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RESUMO

SILVA, Rafael Moreira. Avaliagdo dos efeitos antinociceptivo, anti-inflamatorio e
antiartrite do LQB-118 em camundongos. 2022. 92 pgs. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisioldgicas). Programa de PoOs-Graduagcdo Multicéntrico em Ciéncias Fisiologicas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2022.

A artrite reumatoide, uma doenca autoimune inflamatoria cronica e progressiva, leva a
erosdo Ossea, destruicdo da cartilagem e perda de fungdo, cursando com intensas dores
articulares. No desenvolvimento da doenga, 0s macrofagos séo os responsaveis por produzir e
secretar citocinas inflamatorias, como IL-1p, TNF-o e IL-17, que sdo capazes de ativar células
da imunidade adaptativa, expandindo o processo inflamatorio. Mulheres com artrite apresentam
melhoria no quadro clinico durante a gravidez, o que sugere que 0s hormoénios sexuais tenham
algum efeito protetor sobre a doenca. Apesar de existir muitas ferramentas farmacolégicas para
o0 tratamento da artrite, os medicamentos usados, como a leflunomida, provocam muitos efeitos
colaterais ou possuem um custo muito elevado. Sendo assim, o presente estudo visou avaliar 0
potencial antinociceptivo e antiartrite do LQB-118, uma pterocarpaquinona desenhada a partir
da juncdo do lapachol com o pterocarpano, bem como o envolvimento de receptores de
estrogénio no mecanismo de acdo deste composto. Para isso foram utilizados métodos
experimentais classicos que avaliam o comportamento nociceptivo e o modelo de artrite
induzida por zimosan em camundongos. O teste de contor¢cdo abdominal indicou efeito
antinociceptivo, pois o tratamento subcutaneo com LQB-118 (3, 10 e 30 mg/kg) reduziu o
numero de contor¢des abdominais de forma dose-dependente. No teste da formalina, ndo houve
alteracdo do tempo de reatividade do comportamento nociceptivo durante a dor neurogénica (0-
5 min), porém houve reducdo da reatividade dos animais durante a dor inflamatoria (15-30
min), sugerindo envolvimento de mecanismos anti-inflamatérios. O teste da placa quente
descartou o envolvimento de mecanismos antinociceptivos centrais, uma vez que o LQB-118
(30 mg/kg, s.c.) ndo alterou o tempo de queda dos camundongos. Além disso, o teste rota rod
descartou alteracdes nas funcGes motoras dos animais, pois o tempo de queda dos camundongos
ndo foi alterado pelo LQB-118 (30 mg/kg, s.c). No modelo de artrite induzida por zimosan, o
LQB-118 (30 mg/kg, s.c.) aumentou em 50,2% o limiar nociceptivo, enquanto a lapachol e
lausona nédo alteraram este parametro. Os tratamentos com LQB-118, lapachol e lausona
reduziram significativamente a migracao de leucdcitos para a cavidade articular induzida por
zimosan. A ovariectomia (OVX) demonstrou que o tratamento com LQB-118 (10 e 30 mg/kg)
manteve as fases do ciclo estral em metaestro e diestro, descartando uma possivel acdo agonista
sobre o0s receptores de estrogénio. O tratamento com LQB-118 (30 mg/kg) reduziu
significativamente o peso do Utero de animais OV X em 47,4%, indicando um possivel efeito
antagonista sobre os receptores de estrogénio. Corroborando com esta hipdtese, em animais
OVX que receberam cipionato de estradiol, o tratamento com LQB (30mg/kg, s.c.) reverteu o
aumento do peso do Utero em 29,4% e manteve 75% dos animais em metaestro ou diestro. In
vitro, o LQB-118 (10-100 uM) reduziu a sintese de citonas (TNF-o, IL-6 e IL-10) e a
proliferacdo de macrofagos priméarios estimulados com LPS. Esse conjunto de dados sugere
que o LQB-118 possui efeito antinocieptivo, antiartrite e antiproliferativo, indicando esse
composto como uma promissora ferramenta farmacoldgica para o tratamento da AR. N0ssos
dados também sugerem que o LQB-118 possa atuar como antagonista de receptores de
estrogénio. Entretanto, novos estudos precisam ser realizados para melhor investigar seu
mecanismo de acao.

Palavras-chave: Artrite reumatoide, LQB-118, Leflunomida



ABSTRACT

SILVA, Rafael Moreira. Evaluation of antinociceptive, anti-inflammatory and antiarthritis
effects of LQB-118 in mice. 2022. 92 pgs. Dissertation (Master's degree in Physiological
Sciences). Multicenter Graduate Program in Physiological Sciences, Federal Rural University
of Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2022.

Rheumatoid arthritis, a chronic and progressive inflammatory autoimmune disease,
leads to bone erosion, cartilage destruction and loss of function, leading to severe joint pain. In
the development of arthritis, macrophages are responsible for producing and secreting
inflammatory cytokines that are able to activate immune system cells, expanding the
inflammatory process. In addition, after the menopause period, the incidence of arthritis is three
times higher in women when compared to men and women with arthritis show improvement in
the health state during pregnancy, which suggests that sex hormones have some protective
effect on the disease. Although there are many pharmacological tools for the treatment of
arthritis, these drugs cause many side effects or are very expensive. Therefore, the present study
aimed to evaluate the antinociceptive and antiarthritis potential of LQB-118, a
pterocarpaquinone designed from the combination of lapachol and pterocarpan, as well as the
involvement of estrogen receptors in the mechanism of action of this compound. For this,
experimental models that evaluate the nociceptive behavior and the model of zymosan- induced
arthritis in mice were used. In the acetic acid-induced writhing, LQB-118 (3, 10 and 30 mg/kg,
s.c.) reduced the number of writhings in a dose-dependent manner (25.4%, 55.6% and 68.7 %,
respectively), indicating an antinociceptive effect. In the formalin test, LQB-118 (30 mg/kg,
s.c.) did not change the reactivity time of nociceptive behavior during neurogenic pain, but
reduced the reactivity of the animals by 46.6% during the inflammatory pain, suggesting an
antinociceptive effect involving anti-inflammatory mechanisms. The hot plate test ruled out the
involvement of central antinociceptive mechanisms, since LQB-118 (30 mg/kg, s.c.) did not
change the fall time of the mice. In addition, the rota rod test ruled out changes in the animal
motor functions, as the mice's falling time was not altered by LQB-118 (30 mg/kg, s.c.). In the
zymosan-induced arthritis, LQB-118 (30 mg/kg, s.c.) increased the nociceptive threshold by
50.2%, while lapachol and lausone did not change this parameter. Treatments with LQB-118,
lapachol and lausone significantly and similarly reduced zymosan-induced leukocyte migration
into the joint cavity. The treatment of ovariectomized animals (OVX) with LQB-118 (10 and
30 mg/kg, s.c.) did not alter the estrous cycle phases of these animals, which remained in
metestrus and diestrus, ruling out a possible agonist action on estrogen receptors. In contrast,
LQB-118 (30 mg/kg) significantly reduced the uterine weight of OVX animals by 47.4%,
suggesting a possible antagonistic effect on estrogen receptors. Corroborating this hypothesis,
in OV X animals that received estradiol cypionate, treatment with LQB (30mg/kg, s.c.) reversed
the increase in uterine weight by 29.4% and maintained 75% of the animals in metestrus or
diestrus. In vitro, LQB-118 (10-100 M) reduced the cytokine synthesis (TNF-a, IL-6 and IL-
10) and the proliferation of LPS-stimulated primary macrophages. This dataset suggests that
LQB-118 has antinocieptive, antiarthritis and antiproliferative effects, indicating this
compound as a promising pharmacological tool for the treatment of arthritis. Our data also
suggest that LQB-118 may act as an estrogen receptor antagonist. However, further studies
need to be carried out to better investigate its mechanism of action.

Keywords: Rheumatoid arthritis, LQB-118, Leflunomide.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide é classificada como uma doenca autoimune cronica, de carater
inflamatdrio progressivo que afeta as regies das articulagdes ocasionando erosdo 0ssea,
destruicdo da cartilagem e perda de funcdo. Nos estagios iniciais da doenca, poucas articulacdes
sdo afetadas, porém, acomete um ndmero maior dessas regides nos estagios mais avancados,

nos quais também é possivel apresentar sintomas extra articulares.

Os sintomas da artrite podem diferenciar de acordo com o estagio em que a doenca se
apresenta. O estagio inicial é caracterizado por apresentar sintomas mais generalizados, como
fadiga, inchaco nas articulacBes, bem como rigidez matutina (dificuldade de movimento
articular ao levantar-se da cama ou apds permanecer na mesma posi¢ao por um longo tempo).
J& no estadgio avangado, ou em casos de tratamentos malsucedidos, podem ocorrer
manifestacdes sistémicas em decorréncia do quadro inflamatdrio constante, como anemia,
leucopenia e doencas pulmonares, erosdo 0ssea, perda de movimento e destruicdo da

cartilagem.

Ademais, a artrite reumatoide é classificada como uma das doencas inflamatérias de
carater crébnico mais prevalentes atingindo a faixa de 0,5 — 1% da populacdo mundial e 0,2 —
1% da populacdo brasileira. A etiologia a artrite ainda é desconhecida, entretanto, seu
desenvolvimento pode estar associado a fatores genéticos (mutacdes no gene HLA-DRB),
ambientais (tabagismo, infeccdes) e hormonais (deficiéncia de hormonios sexuais), além do

sexo e da idade (Figura 1).

De modo geral, na progressdo, as articulacdes sinoviais séo infiltradas por macréfagos,
células T e B, enquanto o fluido sinovial é predominantemente invadido por neutrofilos
intensificando o processo inflamatério. Além disso, a artrite cursa com o quadro de intensas
dores articulares crénicas. A dor crénica configura um determinante sinal clinico de morbidade
e desvio cognitivo na artrite, contribuindo significativamente para a perda da funcionalidade
articular, com consequentes impactos socioecondémicos em termos de qualidade de vida do

paciente e de custos para a saude publica.
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Figura 1. Fatores que contribuem para o desenvolvimento da artrite reumatoide. Fonte: LIN et al, 2020.
Tanto fatores ambientais (fumo, obesidade e até mesmo infeccdo por alguns patégenos) quanto genéticos
(modificacdes epigenéticas, polimorfismos genéticos que afetam a apresentacdo de antigenos) contribuem para o
desenvolvimento da artrite reumatoide. A injdria sinovial e a hiperplasia dos fibroblastos também contribuem para
o estabelecimento da doenca através de ativar condi¢des inflamatérias que levam a modificacdo de autoantigenos
(geralmente por citrulinagdo), aumentando a suscetibilidade de degradacéo proteolitica.

O tratamento da artrite merece atencdo, ja que dados mostram que cerca de 40% dos
pacientes estardo inaptos a trabalhar dentro de 10 anos ap6s o inicio da doenca, o que configura
um problema de salde publica. Apds o diagnostico, o objetivo principal das modalidades de
tratamento existentes € alcancar total remissao ou diminuir a atividade e progressdo da doenca
em um periodo de seis meses, aproximadamente, para prevenir os danos, como a perda de
funcdo e as manifestacOes sistémicas da artrite reumatoide.

