o),
respectively (Fig. 2A), both compared to the water-treated
control group.

After 4 h of Zy-induced arthritis, the standard anti-inflam-
matory celecoxib (10 mg/kg) reduced mechanical hyperalge-
sia by 62.8% (5.9 +0.2 g). Thus, the treatment with L15 (1,
3, and 10 mg/kg) reduced mechanical hyperalgesia by 51.1%
(4.5+£0.6 g), 485.8% (4.31£0.6 2), and 50.0% (4.4 0.3 g),
respectively. L18 (1, 3, and 10 mg/kg) reduced mechanical
hyperalgesia by 54.2% (4.8 +0.3 2), 61.4% (5.7+0.1 g), and
60.0% (5.5+0.3 g), respectively (Fig. 2B), compared to the
water-treated control group. There was no statistically sig-
nificant difference between the L.15 and 1.18 doses (5> 0.05)
and between the triazole-treated groups and celecoxib at the
same periods.

Effect of L15 and L18 on joint edema of the knee
in zymosan-induced arthritis model

Knee intra-articular Zy injection caused edema in mice
at 4 h (2.1 £0.1 mm) and 6 h (1.9+0.2 mm) after the
stimulus compared to the saline group (0.7 0.1 mm and
0.4+0.1 mm), respectively. L15 and L18 and the standard
anti-inflammatory celecoxib significantly reduced the edema
observed at 4 and 6 h, as shown in Fig. 3.

After 4 h of Zy-induced arthritis (Fig. 3A), celecoxib
(10 mg/kg) inhibited edema by 78.1% (0.5+0.1 mm),
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Fig.2 Effect of L15 and LI18 on mechanical hyperalgesia in
zymosan-induced arthritis model. Mice were pre-treated 60 min
before the stimulus, p.o., with L15 and L18. The control group
received water or celecoxib. Mechanical hyperalgesia was evalu-
ated 3 (Fig. 2A) and 4 h (Fig. 2B) after the Zy injection (i.a) in the
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Fig.3 Effect of L15 and L18 on the joint edema of the knee in
zymosan-induced arthritis model. Mice were pre-treated 60 min
before the stimulus, p.o., with L15 and L18. The control group was
treated with water or celecoxib 10 mg/kg. Knee edema was evalu-
ated at 4 h (Fig. 3A) and 6 h (Fig. 3B) after the Zy injection (i.a)

while L15 (1. 3, and 10 mg/kg) inhibited edema by
59.1% (0.9 +£0.2 mm), 65.2% (0.7+0.2 mm), and
47.0% (1.2+0.1 mm), respectively. Pre-treated ani-
mals with L18 (1. 3. and 10 mg/kg) reduced edema by
77.6% (0.5+0.1 mm), 66.2% (0.7+0.1 mm), and 71.4%
(0.6 +0.1 mm), respectively.

In the period analyzed, 6 h after Zy-induced arthri-
tis (Fig. 3B), celecoxib (10 mg/kg) inhibited by 47.4%
(1.0+£0.1 mm), and L15 (1. 3, and 10 mg/kg) reduced knee
edema by 68.9% (0.6 0.1 mm), 62.3% (0.7+0.1 mm),
and 42.1% (1.1 £0.04 mm). respectively. The inhibition of
edema in pre-treated animals with L18 (1, 3, and 10 mg/
kg) after the same time frame was 48.4% (0.9 +£0.2 mm),
47.9% (0.9+0.07 mm) and 48.4% (0.98+0.10 mm), respec-
tively. No significant difference between .15 and 1.18 doses
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and ##%p <0.001 (compared to the control group). ANOVA, followed
by Bonferroni’s test

6 hours
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in the knee of mice (n=>5 animals/group). Results were expressed

as mean+SEM. #p <0.001 (compared to the saline group);

Bonferroni’s test

(p>0.05) and between the triazole-treated groups and
celecoxib-treated groups at the same periods was found.