O tratamento é com base no uso de anti-inflamatérios esteroidais (AIES) e néo
esteroidais (AINES) e de terapia com os medicamentos modificadores da doenga (DMARD).
Entretanto, todos induzem importantes efeitos colaterais que limitam o seu uso. Dessa forma, a
busca de novos medicamentos capazes de tratar a artrite € imperativo na busca de tratamentos
mais eficazes e seguros. O composto LQB-18 é uma pterocarpoquinona sintética com efeito
anti-inflamatorio evidenciado em estudos prévios, o que habilita esse composto como uma

droga com potencial para terapia da artrite.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos Inflamatorios envolvidos na Artrite Reumatoide

A inflamacdo é uma resposta fisiologica orquestrada por varios medadores, tanto
inflamatdrios quanto anti-inflamatorios, induzidos pela lesdo tecidual (de origem mecanica,
quimica ou infecciosa) com o objetivo de eliminar o fator patogénico e iniciar a resposta de
regeneracdo ou cicatrizacdo. Isso se da devido a ativacdo de um processo que tem como ponto
inicial o recrutamento de células e moléculas pertencentes & imunidade inata, que migram da
circulacdo sanguinea para o tecido a fim de desempenhar um papel de combate e destruicao de
microrganismos e tecidual [MURPHY et al, 2010].

Os mediadores inflamatérios sdo os responsaveis pela inducdo dos sinais cardinais da
inflamacdo, através da inducdo de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular,
levando ao aumento da temperatura local, ruborizacdo e inchaco nos tecidos inflamados. Além
disso, esses mediadores também sdo responsaveis por provocar a sensibilizacdo de
nociceptores, ocasionando a hiperalgesia inflamatoria. Ao longo desse processo, 0S
mecanismos envolvidos na acdo microbicida podem levar a lesdo celular, portanto, o quadro de
inflamacdo cronica pode levar a perda de funcéo tecidual [LIN et al, 2020; WEYAND et al,
2021].

2.2. Aspectos Imunoldgicos da Artrite Reumatoide

2.2.1. Mondcitos/ Macréfagos e Neutroéfilos

Os mondcitos sdo produzidos na medula 6ssea e permanecem na circulagdo sanguinea
por aproximadamente 5 dias, e se tornam macrofagos apds migrarem para os tecidos. Os
macrofagos sdo células que estdo presentes em praticamente todos os tecidos e 6rgéaos, podendo
se diferenciar em macrofagos tecido especificos, como células de Kuppfer no figado e

macrofagos intestinais e pulmonares [CUTOLO, 1999].

Os neutrofilos sdo produzidos na medula éssea e possuem vida curta de circulacgdo,
sendo os leucdcitos mais abundantes no organismo, e possuem em sua superficie celular
receptores para o reconhecimento de estruturas bacterianas e para o sistema complemento,
sendo as principais células responsaveis pela captura e destruicdo de patdgenos, através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que levam a liberacdo de proteases que, por
fim, ocasionam a morte celular do microrganismo. [MURPHY et al, 2010; KAPLAN, 2013;
FRESNEDA et al, 2021].
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Neutréfilos e macrofagos residentes representam a primeira linha de defesa do
organismo contra patogenos, e estdo associados a fase aguda e cronica da inflamagdo. Os
macrofagos residentes sdo ativados por microrganismos invasores através do mecanismo de
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos, e desempenham um papel
central na progressdo da artrite reumatoide, sendo considerados uma importante fonte de
mediadores inflamatorios presentes no tecido sinovial de individuos acometidos pela doenga.
Essas células produzem e secretam IL-1 e TNF-a, citocinas que levam ao processo de
destruicéo tecidual [LIN et al, 2020; AREND, 1995; CUTOLO et al, 2003].

Os macrdfagos estdo relacionados com a imunopatologia da artrite reumatoide, pois foi
observado que quanto mais essas células infiltram as articula¢Ges sinoviais, maior é a destruicao
Ossea. Além disso, tanto a terapia convencional quanto a terapia baseada em neutralizar
citocinas (TNF-o, IL-1 e IL-6) promovem diminuicdo dos niveis desses mediadores
inflamatorios que sdo sintetizados e secretados, principalmente, por macréfagos [MORAIS et
al, 2014].

De forma geral, os macr6fagos podem assumir um fendtipo mais inflamatorio
classificado como M1, ou podem apresentar atividade anti-inflamatéria ao assumirem o
fendtipo M2, no qual ha liberacdo de citocinas que amenizam o processo inflamatorio, como a
IL-10. No quadro da artrite reumatoide, a maioria dos macréfagos se apresentam no perfil M1,
uma vez que expressam citocinas pro-inflamatdrias [GIERUT et al, 2010; MORAIS et al,
2014].

O TNF-a produzido por macr6fagos M1 afeta as células da membrana sinovial e induz
inflamacdo local com lesdo tecidual da cartilagem e destruicdo dssea, através da ativacdo de
osteoclastos, condrécitos, mastocitos e sinoviocitos. Além disso, a ativagdo dessas células
produz grandes quantidades de citocinas inflamatorias como a IL-1p, TNF-a e IL-17, além de
quimiocinas e moléeculas de adesdo, como a molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-I), que
ocasionam hiperplasia e destruicdo articular [MORAIS et al, 2014; LIN et al, 2020; CUTOLO
et al, 2003].

A membrana sinovial na artrite reumatoide possui expressiva infiltracdo de células de
origem mieloide (eosinofilos, macrofagos, basofilos) e linfoide (células T, B e Natural killers),
bem como hiperplasia de fibroblastos e angiogénese que formam uma camada anormal de

tecido (pannus), alterando a estrutura e funcionalidade das articulagdes sinoviais. Além disso,
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as articulagdes sinoviais sao infiltradas por outras células de carater inflamatério, como células
dendriticas e mastocitos [CANETE, 2013; MORAIS et al, 2014].

A producdo constante de citocinas inflamatoérias como TNF-a, IL-1 e IL-6 por
macrofagos faz com que o sistema imune inato esteja cronicamente ativado, e induz a migracéo
de leucdcitos para o local. A ativacdo da imunidade inata inicia a resposta autoimune, levando
a ativacdo dos mecanismos da imunidade adaptativa (células T e B), num processo que induz a
producdo de autoanticorpos autorreativos, sustentando as doencas autoimunes [LIN et al, 2020;
MORAIS et al, 2014].

Nesse contexto cronico de inflamacdo e ativagdo celular, a cartilagem e os tecidos 6sseos
passam pelo processo de degradacdo que pode levar a destruicdo completa da cartilagem e
erosdo 0ssea. O processo de erosdo Ossea se da pela presenca de um infiltrado inflamatério
6sseo que contribui para a ativacao da reabsor¢do 6ssea (Figura 2) [MORAIS et al, 2014; LIN
et al, 2020].

(CRUVINEL VM. 2014)

Ativacao de Fibroblastos
(Inflamacgéo)

o P S
it 4 \) .
Ativacao de Mastocitos - pges——— ey
(Prostaglandinas) e Ativacao de Osteoclastos
Ativacgdo de Condrécitos (Reabsorgao ossea)
(Metaloproteinases)

Figura 2. Representacdo do mecanismo imunopatoldgico da artrite reumatoide. Fonte: MORAES et al,
2014. As células B (LB) sdo ativadas por autoantdégenos produzindo autoanticorpos contra antigenos citrulinados
e fator reumatoide. Os linfdcitos Th1l produzem IFN-y e os linfécitos Th17 produzem IL-17 que, juntos, estimulam
0s macrofagos a produzirem citocinas, com destaque para TNF que possui varios efeitos celulares: ativagdo do
endotélio, ativagdo de fibroblastos (producdo de IL-6), ativacdo de osteoclastos, condrécitos e mastécitos.
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2.2.2. Linfécitos T

O desenvolvimento da artrite reumatoide € marcado por uma sequéncia de eventos
imunoldgicos e celulares, através da perda da tolerancia imunoldgica de células T e B contra
autoantigenos em decorréncia da influéncia de fatores genéticos e ambientais. Essas células
comecam a responder contra autoantigenos citrulinados, que séo produzidos atraves de sintese
proteica, e irdo se associar a moléculas do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC)
para apresentacdo as células T [SCOTT et al, 2011; YOSHIDA, 2014].

No tecido articular, os linfécitos T ativados estimulam os linfocitos B a produzirem
autoanticorpos anti-citrulina e mediadores inflamatdrios, sendo esse processo amplificado pela
acdo de diversas células do sistema imunoldgico. As respostas mediadas pelas células T sdo
importantes para o inicio do processo inflamatdrio e na cronificacdo da inflamacdo devido a
ativagdo de mondcitos/macrdofagos. Dessa forma, os linfocitos T se destacam, pois podem
estimular outras células do sistema imunologico a induzir o processo de lesdo tecidual
[MORAIS et al, 2014; LIN et al, 2020].

Entre os linfocitos T auxiliares (Th), as subpopulagdes Thl e Th17 apresentam um perfil
pré-inflamatorio, enquanto as células Th2 e Treg apresentam um perfil anti-inflamatério
[MADDUR, 2012]. Uma vez infiltrados nas articulacdes, as células Thl desenvolvem uma
resposta imune através da producdo de interferon gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral
(TNF). Ja as Th17 séo responsaveis pela producéo de IL-17A, IL-22 e TNF [MORAIS et al,
2014; LIN et al, 2020].

As células Th17 sdo caracterizadas por induzir inflamacdo tecidual e, por isso, estdo
envolvidas na patogénese da artrite reumatoide através da producdo de IL-17A que possui 0
carater de desenvolver osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea, uma vez que tanto as células Th17
quanto altos niveis de IL-17 foram evidenciados em lesdes teciduais em pacientes com artrite

reumatoide, o que contribui para a progressao da doenca [MORAIS et al, 2014].

Outra caracteristica da IL-17A é promover o recrutamento e geragdo de neutrofilos a
partir da producéo do fator estimulador de colénias de granulécitos. Além disso, as células Th17
promovem ativacao de fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos [MESQUITA JR et al,
2009; BOISSIER et al, 2012; MORAIS et al, 2014].

O ambiente inflamatorio caracterizado pela presenca de citocinas inflamatorias, como a

IL-1pB, IL-6, IL-23 e TGF-B estimula a diferenciacéo de linfdcitos T virgens em linfocitos Th17
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efetores, num evento que suprime a diferenciacéo de células T reguladoras, contribuindo com
a fisiopatogénese [MORAIS et al, 2014].

As células Thl também participam dos mecanismos fisiopatogénicos através da
producdo de citocinas, como o INF-y responsavel por ativar macréfagos e intensificar a resposta
inflamatoria. Essas células sdo reguladas por células apresentadoras de antigenos (APC) que
residem nas articulacBes e sdo responsaveis pela captura e apresentacdo de auto-antigenos em
moléculas do MHC de classe Il, o que conduz a respostas imunes contra autoantigenos
[MORAIS et al, 2014].

2.2.3. Linfécitos B

As células B também estdo relacionadas com a fisiopatologia da artrite reumatoide, uma
vez que é evidente a eficacia da terapia de deplecdo desse tipo celular através da administracdo
de anticorpos monoclonais. Nesse contexto, as células B iniciam o processo de ativacdo
policlonal para se diferenciarem em plasmécitos produtores de autoanticorpos, porém também
podem atuar como APC para células T formando complexos imunes circulantes que se
depositam em diversos tecidos e ativam a via classica do sistema complemento, favorecendo a
lesdo tecidual [MORAIS et al, 2014; THURLINGS et al, 2008].

O fator reumatoide é um autoanticorpo presente em pacientes com AR. Além dele,
outros ja foram descritos na AR, como o autoanticorpo contra antigenos epiteliais da mucosa
oral (anti-filagrina e anti-profilagrina) e o anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico (Anti-
CCP). Todos eles ttm em comum a propriedade de reagir contra epitopos de proteinas que
contém o aminoacido citrulina. Fatores ambientais podem influenciar induzir a citrulinacéo de
proteinas préprias, através de modificagGes enzimaticas em individuos predispostos [NIELEN
et al, 2004; VAN DER WOUDE et al, 2010; MORAIS et al, 2014].
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2.3. Hormonios sexuais femininos: caracteristicas principais e esteroidogénese

A artrite reumatoide é mais frequente em mulheres do que em homens, em uma relagéo
de 3:1, sendo o pico de incidéncia méaxima durante o periodo perimenopausal. O periodo do
climatério € uma etapa importante no envelhecimento feminino, uma vez que é caracterizado
por hipoestrogenismo progressivo, 0 que acarreta a interrupcao definitiva dos ciclos menstruais,
devido a diminuicdo das concentragdes de estrogénio, e a menopausa é o sinal que marca essa
fase. Um estudo concluiu que a deficiéncia de 17p-estradiol durante esse periodo pode aumentar
a sintese de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-13, contribuindo para a patogénese da artrite
reumatoide [KROTH et al, 2010; SHAH et al, 2020; AL-SALMAN, 2019]

Apesar de ser um processo fisioldgico, a menopausa provoca modificagdes no
organismo feminino, o vulnerabilizando a um conjunto de doencas que podem se manifestar
nesse periodo, como doencas autoimunes, ou podem ter seus sintomas agravados. [KROTH et
al, 2010; SHAH et al, 2020]. Além disso, mulheres com artrite geralmente apresentam melhoria
no quadro clinico durante a gravidez, periodo em que a concentracdo plasmatica de estrogénio
se eleva significativamente, sugerindo que os horménios sexuais possam ter algum efeito

protetor sobre a doenca [LIN et al, 2020].

O termo “estrogénios” se refere a um grupo de hormonios femininos que inclui estrona
(E), estradiol (E2 ou 17B-estradiol), estriol (E3) e estretrol (E4), pertencentes quimicamente a
familia de compostos organicos chamados de esterdis. Esses compostos possuem 18 carbonos,
com uma estrutura base com 17 carbonos distribuidos em quatro anéis - trés ciclohexanos e um
anel ciclopentano (Figura 3) [FUENTES, 2019].
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Estrone (E,) Estradiol (E,)

Estriol (E,) Estretrol (E,)

Figura 3. Estrutura quimica dos estrogénios endogenos: Estrona (E: em vermelho); Estradiol (E2em azul);
Estriol (Ez em verde) e Estretrol (E4em laranja). Fonte: FUENTES, 2019. Os quatro compostos contém 18
carbonos (C18H2402), dos quais 17 carbanos estdo rearranjados em quatro anéis (um anel aromatico, dois anéis
ciclohexano e um anel ciclopentano), além disso também possuem um grupo hidroxil fendlico, um grupo cetona
(estrona), ou um (17L4estradiol), dois (estriol), ou trés (estretrol) grupos hidroxila [FUENTES F; SILVEYRA P,
2019].

O principal substrato para o inicio da biossintese do estrogénio é o colesterol obtido
atraves da dieta, mais especificamente a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Através do
processo chamado de bioesteroidogénese, o colesterol sofre mudancas estruturais nas génadas,
cortex da adrenal e tecido adiposo, e € convertido a horménios esteroides de 21-carbonos
(pregnanes, progestogenos), 19-carbonos (androstanos) e 18-carbonos (estranos). O principal
local para a sintese do estrogénio € nos ovarios, especificamente nas células da granulosa
[FUENTES, 2019].

Em mulheres pré-menopausicas os estrogenos sdo produzidos principalmente nos
ovarios, no corpo-liteo e na placenta. Os diferentes tipos de estrogenos representam os produtos
gerados por reacGes em série ao longo da biossintese do estrogénio, todos tendo o colesterol
como molécula de partida. O principal produto do processo de biogénese é o E2, sendo o
estrdgeno mais potente durante o periodo de pré-menopausa, enquanto o E1 tem um papel maior
apOs a menopausa, quando passa a ser sintetizado na zona reticulada da adrenal [CUI et al,
2013].
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Em geral, os estrogénios sdo produzidos em maior quantidade pelos ovérios (na
menopausa ha diminuicdo da producédo de estrogénios pelos ovarios) e, em menor quantidade,
por outros tecidos, como figado, pancreas, tecido adiposo e seios [BARAKAT et al, 2016;
ISLANDER et al, 2011].

Em ratas ovariectomizadas, a producédo principal de estrogenos € alterada dos ovarios
para as regides extra-gonadais. Isso ocorre devido a presenca da enzima aromatase, cuja funcao
é converter os andrdgenos gerados na esteroidogénese que ocorre na zona reticulada da adrenal
em estrogenos nas regides extra-gladulares, como em células da pele, osteoblastos e condrdcitos
(Figura 4) [SIMPSON, 2001].

Aromatizagao

Testosterona Estradiol

Figura 4. Aromatizacdo da testosterona (hormonio andrégeno) para formar o estradiol (horménio
estrogeno). Fonte: ATTAR, 2006. Reagdo catalisada pela anzima aromatase.

2.4. Efeitos do estrogénio e a relacdo entre seus receptores e doencas autoimunes

Estrogénios sdo hormonios esteroides sexuais que possuem diversos efeitos fisiologicos,
como regulacdo do ciclo menstrual e da reproducdo, densidade 6ssea, funcdo cerebral,
mobilizacdo do colesterol, desenvolvimento do tecido mamario e dos 6rgaos sexuais e, também,
controle da inflamacéo; e exercem papel fisiologico em ambos os sexos [LIANG, 2013;
FUENTES, 2019].

Em mulheres, as caracteristicas sexuais primarias e secundarias sdo fornecidas pelos
estrogénios. O estradiol esta envolvido na proliferacdo de células epiteliais no endométrio do
utero e, na gravidez, o estradiol produzido pela placenta auxilia o inicio da producéo de leite.
Em homens, os baixos niveis de estrogénios sdo essenciais para funcdes fisioldgicas, como
maturagdo do esperma, manutencgdo da funcéo erétil e da libido. Todos os efeitos mencionados

sdo desencadeados pela ativagao de receptores de estrogénios [FUENTES, 2019].
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As macromoléculas responsaveis pelo desencadeamento dos efeitos do estrogénio séo
complexos proteicos denominados receptores de estrogénio (RE). Esses receptores sdo
nucleares e possuem dois subtipos (ERa e ERB) que sdo expressos em células das articulagdes
e do sistema imune, incluindo neutrofilos, células dendriticas, macrofagos e células T e B.
Existem dados que propdem um papel anti-inflamatério para o ERa., entretanto, o papel anti-
inflamatério do ERp ainda precisa ser melhor investigado [CUNNINGHAM, 2011; RICA et
al, 2016].

Dessa forma, o estrogénio/estradiol se liga ao RE, formando um dimero que é
translocado para o interior do nucleo celular, onde se ligara a proteinas co-regulatorias,
formando um complexo que se ligard aos elementos responsivos ao estrogeno (ERE) para,
enfim, dar inicio ao processo de transcri¢do, na via classica 1 (Figura 5) [ISLANDER et al,
2011].

Na via de sinalizacao transcricional ndo-classica, 0 complexo receptor/estrogénio inicia
a transcricdo através da ligacdo a fatores de transcricéo alternativos, por exemplo AP-1, que por
sua vez ira se ligar em em regides ndao-ERE. Além disso, ha a presenca de receptores de
estrogénio associados a membrana que se associam com receptores acoplados a proteina G,
como o GPR30, levando a répida ativacdo ou repressdo de sinalizagfes intracelulares através
da mobilizacdo de célcio. Um mecanismo nao-genémico também pode ser ativado através do

envolvimento de outros fatores de transcri¢do (Figura 5) [ISLANDER et al, 2011].

Os estrogenos desempenham algumas funcBes sobre o sistema imune, uma vez que
inibem a funcdo de neutrdfilos e sua adesdo ao endotélio, diminuem a atividade de células
natural killers (NK), induzem a apoptose de mondcitos e, ainda, possuem acado regulatéria sobre
a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelos mondcitos e macréfagos [ISLANDER, 2011].
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Cascatas de
sinalizagdo

Respostas rapidas

Figura 5. Sinalizacéo do estradiol. Fonte: ISLANDER et al, 2011. Mecanismo 1: via cl&ssica na qual o estradiol
se liga ao RE, é translocado ao nucleo, se liga aos ERE e inicia a transcri¢cdo; Mecanismo 2: Via ndo-cléssica na
qual o complexo estradiol/receptor se liga a fatores de transcricdo alternativos para iniciar a transcri¢do;
Mecanismos 3 e 4: ligacdo do estradiol a receptores de estrogenos associados & membrana ou GPR30 leva a
cascatas de sinalizacdo alternativas.

A ligacdo entre o estrogeno e as doencas autoimunes é complexa, ja que o estrogeno
pode provocar diferentes efeitos dependendo da doenca analisada. No IUpus eritematoso
sistémico, o estrogeno enddgeno e exdgeno potencializam o desenvolvimento da doenca, tendo
em vista seu efeito deletério para essa condi¢do clinica. Entretanto, no modelo experimental de
esclerose multipla, a encefalite autoimune, a administracdo de estradiol provoca inibicdo do
desenvolvimento da doenca, e 0 mesmo é visto nos modelos experimentais de artrite induzida

por colageno em camundongos [JANSSON et al, 1998].

O estrogeno, em altas doses, possui papel protetor na AR, uma vez que é capaz de se
ligar ao receptor ERa presente nas células T, levando a inibigéo de citocinas pro-inflamatorias,
como IFN-y e IL-17. J& em baixas doses, no modelo de miastenia gravis, a administracdo de
estrogeno levou a ativacdo de células dendriticas e a producdo de citocinas inflamatdrias
[GUERY, 2012].

Estudos sugerem que a reducéo da producdo de hormonios sexuais durante o periodo da

perimenopausa pode favorecer o desenvolvimento e a progressdo da AR. Além disso, ha dados
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que corroboram essa hipdtese, onde 75% das pacientes humanas gravidas com altas
concentracdes plasméticas de hormdnios sexuais apresentaram melhoras nos sinais clinicos da
doenca. Ademais, durante a fase pos-ovulatéria do ciclo menstrual e durante a gravidez, quando
0s hormdnios sexuais estdo em altas concentracfes plasmaticas, ha diminuicdo frequente da
intensidade da AR [SILMAN et al, 1992; CUTOLO, 2005; ISLANDER et al, 2010].

A ovariectomia em roedores fémeas consiste na retirada dos ovérios, mimetizando a
menopausa nesses animais, uma vez que ha privacdo dos horménios produzidos pelo
organismo. Corroborando com os dados descritos na literatura, foi demonstrado que a
ovariectomia, em camundongos fémeas, agrava a artrite, bem como a sintese de TNF-a articular
induzida pela administracdo intra-articular de zimosan. Os efeitos da ovariectomia foram
revertidos pelo tratamento subcutdneo com cipionato de estradiol ou agonistas seletivos dos
receptores ERa e ERp, indicando que o estradiol produz efeitos protetores na artrite através da
ativacdo dos receptores nucleares ERa e ERP. Esses resultados sugerem que 0s receptores
nucleares de estrogénio possam ser potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da artrite
reumatoide em mulheres [SCHENEIDER et al, 2019].