Effect of L15 and L18 on leukocyte infiltrate
into the joint cavity in zymosan-induced arthritis
model

Six hours after Zy-induced arthritis, an increase in the influx
of total cells (6050 + 121 cells/mm?) into the joint cavity of
mice was observed compared o the saline group (2264 + 39
cells/mm?). Pre-treatment with celecoxib (10 mg/kg) inhib-
ited the migration of leucocytes by 72.5% (1664 + 222 cells/
mm*). Animals pre-treated with L15 (1, 3 and 10 mg/kg)
showed a reduction in total cell influx of 63.3% (2221 + 370
cells/rmm?), 73.9% (1575 +221 cells/mm?), and 72.2%
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(1679 + 237 cells/mm?), respectively (Fig. 4A). At the
same time frame, animals pre-treated with L18 (1, 3, and
10 mg/kg) had reduced influx of total cells into the joint
cavity by 63.0% (2236 +402 cells/rmm?), 65.0% (2114 + 198
cells/mm?), and 67.8% (1950 + 190 cells/mm™), respectively
(Fig. 4A).

Seven days after Zy-induced arthritis, an increase in
the total number of leukocytes (1300 +67 cclls/mm"‘) was
observed in the intra-articular cavity compared to the saline

aroup (475 £56 cells/mm?). Animals pre-treated with cither

celecoxib or L15 and L18 showed a significant reduction in
the total cell number that migrated into the intra-articular
cavity compared to animals treated with water. This reduc-
tion represents 53.9% (600 +57 cells/mm?) in animals pre-
treated with celecoxib (10 mg/kg) and 54.6% (590 + 68 cells/
mm”). 66.9% (430 +25 cells/mm?). and 52.3% (62025
cells/mm?) in animals pre-treated with L15 (1 mg, 3 mg.
and 10 mg/kg), respectively (Fig. 4B).

Furthermore, groups pre-treated with L18 (1 mg, 3 mg
and 10 mg/kg) had decreased total cell migration by 53.9%

Fig.4 Effect of 15 and L18 on leukocyte infiltrate into the joint cav-
ity in zymosan-induced arthritis model. Mice were pre-treated 60 min
before the stimulus. p.o., with L15 and LIS, daily, during the assay
period. Total cellular influx was evaluated 6 h (n=7 animals/group)
(Fig. 4A), 7 days (n=5 animals/group) (Fig, 4B), and 21 days (n=5
animals/group) after the Zy injection (i.a) in the knee of mice. Con-

(600 =+ 27 Cells/mnf)., 46.9% (690 +29 cells/mmj‘), and
40.4% (775¢25cclls/mm3), respectively (Fig. 4B).
After 21 days, the leukocytes that migrated to the knee

27272

joint cavity of the mice were represented by 333 + 12 cells/

mm’. In animals pre-treated with celecoxib, this was reduced
by 75.68%. In addition, .15 (1, 3, and 10 mg/kg) reduced
cell migration by 79.3%, 70.0%, and 81.1%, while L18
showed a decrease of 77.5%, 66.1%, and 73.6%, respectively
(Fig. 4C. No significant difference between 1.15 and .18
doses (7> 0.05) and between the triazole-treated groups and
celecoxib-treated groups was found in the same periods,

Effect of L15 and L18 on the joint capsule of mice
in zymosan-induced arthritis model

After 7 days of Zy-induced arthritis, the positive control
group (treated with water and injected with Zy into the

joint) demonstrated cartilaginous matrix of the juint surface

with mild erosion and chondrocyte condensation. The joint
capsule of this group and the synovial membrane showed

trol groups received water or celecoxib, p.o., 60 min before the exper-
iments or daily. Results were expressed as mean=SEM. #p <0.001
(compared to the saline group) and #**#*p<0.001 (compared 1o the
control group). ANOVA, followed by Bonferroni’s test was con-

ducted.
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