2.5. Alterac0es fisiologicas durante o ciclo estral em roedores fémeas

Em humanos do sexo feminino, o ciclo reprodutivo é chamado de ciclo menstrual, com
duracdo de aproximadamente 28 dias. Em roedores fémeas o ciclo reprodutivo recebe o nome
de ciclo estral e possui duracéo de 4-5 dias, aproximadamente. Através da estimulacdo do eixo
hipotalamo-hipofiose-gbnadas, a atividade dos gonadotrofos presentes na hipofise leva a
secrec¢do do horménio luteinizante (LH) e do hormdnio foliculo estimulante (FSH) que, juntos,
estimulam células especificas presentes nos ovarios, levando a ovulacdo e a secrecdo de
estrogénio (E2) [CALIGIONI, 2009].

Na maior parte do tempo, a concentracdo plasmatica de E2 € baixa, porém um pico de
concentragdo é alcancado no periodo pré-ovulatério. Por possuirem um ciclo reprodutivo de
curta duracdo, os roedores configuram o modelo animal mais adequado para investigar as
mudancas que ocorrem durante esse ciclo. Esses animais dispdem, na maior parte do tempo, de
ciclos regulares, os quais s&o de facil manipulagéo e ndo sofrem variagdes facilmente, mesmo
em condicdes de estresse dos animais [CALIGIONI, 2009].
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Em estudos envolvendo a anélise de sistemas reprodutivos e a influéncia do ciclo estral,
a citologia do esfregaco vaginal é utilizada para determinar as fases do ciclo, através da
proporcao de trés tipos celulares presentes no esfregaco: células epiteliais, células cornificadas
e leucdcitos, sendo possivel determinar quatro estagios ou fases: proestro, estro, metaestro e
diestro [LONG, 1922; CALIGIONI, 2009].

O estagio chamado de proestro € marcado pela presenca de células epiteliais no lavado
vaginal, correspondendo ao dia pré-ovulatério, quando as concentragdes de E2 aumentam e, no
periodo da noite, ocorre a ovulacédo pela influéncia do LH e FSH. No estagio denominado estro,
o lavado vaginal apresenta células cornificadas e sem nucleo visivel, e as concentragdes de E2
permanecem elevadas ao longo da manha e sdo reduzidas a niveis basais no periodo vespertino.
Entretanto, no estdgio metaestro o lavado vaginal apresenta um mix celular com
predominancia de leucdcitos, e a concentracdo plasmatica de E2 é baixa. Assim como 0
metaestro, o estagio diestro é marcado pela predominancia de leucdcitos, porém os niveis de
E2 comecam a ser elevar [WALMER et al, 1992; CALIGIONI, 2009].

As variagdes das concentracbes plasmaticas de E2 durante o ciclo estral influencia o
comportamento dos animais. Estudos demonstraram que 0s animais apresentaram aumento na
atividade locomotora, baixos niveis de estresse e diminuicdo na ingesta de alimentos durante a
fase estro, na qual a concentragdo de E2 esta elevada. Além disso, 0 E2 induz efeito hipertréfico
sobre a parede uterina e sobre os lactotrofos (aumentando a producao de prolactina) localizados
na adenohipofise. Sendo assim, nas fases proestro e estro, onde o0s niveis de estrogénio
encontram-se elevados, ocorre 0 aumento do peso uterino e hipofisario, enquanto nas fases
metaestro e diestro e em animais ovariectomizados, onde os niveis de estrogénio encontram-se
baixos, ocorre o inverso [INOUE, 2021; AJAY| et al, 2020; MARCONDES, 2002].

2.6. Diagnostico da artrite reumatoide

Pacientes com artrite reumatoide apresentam perfil clinico de alteragdes dsseas, inchago
as articulacdes, rigidez articular pela manha e sintomas generalizados que levam a alteracdes
em exames laboratoriais. Nesse contexto, um diagnéstico rapido e preciso € de grande
importancia na conducdo do tratamento desses pacientes, ja que € uma ferramenta fundamental
para impedir a progressdo a doenca e seus danos, como lesdes articulares irreversiveis e perda
de funcéo [LIN et al, 2020].
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O diagndstico consiste basicamente em reunir dados dos pacientes acerca de seus
sintomas, fatores de risco, historia familiar e combina-los com resultados de ultrassonografia
das articulagdes, exames laboratoriais para deteccdo de autoanticorpos especificos para artrite
reumatoide e a avaliacdo médica. Além disso, imagens de ressonancia magnética juntamente
com resultados de ultrassonografia configuram ferramentas para monitorar a progresséo da
doenca, através da deteccdo de processos inflamatdrios nas articulagdes e avaliar a presenga ou

auséncia de erosdo 6ssea [LIN et al, 2020].

Ja as citocinas inflamatorias IL-6, IL-1b e TNF-a sdo os principais gatilhos para a
producdo de proteina C reativa (PCR) pelos hepatdcitos e funcionam como biomarcadores

clinicos para avaliar o perfil inflamatorio desses pacientes.

2.7. Ferramentas terapéuticas na artrite reumatoide

Segundo Lin et al, 2020, o tratamento da artrite merece atencdo, ja que dados mostram
que cerca de 40% dos pacientes estardo inaptos a trabalhar dentro de 10 anos ap6s o inicio da
doenca, o que configura um problema de satde publica. Apds o diagndstico, o objetivo principal
das modalidades de tratamento existentes é alcancar total remissdo ou diminuir a atividade e
progressao da doenca em um periodo de seis meses, aproximadamente, para prevenir 0s danos,

como a perda de funcdo e as manifestacoes sistémicas da artrite reumatoide.

No passado, utilizava-se um tratamento com base na seguinte triade: descanso,
administracdo de medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) e, se estes nao
fossem eficazes, langava-se médo da terapia com os medicamentos modificadores da doenca
(DMARD) (Figura 6). Ao passar dos anos essa abordagem se mostrou limitada, uma vez que
0s pacientes frequentemente eram acometidos por destruicdo de cartilagem, perda de funcéo e
incapacidade de trabalho [FRIES, 2000; ALETAHA et al, 2018].

Atualmente os AINES e os DMARDs ainda sao utilizados, porém com o avanco das
descobertas cientificas, houve mudancas significativas na abordagem terapéutica e outras
ferramentas foram introduzidas, como os medicamentos glicocorticoides imunossupressores e
abordagens ndo-medicamentosas, como exercicios fisicos e aconselhamento dos pacientes [LIN
et al, 2020; ALETAHA et al, 2018].].
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Disease-modifying anti-
rheumatic drugs (DOMARDs)
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Etanercept (sTNF-R)
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Figura 6. Panorama sobre os DMARDs comumente utilizados no tratamento da artrite reumatoide. Fonte:
FIRES, 2000. Os DMARD:s estdo agrupados em Sintéticos e Bioldgicos. Os bioldgicos incluem os anticorpos
monoclonais e inibidores de células T.

Muitas sdo as acOes benéficas desses medicamentos, entretanto ainda possuem algumas
limitacBes. Os AINES, como o ibuprofeno, sdo eficazes em diminuir a dor por atuarem na
inibicdo da sintese de prostaglandinas, mas ndo previnem o dano a cartilagem e articulagdes
[BRUNE et al, 2015; ALETAHA et al, 2018].

J& os medicamentos modificadores da doenga sdo farmacos que atuam na inflamacéo
podendo diminuir a progressdo da doenca e, portanto, também podem prevenir futuros danos
nas articulacdes, uma vez que podem reestabelecer a funcgdo fisica e interferir nos sinais e
sintomas da doenca. Além disso, essa classe de farmacos se divide em (1) sintéticos
convencionais (sulfadiazina, metotrexato e leflunomida); (2) sintéticos especificos (atuam
inibindo estruturas especificas, como JAK1/2) e (3) bioldgicos (anticorpos monoclonais
inibidores de citocinas, como TNF-a, IL-6, bem como seus receptores) [SMOLEN, 2016; LIN
et al, 2020].

Apesar de se apresentarem como uma ferramenta de éxito no tratamento da artrite
reumatoide, os DMARDs possuem um custo elevado e causam efeitos adversos que podem
limitar o seu uso a longo prazo [BURMESTER, 2017; LIN et al, 2020].

Os sintéticos especificos e os biolégicos causam efeitos adversos semelhantes, por
atuarem na inibicdo dos mecanismos pro-inflamatorios da doenga, e incluem aumento de
infecgdes, niveis de colesterol aumentados, linfopenia, neutropenia e efeitos gastrointestinais.

Além disso, os bioldgicos ainda podem causar outros efeitos adversos, como elevacdo de
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enzimas hepaéticas, esclerose e psoriase [BURMESTER, 2017; LIN et al, 2020], o que reforca
a necessidade de pesquisa de novas moléculas para desenvolver farmacos promissores cujos
alvos sejam os elementos envolvidos na patogénese da doenca e que possuam maior seguranca

em relacdo aos efeitos adversos ja citados [SMOLEN et al, 2016].

Os glicocorticoides regulam o metabolismo e a inflamagdo, e provocam efeitos
fisiolégicos e bioquimicos em diversos tecidos do corpo. Dessa forma, essa classe de
medicamentos compde a terapia-padréo para reduzir a inflamacao e a ativacao do sistema imune

em varias condi¢es clinicas, como asma, alergia e doencas reumatoides [ORAY et al, 2016].

Entretanto, muitos sdo os efeitos adversos atribuidos ao uso crénico dos
glicocorticoides, e podem aparecer em aproximadamente 90% dos pacientes que fazem uso
desses medicamentos por mais de 60 dias, independente da dose utilizada afetando varios
sistemas e estruturas fisiologicas, o que dificulta seu uso em terapias cronicas (Tabela 1)
[CURTIS et al, 2006; ALETAHA et al, 2018].

Apesar de possuirem acdes anti-inflamatdrias e imunossupressoras, a terapia com 0s
glicocorticoides também apresenta efeitos adversos indesejados, o0 que torna o tratamento com
esses medicamentos dificil e, de certa forma, penoso. No sistema 6sseo, 0s glicocorticoides
inibem a ativacdo de osteoblastos, levando a diminuicao da formacdo 6ssea, aumentado o risco
de fraturas vertebrais ou no quadril [ORAY et al, 2016].

Os efeitos adversos dos glicocorticoides sobre os musculos esqueléticos incluem
diminuicdo da sintese proteica e aumento da taxa de catabolismo proteico, o que leva a atrofia
muscular. Além disso, esses medicamentos podem afetar diretamente o metabolismo da glicose,
gerando hiperglicemia através do aumento da gliconeogénese hepatica, inibicdo da captacdo de
glicose pelos tecidos adiposos e, até mesmo, alteracdo nos receptores de glicose [ORAY et al,
2016; WEINSTEIN, 2012].

O uso de glicocorticoides pode interferir no ganho de peso, suprimir atividade da
glandula adrenal, aumentar a pressdo intraocular, causar irritabilidade do sistema
gastrointestinal e suprimir a imunidade celular predispondo o paciente a desenvolver infecgdes
intracelulares [OREY et al, 2016].
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Tabela 1. Efeitos adversos cronicos dos glicocorticoides.

Sistemas Afetados Efeitos Adversos dos Glicocorticoides

Muscular e esquelético  Osteoporose, necrose 6ssea avascular, miopatia

Enddcrino e Hiperglicemia, diabetes mellitus, dislipidemia, ganho de peso,
metabolico supresséo do crescimento e da adrenal
Gastrointestinal Gastrite, Ulcera péptica, sangramento gastrointestinal,

perfuracéo visceral, esteatose hepatica, pancreatite

Cardiovascular Hipertensdo, doenca cardiaca coronaria, isquemia cardiaca,

faléncia cardiaca

Dermatoldgico ErosOes cutaneas, estrias, retardo no processo de cicatrizacéo,

acne, hirsutismo, perda de cabelo

Neuropsiquiatrico Mudancas de humor, depressdo euforia, irritabilidade,

ansiedade, transtorno cognitivo, psicose, delirio

Oftalmoldgico Catarata, glaucoma, midriase, infec¢des oculares oportunistas

Imunoldgico Supressdo da imunidade celular, predisposicdo a infeccoes,

reativacdo de infecgdes latentes

Fonte: ORAY et al, 2016.

2.8. O DMARD leflunomida e seu uso no tratamento da artrite reumatoide

A leflunomida é um farmaco pertencente a classe dos medicamentos modificadores da
doenca sintéticos com potente acdo imunossupressora que foi aprovado para o tratamento de
pacientes com AR em 1998. Sendo um pré-farmaco, é convertida in vivo em seu metabdlito
ativo priméario A771726, conhecido como teriflunomida [PERES et al, 2017].

Utilizado no tratamento de doengas autoimunes, a teriflunomida diminui a sintese de
DNA e RNA, bem como a proliferagdo celular, principalmente de linfdcitos, apresentando
eficacia para o tratamento da artrite reumatoide, tanto em sua forma moderada quanto na severa
[WANG et al, 2019; SATO et al, 2017].

Um dos mecanismos propostos para a leflunomida é a inibicdo da enzima mitocondrial
dihidroorato desidrogenase, que catalisa a reacéo de sintese das pirimidinas para a manutencéo

do metabolismo e da proliferacéo celular, o que leva a diminuicdo da proliferagdo de linfocitos
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e da producdo de citocinas pro-inflamatorias, corroborando seu efeito anti-inflamatorio [PERES
et al, 2017].

Além disso, estudos demonstraram que o metabdlito ativo da leflunomida foi capaz de
exercer efeitos anti-inflamatodrios através da supressdo da sintese de TNF-a e IL-1p durante a
ativacdo da interacdo célula-célula entre linfocitos T e mondcitos [AREND, et al 1997;
CUTOLO et al, 2003]. Também é atribuida a teriflunomida a atividade supressora da producéo
do fator nuclear kB (NF-kB), um potente fator de transcricdo, além de diminuir a glicosilacéo
de moléculas de adeséo celular, como a ICAM-I, levando a reduc¢édo do contato celular durante
uma reacdo inflamatoria. Dados na literatura mostram que houve reducdo da expressao de
ICAM-1, TNF-a e IL-1b no liquido sinovial de pacientes apds 4 meses de tratamento com
leflunomida [CUTOLO et al, 2003; KRAAN et al, 2000].

Apesar de ser um farmaco eficaz, eventos adversos associados ao uso cronico da
leflunomida ja foram relatados, como como néusea, diarreia, imunossupressdo, rash cutaneo,

anemia, e dificultam seu uso prolongado [SATO et al, 2017].

2.9. Pterocarpaquinona: LQB-118 e seu potencial protetor na artrite reumatoide

A reacdo quimica de hibridacdo entre grupos pterocapanos e quinonas ddo origem a
moléculas hibridas sintéticas classificadas como pterocarpaquinonas. Nesse contexto, o LQB-
118 é uma pterocarpaquinona sintética formada a partir da juncdo entre fragmentos bioativos
de 1,4-naftoquinona lapachol e o pterocarpano 4-hidroximaackiana (LQB-79), por uma reacéao
de hibridagéo, onde os anéis B, C e D sdo conservados (Figura 7). [RICA et al, 2016].

Os pterocarpanos possuem atividades bioldgicas ja descritas na literatura, as quais
incluem acdo citotdxica, antioxidante, antiinflamatéria e antimicrobicidas, sendo classificados
como isoflavonoides que fazem parte do grupo de metabdlitos secundarios presentes em plantas
da familia Fabaceae [NETTO et al, 2009; CARVALHO et al, 2020; KIM et al, 2020]. Por outro
lado, as quinonas sdo compostos neutros produzidos por insetos e vegetais e sdo utilizadas como
fonte de defesa quimica, possuindo a¢des oxidantes e eletrofilicas, além ja possuirem descri¢es
na literatura possuindopropriedades antimicrobianas, anti-inflamatoria, oxidante e antitumoral
[COSTA, 2011; SILVA et al, 2012].
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Estudos in vitro sugerem que o LQB-118 possui a¢Bes antileishmania e antineoplésicas,
uma vez que foi capaz de inibir a proliferacdo de células tumorais e induzir apoptose em células
de leucemia mieloide aguda [JUNIOR et al, 2011; MORAES, 2014].

1,4-naftoquinona LAPACHOL

LQ8-79 o
(pterocapano 4-hidroximaackiana)

o
0

LQB-118
(B) o
0
0
OH AcOM 0
. H E“N I
refluxo (3b) e
acroleina 0
50% 0
lausona Cromeno quinona gAcO!%d 10 mol% » H
940, (11eq)
PEG 400 "
L 90°C, 30 min
D —
HO 58%
240do-fenol LQB-118

Figura 7. Estrutura quimica do LQB-118 - Design estratégico (A) e a rota sintética (B) da
pterocarpaquinona LQB-118. Fonte: Modificada de DE SA BACELAR et al., 2013; LIMA, 2020. A figura
A ilustra o design estratégico que originou a ideia para a sintese do LQB-118 e a figura B apresenta a rota sintética
desta pterocarpaquinona via arilacdo de Oxa-Heck catalisada por paladio (Pd) com a substituicdo do anel
naftoquinona a partir da lausona como substrato de partida, conservando os anéis B, C e D do pterocarpano 4-
hidroximaackiana (LQB-79).

O lapachol € uma naftoquinona e um dos percursores da sintese do LQB-118 que possui
efeitos biolégicos microbicidas e anti-inflamatérios e, pelo menos em parte, o efeito anti-
inflamatorio do lapachol pode ter relagcdo com a inibi¢do da enzima dihidroorato desidrogenase,
essencial para a sintese das pirimidinas. Nesse caso, Peres et al, 2017 demonstraram que 0
lapachol reduziu a artrite induzida por colageno ou por antigeno (albumina sérica bovina) em
camundongos, um modelo de artrite autoimune experimental, além de inibir a proliferagdo
celular de linfécitos in vitro [PERES et al, 2017].
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Esse efeito este que foi revertido pela suplementacdo de uridina, o que sugere a inibi¢ao
da enzima dihidroorato desidrogenase como mecanismo de agdo para este efeito. Esses
resultados sugerem que o lapachol pode compartilhar de acdes semelhantes as da leflunomida,
um farmaco inibidor da dihidroorato desidrogenase e eficaz no tratamento de doencas

autoimunes, como a artrite reumatoide [PERES et al 2017].

Além disso, estudo in vivo demonstrou que o pré-tratamento com LQB-118 inibiu a
ativacdo de NFxB, um importante fator de transcricdo de proteinas inflamatorias, no tecido
pulmonar. O LQB-118 também foi capaz de reduzir a migracéo de neutrdfilos e a concentracdo
de TNF-a no lavado broncoalveolar em modelo murino de inflamacéo pulmonar induzido por
LPS, sugerindo que o LQB-118 exerceu efeito anti-inflamatério neste modelo [RICA et al,
2019].

Adicionalmente, um recente estudo demonstrou a acdo anti-inflamatéria do LQB-118
no modelo murino de peritonite induzida por zimosan, um polissacarideo insoltvel presente na
parede celular de Saccharomyces cerevisiae com acdo agonista sobre receptores Toll-Like 2
(TLR2), que é abundantemente expresso em células do sistema imune e sua ativacéo induz a
liberacdo de citocinas inflamatorias pelos macrofagos, neutrofilos e células dendriticas. O
estudo citado consistiu no pré-tratamento de camundongos com LQB-118 e mostrou reducao
da migracdo celular de leucdécitos para a cavidade peritoneal e a concentracdo de TNF-a., IL-13
e IL-6 no lavado peritoneal. A molécula também foi capaz de inibir a sintese dessas citocinas
em cultura de macrofagos estimulados por zimosan, e os autores demonstraram que o efeito do
LQB-118 sobre esses macrofagos depende, pelo menos em parte, da reducao da expressdo de
TLR2 e CD69 na membrana plasmatica e da diminuicdo da fosforilacdo da pSMAPK [LIMA
et al, 2020].

O conjunto de dados abordados anteriormente evidenciam o efeito anti-inflamatorio do
LQB-118 em diferentes modelos murinos, contudo o seu mecanismo de ac¢do ainda nédo esta
claro. Além disso, os possiveis mecanismos de acdo propostos para 0 LQB-118 indicam uma
possivel eficacia no tratamento da artrite. Diante da falta de evidéncias experimentais quanto
ao efeito antinociceptivo do LQB-118, o presente projeto propOe avaliar efeito antinociceptivo
deste composto em modelos experimentais especificos. Além disso, foi investigado o efeito
anti-inflamatorio do LQB-118 em modelo murino de artrite induzida por zimosan.

Adicionalmente, vamos investigar o potencial do LQB-118 como agonista dos receptores
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nucleares de estrogénio e como inibidor a enzima dihidroorato desidrogenase e relacionar esses

resultados como 0s possiveis mecanismos de acdo deste composto.

Sendo assim, diante da problematica relacionada ao tratamento crénico da artrite
reumatoide e do carater debilitante da doenca, se faz necessaria a busca e o desenvolvimento
de novas moléculas que tenham potencial para constituirem novas ferramentas terapéuticas,

visando melhorar a qualidade de vida dos pacientes e reduzir a progressdo da doenca.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatorio e
antinociceptivo do LQB-118 em modelos experimentais murinos de nocicepcao, inflamacao e
artrite, bem como investigar a sua possivel acdo agonista sobre os receptores nucleares de
estrogénio em camundongos fémeas e 0 seu potencial efeito inibidor da enzima dihidroorato

desidrogenase em cultura primaria de macréfagos, como mecanismo de acao.

3.1. Objetivos especificos
> Auvaliar se o tratamento subcutaneo com LQB-118 possui efeito antinociceptivo

através dos modelos de contor¢do abdominal induzida por acido acético, formalina
e placa quente;

» Validar os efeitos antinociceptivos investigando se o tratamento subcutaneo com
LQB-118 altera a coordenacdo motora, através do teste rota rod;

» Investigar se o tratamento subcutaneo com LQB-118 induz efeitos antinociceptivos
e anti-inflamat6rios em modelo murino de artrite induzida por zimosan;

» Averiguar in vitro se 0os macréfagos sao celulas alvo para o LQB-118;

> Investigando se esse composto inibe a sintese de citocinas induzida por LPS;

> Investigar se os efeitos do LBQ-118 em cultura de macrofagos primarios envolvem

a inibicdo da enzima dihidroorato desidrogenase como mecanismos de agéo.

3.2. Modelos animais de artrite reumatoide

Os modelos experimentais de artrite sdo desenvolvidos para induzir a doenga em animais,

reproduzindo os parametros encontrados na AR em humanos. Para ser considerado um modelo
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ideal de artrite, deve apresentar achados clinicos, radioldgicos e histopatologicos semelhantes
aos observados no quadro de artrite reumatoide, sem sistematizagdo. Além disso, deve ser de
facil inducéo, baixo custo, boa reprodutibilidade, possuir confiabilidade e ter resposta a agentes
terapéuticos semelhantemente a AR humana, além de ter parametros imunoldgicos mensuraveis
[OLIVER, 1996].

O modelo de artrite induzida por zimosan, descrito por Keysone et al. (1997), € um
interessante modelo murino para avaliar os parametros da imunidade inata envolvidos na
inflamacdo sinovial. O zimosan € um polissacarideo derivado de Saccharomyces cerevisiae,
que provoca um intenso quadro inflamatério agudo ap6s a sua administracdo intrarticular.
Assim sendo, o zimosan ativa a proliferacdo celular do revestimento sinovial, erosédo da
cartilagem e formacdo do pannus, caracteristicas especificas do quadro de AR [KEYSTONE et
al, 1977].

Estudos demonstram que o zimosan é capaz de estimular a sinalizagdo do NF-kB através
da ligacdo a receptores toll like 2 (TLR2) presentes em macrdfagos residentes, além de
estimular a secrecdo de TNF-a. e outras citocinas pré-inflamatérias. Dessa forma, com o modelo
de artrite induzida por zimosan, é possivel analisar muitos parametros imunes e inflamatérios
da artrite reumatoide, como hipernocicepcdo, edema articular, migracdo de leucdcitos, resposta
febril e sintese de mediadores inflamatérios. Ademais, as vantagens acerca desse modelo — boa
reprodutibilidade e acessibilidade — fazem dele uma ferramenta relevante no desenvolvimento
de pesquisas em reumatologia [SATO et al, 2003; KANASHIRO et al, 2009; SILVA, 2006].

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais
Os animais utilizados foram provenientes do Biotério de Criacdo de Roedores do

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas/ICBS da UFRJ. Para os experimentos que avaliaram os
efeitos antinociceptivo e antiartrite do LQB-118 foram utilizados camundongos machos e para
0s experimentos que avaliaram o potencial agonista de receptores de estrogénio foram
utilizados camundongos fémeas, ambos da linhagem Swiss, entre 30 e 40 gramas. Todos 0s
experimentos seguiram as normas éticas estabelecidas para a experimentacdo com animais
conscientes recomendadas pela IASP [ZIMMERMANN, 1983] e foram aprovadas pelo Comité
de Etica para Uso de Animais do ICBS/UFRRJ (protocolo niimero 019/2017 da CEUA/ICBS
— Anexo 1).
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4.2. Farmacos, doses, reagentes e preparo das solugdes utilizadas

- Cipionato de estradiol: Solubilizado em éleo vegetal e administrado na dose de 2,5 ug/kg por

via subcutanea (Zoetis Brasil, SP, Sdo Paulo, Brasil);

- Diazepam: Solubilizado em salina e administrado na dose de 5 mg/kg por via subcutanea
(Cristalia, SP, Séo Paulo, Brasil);

- Fentanil (Fentanyl): Solubilizado em salina e administrado na dose de 150 ug/kg por via

subcutanea (Cristélia, SP, Sdo Paulo, Brasil);

- Formalina: Formaldeido a 2,5%, solubilizado em salina e administrado 20 uL por via
intraplantar (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA);

- Indometacina (Merck, Sharp & Dohme - Sao Paulo, Brazil): administrada na dose de 2 mg/kg

por via subcutanea;
- Isoflurano: a 2%, por via inalatoria;

- Lausona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): Administrada na dose de 17,3 mg/kg

equimolar ao LQB-118, por via subcutanea;

- Lapachol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): Administrado na dose de 24 mg/kg equimolar

ao LQB-118, por via subcutanea;

- LPS (E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): Usado para o estimulo de

macréfagos em 5 ng/poco;

- LQB-118: Solubilizado em salina e administrado na dose de 10 ou 30 mg/kg por via

subcutanea;

- Zymosan (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): Administragdo de 10 uL (15 pg/uL) diluido

em solucéo salina 0,9%, por via intrarticular.
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4.3. Avaliacao do efeito antinociceptivo do LQB-118

4.3.1. Teste de contor¢ao abdominal

Os animais foram tratados por via subcutanea com veiculo (6leo de girassol), LQB-118
(3, 10 e 30 mg/kg) ou indometacina (controle positivo, 2 mg/kg), 1 h antes da administracao de
acido aceético 0,8% (10 mL/kg). As contor¢bes abdominais foram contabilizadas durante 30 min

apos a administracdo do acido acético (Figura 8) [TEIXEIRA et al, 2020].

Acido acético 0,8% (10 ml/kg)

Oh 1h 1,5 h

| |
Oleo de girassol 10 mL/kg | |

‘5 LQB -118 (3, 10 ¢ 30 mg/kg) 30 min
\ ‘rﬁ' X Indometacina (2 mg/kg) Contorcdes abdominais

Subcutineo

Figura 8. Exemplificacdo esquematica da metodologia referente ao experimento para avalia¢do do efeito
antinociceptivo do LQB-118 no teste da contor¢édo abdominal.

4.3.2. Teste da Formalina

Os animais foram tratados por via subcutanea com veiculo (6leo de girassol, 10 mg/kg),
LQB-118 (30 mg/kg) ou indometacina (controle positivo, 2 mg/kg), 1 h antes da administracédo
intraplantar de 20 pL de formalina (formaldeido a 2,5% em salina) na pata traseira direita
(Figura 9). Em seguida, o tempo (em segundos) do comportamento nociceptivo de lamber e
balancar a pata traseira direita foi registrado durante as fases de dor neurogénica (Fase I; 0-5
min apos injecdo de formalina) e a anti-inflamatoria (Fase Il; 15-30 min ap0s injecdo de
formalina) [TEIXEIRA et al, 2020].
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Formalina 20 pL (formaldeido 2,5%) Intraplantar

Oh
1h 1,5h

Oleo de girassol 10 mL/kg 0-5 min (Fase I) }—{
>3 LQB -118 (30 mg/kg) —_——
Indometacina (2 mg/kg) (
- l |
T

Balangar a pata traseira direita
Subcutineo (tempo em segundos)

Figura 9. Esquematizacdo da metodologia referente ao teste da formalina, indicando as fases de dor
neurogénica (Fase 1) e inflamatédria (Fase 1), usada para avaliar o potencial antinociceptivo do LQB-118.

4.3.3. Teste da Placa Quente

Os animais foram tratados por via subcutanea com veiculo (6leo de girassol, 10 mg/kg),
LQB-118 (30 mg/kg) ou fentanil (controle positivo, 150 ug/kg), 30 min antes do contato do
animal com a placa quente, previamente aquecida a 55°C (Figural0). O tempo de laténcia (em
segundos) para 0 comportamento nociceptivo do animal (retirada da pata) foi avaliado nos
tempos de 30, 60, 90, 120 e 150 min [TEIXEIRA et al, 2020].

Placa a 55°C

oh 0,5h

111
30

60 90 120 150 minutos

\ J
T

v Oleo de girassol 10 mL/kg
‘e LQB -118 (30 mg/kg)
\,.['_‘1 Fentanil (150 pg/kg)

Laténcia (retirada da pata)

Subcutaneo

Figura 10. Esquematizacdo da metodologia referente ao teste da placa quente.
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4.4. Avaliacdo da acédo do LQB-118 sobre a coordenacdo motora
44.1. Teste rotarod

Foi realizado o teste rota rod descrito por Teixeira et al, 2020. Os animais foram tratados
por via subcutanea com veiculo (6leo de girassol, 10 mg/kg), diazepam (5 mg/kg) e LQB-118
(30 mg/kg). Apo6s 30 minutos, os animais foram colocados sobre roda giratdria na velocidade

de 15 rpm e foi avaliado o tempo para a queda da barra giratdria por até 3 quedas (Figura 11).

Roda giratoria 15 rpm
g
A

Oh 0,5h
l 1 min |

Oleo de girassol 10 mL/kg Queda da barra giratéria (ate 3 quedas)
) 3.’.’ LQB-118 (30 mg/kg)
\_F"|  Diszepan (5 mg/kg)

Subcutaneo

Figura 11. Exemplificacdo esquematica da metodologia referente ao teste rota rod, para avaliacdo da
coordenagdo motora ap6s a administracédo de LQB-118.

4.4.2. Avaliacado do efeito anti-inflamatdrio do LQB-118 na artrite induzida por zimosan

Camundongos machos foram tratados por via subcutdanea com veiculo (6leo de
girassol,10ml/kg), LQB-118 (30 mg/kg), lausona (17,3 mg/kg, dose equimolar ao LQB-118)
ou lapachol (24 mg/kg, dose equimolar ao LQB-118) (Figura 12). Apos 1 h foram administrados
10 pL de zimosan (15 pg/pL) diluido em solugéo salina 0,9% por via intra-articular no joelho
direito dos animais. O efeito antinociceptivo do LQB-118 foi avaliado 5h ap6s a inje¢do de
zimosan utilizando o método modificado de Von Frey conforme descrito por Pinto e
colaboradores (2010). O efeito antiedematogénico articular e sobre a migragé@o de neutréfilos
para a cavidade articular do LQB-118 foram avaliados 6 h apds a inje¢éo de zimosan, conforme
descrito por Teixeira et al, 2020. Este protocolo foi repetido para a coleta das articulagdes no

tempo 1,5 h, a fim de verificar a dosagem de TNF-a articular por ELISA.
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10 uL Zimosan (15 pg/uL) Intra-articular (joelho direito)

Avaliacio da migracio de neutrofilos

S U

Oleo de girassol 10 mL/kg Efeito antinociceptivo
Subcutineo LQB -118 (30 mg/kg) (Metodo Von Frey
Lausona (equimolar LQB-118) Modificado)

Lapachol (equimolar LQB-118)

Figura 12. Esquematizagdo da metodologia usada para avaliar o potencial antiartrite do LQB-118.

4.5. Ovariectomia, avaliacdo do ciclo estral e analise da massa do Utero e da hipdfise

Os animais foram anestesiados com isoflurano (2%), por via inalatoria a fim de realizar
as cirurgias de ovariectomia bilateral (OVX) e a SHAM (animais falso operados), como descrito
por Schneider et al, 2019. Sete dias apds as cirurgias, 0s animais receberam tratamentos
subcutaneos diarios com veiculo (6leo vegetal de girassol), cipionato de estradiol (2,5 ng/kg)
ou LQB (10 ou 30 mg/kg) por 6 dias seguidos (Figura 13).

O protocolo experimental se seguiu com 0s seguintes grupos: (1) SHAM/6leo (dividido
em proestro/estro e metaestro/diestro, de acordo com a fase do ciclo estral dos animais no ultimo
dia do experimento), OVX/dleo; (2) OVX/Cipionato de estradiol 2,5 pg/kg (Ez2); (3)
OVX/LQB-118 10mg/kg; (4) OVX/LQB-118 30 mg/kg. As doses foram definidas a partir de
dados presentes na literatura [SCHNEIDER et al, 2019; RICA et al, 2016].
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Veiculo (6leo de girassol);
Cipionato de estradiol (CE -2,5 pg/kg);
LQB-118 (10 ou 30 mg/kg);

a1 <

6 dias
" {
\.e.} Isoflurano 2%; Subcutineo  Isoflurano 2%;
OVX.: Eutanésia
SH A\.-i Pesagem

Figura 13. Esquematizacio da metodologia do experimento usado para avaliar o potencial agonista do LQB-
118 em receptores de estrogénio em camundongos fémeas ovariectomizadas.

Em um segundo set experimental, sete dias apds as cirurgias, 0s animais receberam
tratamentos subcutaneos diarios com veiculo (6leo vegetal de girassol), cipionato de estradiol
(2,5 ng/kg) ou cipionato de estradiol (2,5 ug/kg) + LQB (30 mg/kg) por 6 dias seguidos (Figura
14). Neste set experimental, os grupos foram: (1) SHAM/6leo (dividido em proestro/estro e
metaestro/diestro, de acordo com a fase do ciclo estral dos animais no ultimo dia do
experimento), OV X/6leo; (2) OVX/Cipionato de estradiol 2,5 pg/kg (E2); (3) OVX/LQB-118
30 mg/kg/Cipionato de estradiol 2,5 pg/kg (E2).

Veiculo (6leo de girassol);
Cipionato de estradiol (CE -2,5 pg/kg);
LQB-118 (30 mg/kg) +Cipionato de estradiol (CE -2,5 ug/kg)

bl

e g

6 dias
\.r.“ Isoflurano 2%: Subcutineo  1soflurano 2%;
OVX- Eutanasia
SH _\,;1 Pesagem

Figura 14. Esquematiza¢do da metodologia do experimento usado para avaliar o efeito antagonista do LQB-
118 sobre receptores de estrogénio em camundongos fémeas ovariectomizadas.
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Para avaliacdo do ciclo estral foi coletado, ao longo de todos os dias do experimento
(entre 07:00 e 08:00 am), o lavado vaginal para leitura em microscopio. No décimo quarto dia,
imediatamente ap0s a coleta do lavado vaginal, os animais foram anestesiasdos com isoflurano
(2%) e eutanasiados por deslocamento cervial para remocao e pesagem do utero e da hipofise
[CHANG, 2013].

4.6. Avaliacdo in vitro do efeito do LQB-118 sobre cultura de macréfagos primarios
4.6.1. Efeito do LQB-118 sobre a producdo de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-6) e

anti-inflamatéria (IL-10) por macréfagos estimulados com LPS

As células utilizadas foram derivadas da medula 6ssea dos camundongos machos e
foram cultivadas em meio RPMI 20% FBS e estimuladas com sobrenadante de cultura de
células L929, durante 7 dias em estufa (37°C a uma atmosfera 5% de CO3) para diferenciacao
a macrofagos conforme descrito por Wanderley et al, 2018. Os macr6fagos primarios (2 x 10°
células/pogo) tratados com LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 pM), diluidos em meio RPMI 10%
FBS, e foram estimulados com LPS (5 ng/poc¢o) durante 24h em estufa (37°C a uma atmosfera
5% de CO.). Em seguida as placas foram centrifugadas (450 G por 5 min 4°C) e o sobrenadante
foi coletado para determinacdo da concentragéo de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-a)) por ELISA,

utilizando kits comerciais (R&D System) (Figura 15).

LQB-118 Sobrenadante
1,3, 10, 30 Cole.tado €
e 100 uM; Centrifugado: e
RPMI 20% FBS ) e e
5 min
Células — Medula ossea L929 e o
Estufa 37°C
I 5% CO2 I I I
| | & T
.- — o ‘
8:{ 7 dias o
\ ‘n : 5% CO2
Diferencia‘;go
' Sobrenadante
| . ELISA

Estimulo com LPS (5 ng/pogo);
Macrofagos (2 x 106

celulas/poco)

Figura 15. Esquematizacdo da metodologia aplicada para a avaliacio do efeito do LQB-118 na produgéo de
citocinas proé-inflamatoérias e anti-inflamatorias por macréfagos estimulados com LPS.
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4.6.2. Proliferacéo celular de macréfagos

Os macrofagos (2 x 10° células/pogo) foram cultivados da mesma forma descrita
anteriormente e esquematizada na figura 12. Em seguida, os macrdfagos priméarios foram
incubados com Dye Eflur 670 (eBioscence, San Diego, CA, USA) durante 15 minutos para que
a probe seja absorvida e se ligue ao DNA. Apos o periodo de incubacdo, as placas foram lavadas
para retirar o excesso da probe e os macréfagos foram tratados com veiculo (DMSO 2% em
RPMI 10% FBS) ou LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 uM), estimulados com LPS (5 ng/poco) e
encubados durante 48h com meio RPMI 10% FBS em estufa (37°C a uma atmosfera 5% de
CO»). Ao fim deste tempo, os macrofagos foram ressuspendidos e coletados (Figura 16). A
proliferacdo celular de macréfagos foi determinada a partir das células coletadas utilizando

citdbmetro de fluxo conforme descrito por Peres et al, 2017.

RPMI 10% FBS; Estufa 37°C
5% CO2
LQB-118 (10 & 30 uM)

Estimulo com LPS (5 ng/pogo);

; ; . Citometro de
N i (2 > s/
Lavagein das facrofagos (2 x 106 celulas/pogo) s
Probe placas
Cultivo T T @ [
) @ l
Ressuspensio e

'7‘ coleta
Dye Eflur 670
gt Incubagio

nc1_1 a'gao (48 h)

(15 min) '

Figura 16. Esquematizacdo da metodologia utilizada para a avaliacio do efeito do LQB-118 sobe a
proliferacdo de macréfagos utilizando citémetro de fluxo.
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4.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8. Os
resultados foram expressos como a média £+ o erro padrdo da média (EPM). As diferencas
estatisticas entre 0s grupos experimentais foram detectadas pela analise de variancia (ANOVA),
seguido pelos pos-testes Tukey nos testes contor¢do abdominal, formalina, rota rod e artrite
induzida por zimosan e Bonferroni no teste da placa quente. Foram admitidas diferencas
significativas a partir de p<0,05 [SOKAL, 1981].

5. RESULTADOS
5.1. Avaliacao do efeito antinociceptivo do LQB-118

5.1.1. Teste de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético 0,8%

A administracdo subcutanea de LQB-118 reduziu o comportamento nociceptivo dos
animais, observado pela diminuicdo do nimero de contor¢bes abdominais induzidas por &cido
acético de forma dose-dependente em 25,4% (34,6 + 8,2 contorcdes); 55,6% (20,6 + 6,4
contorcdes) e 68,7% (14,5 + 4,4 contor¢des), respectivamente, quando comparado com 0 grupo
tratado com veiculo (46,4 + 5,3 contor¢bes). O grupo tratado com indometacina 10 mg /kg
(controle positivo) apresentou reducdo do numero das contorcdes em 83,3% (7,8 = 2,2

contorgdes), quando comparado com o grupo tratado com veiculo (Figura 17).
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(1 Veiculo
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S E= Indometacina
g 1 * I LQB 118 (3mg/kg)
5 407 T B LQB 118 (10mg/kg)
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Figura 17. Efeito do LQB-118 sobre o nimero de contor¢des abdominais em camundongos machos Swiss.
Os animais foram administrados por via subcutanea com 6leo (veiculo), LQB-118 nas doses de 3, 10 ou 30 mg/kg
ou indometacina 1 h antes da administracdo intraperitoneal de &cido acético 0,8%. Os resultados representam a
média + EPM do ndmero de contor¢des abdominais (n = 6), durante 30 min, * (P < 0,05) indica diferencga
significativa quando comparado com o grupo veiculo, no teste de ANOVA seguido pelo pés-teste Tukey.
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5.1.2. Teste da formalina 2,5%

Nesse teste, 0 LQB-118 (87,9 + 5,2 segundos) e a indometacina (101,5 + 12,8 segundos)
ndo foram capazes de alterar o tempo de reatividade do comportamento nociceptivo durante a
fase 1 de dor neurogénica (0-5 min) quando comparado ao grupo controle (88,8 £ 8,1 segundos).
N&o obstante, os dois compostos reduziram em 46,6% (85,4 + 12,4 segundos) o tempo de
reatividade do comportamento nociceptivo durante a fase 2 de dor inflamatéria (15-30 min)

quando comparados ao veiculo (160,0 + 20,0 segundos) (Figura 18).
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Figura 18. Efeito antinociceptivo do LQB-118 em camundongos machos durante a fase de dor neurogénica
(A) e inflamatdéria (B) no teste da formalina. Para esse fim os animais foram tratados com 6leo (veiculo), LQB-
118 (30 mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg) 1h antes da administracdo intraplantar de formalina 2,5 %. Os
resultados representam a média £ EPM do tempo de lambedura da pata, durante 0-5 min (Fase I, dor neurogénica)
e 15-30 min (Fase Il, dor inflamatoria) apds a injecdo de formalina (n = 6). * (P < 0,05) indica diferenca
significativa quando comparado com o grupo veiculo, no teste de ANOVA seguido pelo pés-teste Tukey.
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5.1.3. Teste da placa quente

A Figura 19 mostra que o LQB-118 (30 mg/kg) néo alterou significativamente o tempo
de permanéncia dos animais sobre a placa quente quando comparado ao grupo veiculo nos
tempos avaliados. Entretanto, como esperado, o fentanil (150 ug/kg), grupo controle positivo)
aumentou o tempo de permanéncia (laténcia) dos animais sobre a placa quente em 194,6% (27,5
+ 1,8 segundos) no tempo de 30 minutos e 83,3% (22,2 + 2,7 segundos) no tempo de 60 minutos,

quando comparado com o grupo controle (9,3 £ 0,8 e 12,0 + 1,4 segundos, respectivamente).
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Figura 19. Efeito do LQB-118 sobre o tempo de permanéncia no teste da Placa Quente. Os animais foram
tratados com 6leo de girassol (veiculo), fentanil (150 pg/kg) e LQB-118 (30 mg/kg) por via subcutanea 30 min
antes do contato com o estimulo térmico (placa quente, nos tempos 30, 60, 90, 120 e 150 minutos apés o
tratamento). Cada valor representa a média + EPM do tempo de laténcia para o comportamento nociceptivo (n =
8). * P < 0,05 quando comparado com o grupo tratado com fentanil, no teste de ANOVA seguido pelo pos-teste
Bonferroni.
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5.1.4. Teste rota rod

Para esse teste, 0 LQB-118 (30 mg/kg) ndo foi capaz de alterar o tempo de permanéncia
dos camundongos (58,7 * 0,6 segundos) quando comparado ao grupo tratado com veiculo (53,9
+ 3,6 segundos). Entretanto, o grupo no qual foi administrado o medicamento diazepam (5
mg/kg, controle positivo) apresentou reducdo de 92% (4,1 = 1,4 segundos) no tempo de
permanéncia sobre a barra giratdria (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do LQB-118 sobre a fun¢do motora dos camundongos no teste rota rod. Os animais foram
tratados com veiculo (6leo), diazepam (5 mg/kg) e LQB-118 (30 mg/kg) por via subcutanea, 1 hora antes do inicio
do teste. Os animais foram colocados sobre a barra giratoria (12 rpm) para avaliagdo do tempo de permanéncia
sobre a mesma durante 1 minuto. Cada valor representa a média + EPM do tempo de permanéncia dos animais
sobre a barra giratéria (n = 8). * P < 0,05 quando comparado com o grupo tratado com veiculo, no teste de ANOVA
seguido pelo pés-teste Tukey.
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5.2. Avaliacdo do efeito anti-inflamatério do LQB-118 em um modelo de artrite

induzida por zimosan

O limiar nociceptivo do LQB-118 (30mg/kg) foi avaliado pelo método de Von Frey e
apresentou aumento de 50,2% (5,4 £ 0,2 g) em relagdo ao grupo controle (3,6 £ 0,2 g) 5 h ap6s
a injecdo intra-articular de zimosan. Ademais, 0s grupos administrados com lausona (17,3
mg/kg; 3,5+ 0,5 g) ou lapachol (24 mg/kg; 4,3 £ 0,6 g) ndo apresentaram alteracéo significativa
do limiar em relacdo ao grupo controle (Figura 21 A).

Outrossim, a migracdo de leucdcitos foi significativamente reduzida, e de forma similar,
pelos tratamentos com LQB-118, lausona e lapachol em 62,3% (4,0 £ 0,4 leucécitos x 10%),
65,1% (3,7 = 0,6 leucocitos x 10%) e 59,8% (4,3 £ 0,54 leucocitos x 10%), respectivamente,
quando comparados com o grupo controle (10,7 + 1,0 leucdcitos x 10%) (Figura 21 B).
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Figura 21. Efeitos antinociceptivo do LQB-118 sobre o limiar nociceptivo na artrite induzida por zimosan
através do método de Von Frey modificado (A); e anti-inflamatoério do LQB-118 sobre a migracdo de
leucdcitos em lavado articular através da contagem leucocitaria em Camara de Neubauer (B). Os animais
foram tratados com Oleo de girassol 10 mg/kg (veiculo), LQB-118 (30 mg/kg), lausona (17,3 mg/kg, dose
equimolar ao LQB-118) ou lapachol (24 mg/kg, dose equimolar ao LQB-118). 30 min antes da administracdo
intra-articular de zimosan (150 pg, 10 uL) diluido em solugdo salina 0,9%. O limiar nociceptivo mecanico e o
numero de leucdcitos foi determinado 5 e 6h apds a injecdo de zimosan, respectivamente. Cada valor representa a
média £ EPM do limiar nociceptivo mecanico (A) e do nimero de leucocitos na cavidade articular (n = 6). * P <
0,05 quando comparado com o grupo tratado com veiculo, no teste ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey.



57

5.3. Avaliacdo do LQB-118 como agonista de receptores de estrogénio: Analise das

fases do ciclo estral

As fases que compdem o ciclo estral sdo: proestro, estro, metaestro e diestro. Apds a
cirurgia, o ciclo estral permaneceu regular para os animais SHAM. Conforme o esperado, todos
0s animais OV X tratados com veiculo se mantiveram em metaestro ou diestro e todos 0s
animais OV X tratados com cipionato de estradiol se mantiveram em proestro e estro. Todos 0s
animais tratados com LQB-118, nas doses de 10 e 30 mg/kg, se mantiveram em metaestro ou
diestro (Tabela 2).



58

Tabela 2. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol ou LQB-118 sobre o ciclo estral de camundongos

fémeas.
Grupos D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
Experimentais
SHAM Metaestro  Meatestro ~ Metaestro  Proestro Estro Estro Proesto Proestro
Proesto/Estro Proestro Metaestro  Estro Estro Estro Estro Proestro Proestro
Diestro Metaestro  Diestro Proestro Estro Diestro Diestro Estro
Metaestro  Estro Metaestro  Estro Diestro Metaestro  Estro Estro
Proestro Diestro Metaestro  Proestro Estro Estro Estro Estro
SHAM Metaestro  Diestro Metaestro  Estro Estro Estro Estro Diestro
Metaestro/Diestro  Metaestro  Diestro Diestro Estro Estro Estro Estro Diestro
Estro Estro Metaestro  Diestro Diestro Prostro Estro Metaestro
Proestro Metaestro  Estro Metaestro  Estro Estro Diestro Diestro
Metaestro  Metaestro ~ Metaestro  Estro Estro Estro Diestro Diestro
OVX - 0Oleo Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Metaestro  Metaestro  Metaestro  Metaestro  Diestro Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Metaestro  Metaestro ~ Metaestro  Metaestro  Metaestro  Diestro
Metaestro  Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro
OVX-E2(25 Diestro Metaestro  Diestro Proestro Estro Estro Estro Estro
ng/Kg) Diestro Diestro Diestro Estro Estro Estro Estro Estro
Diestro Diestro Diestro Proestro Estro Estro Estro Estro
Diestro Diestro Diestro Metaestro  Estro Estro Estro Estro
Diestro Diestro Diestro Metaestro  Estro Estro Estro Estro
OVX-L0OB 118 Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
(10 mg/Kg) Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
OVX-LQB 118 Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
(30 mg/Kg) Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro
Diestro Metaestro  Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Metaestro  Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Diestro
Metaestro  Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Metaestro

O DT representa o dia anterior aos tratamentos. Cipionato de estradiol (E2).
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5.4. Avaliacao do LQB-118 como agonista de receptores de estrogénio: Analise do peso

da hipofise e do utero

Os animais Sham-Metaestro/diestro apresentaram uma reducéo de 59,4% (68,38 + 7,7
mg) do peso uterino quando comparado com o grupo Sham-Proestro/estro (168,3 £ 27,4 mg).
O tratamento de animais OV X com cipionato de estradiol (2,5 pug/kg) aumentou o peso do Utero
em 476,1% (227,1 £ 23,7 mg) quando comparado com o grupo OVX-6leo (39,4 + 2,6 mg). O
grupo tratado com LQB-118 (10 e 30 mg/kg) apresentou peso do Utero reduzido em 31,1%
(27,2 £ 1,3 mg) e 47,4 % (20,7 = 3,1 mg), respectivamente, quando comparado com 0 grupo
OVX-oleo (Figura 22 B). Nao houve evidéncias de alteracdo de peso entre os diferentes grupos

de animais avaliados.
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Figura 22. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol (E2) e LQB-118 sobre o0 peso da hipdfise (A) e
do Utero (B) em animais ovariectomizados. Uma semana apds a cirurgia, os animais foram tratados com 6leo
(veiculo), cipionato de estradiol (2,5 pug/kg) e LQB-118 (10 e 30 mg/kg), durante 6 dias consecutivos. Ao final do
tratamento, os animais foram eutanasiados e o peso da hipofise e do Gtero foram analisados. Os resultados
representam a média = EPM de 6 animais. * (P < 0,05) indica diferenca significativa quando comparado com o
grupo Sham-proestro/estro, # (P < 0,05) indica diferenca significativa quando comparado com o grupo OVX-éleo.
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5.5. Avaliacao do LQB-118 como antagonista de receptores de estrogénio: Anélise das

fases do ciclo estral

Todos os animais SHAM apresentaram ciclo estral regular, ja no grupo OVX tratado
com veiculo todos os animais se mantiveram em metaestro ou diestro. Nos grupos tratados com
veiculo + cipionato de estradiol todos os animais se mantiveram em proestro ou estro no ultimo
dia do experimento. Entre os animais ovariectomizados tratados com LQB-118 + cipionato de
estradiol (n=8) 75% dos camundongos fémeas se mantiveram nas fases metaestro ou diestro (6
animais) e 25% se apresentaram na fase estro (2 animais) (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol e LQB-118 sobre o ciclo estral de camundongos

fémeas.
Grupos D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
Experimentais
Proestro Estro Diestro Diestro Diestro Diestro Estro Estro
Estro Metaestro  Diestro Diestro Diestro Proestro Estro Estro
Diestro Diestro Estro Estro Diestro Diestro Diestro Proestro
SHAM Diestro Diestro Metaestro  Diestro Diestro Proestro Estro Estro
Proestro/estro Metaestro  Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Estro Estro
Diestro Diestro Metaestro  Estro Estro Diestro Estro Estro
Metaestro  Metaestro  Estro Estro Diestro Diestro Diestro Proestro
Estro Diestro Diestro Metaestro  Proestro Estro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Estro Estro Diestro Diestro Metaestro
SHAM Diestro Meatestro  Proestro Estro Estro Metaestro  Diestro Diestro
Metaestro/diestro  Diestro Diestro Proestro Estro Estro Diestro Diestro Diestro
Estro Metaestro  Metaestro  Diestro Estro Estro Metaestro  Diestro
Diestro Diestro Diestro Metaestro  Proestro Estro Diestro Diestro
Metaestro  Diestro Proestro Estro Diestro Estro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro
OVX - Oleo Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Diestro Estro Diestro Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Estro Estro Estro
Metaestro  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Estro Estro
OVX -E2 Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Estro Estro
(2,5 no/Kg) Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Proestro  Proestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Estro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Estro
Destro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Estro
Metaestro  Diestro Diestro Metaestro Metaestro Metaestro Metaestro  Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Metaestro  Estro Metaestro
OVX-E2(25 Metaestro  Diestro Diestro Metaestro  Metaestro  Metaestro  Estro Estro
ng/Kg) + LQB-  Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Estro Metaestro
118 (30 mg/Kg)  Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Diestro Metaestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro
Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Diestro Metaestro  Estro
Diestro Diestro Diestro Diestro Diestro Metaestro  Estro Metaestro

O dia D7 representa o dia anterior aos tratamentos com cipionato de estradiol (E2)
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5.6. Analise do peso da hipofise e do Utero ap0ds tratamento com veiculo (6leo),
cipionato de estradiol ou LQB-118

Os animais OV X tratados com cipionato de estradiol (2,5 ng/kg) tiveram o peso do utero
aumentado em 115,4% (143,7 = 10,5 mg), quando comparado com o grupo OV X-6leo (66,7
16,5 mg). J& o grupo de animais tratados com cipionato de estradiol (2,5 ng/kg) + LQB-118 (30
mg/kg) teve o peso do Utero reduzido em 29,4% (101,4 + 8,4 mg), quando comparado com 0
grupo OVX-E2 (Figura 23 B).
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Figura 23. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol (E2) e LQB-118 sobre o peso da hipdfise (A) e
sobre o peso do Gtero (B) em animais ovariectomizados. Uma semana ap0s as cirurgias, animais falso operados
(SHAM - divididos conforme ciclo estral) e ovariectomizados (OVX) foram tratados diariamente durante seis dias
consecutivos com veiculo (6leo), cipionato de estradiol (2,5 ng/kg) ou cipionato de estradiol (2,5 pg/kg) + LQB-
118 (30 mg/kg). No sétimo dia ap06s os tratamentos os animais foram eutanasiados e a hipéfise e 6 Gtero foram
coletados e pesados. Cada valor representa a média + EPM (n = 6-7 animais por grupo). $ (P < 0,05) indica
diferenca significativa quando comparado com o grupo Sham-Diestro/Metaestro. * (P < 0,05) indica diferenca
significativa quando comparado com o grupo OVX-Oleo. # (P < 0,05) indica diferenca significativa quando
comparado com o grupo OVX-E2, respectivamente.
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5.7. Analise da toxicidade do LQB-118 na dose de 30 mg/kg

Ap0s a coleta e pesagem do figado, coracéo e rins direito e esquerdo, os animais OVX
se apresentaram mais pesados que os SHAM, porém ndo houve diferencas entre 0s animais
OVX tratados com 0leo, cipionato de estradiol ou LQB-118 (Figura 24 A). Quanto ao peso do
coracdo, figado e rins (Figura 24 B, 24 C, 24 D e 24 E), ndo houve alteracdo significativa no

peso corporal com o uso de LQB-118 de forma cronica.
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Figura 24. Efeito do tratamento com LQB-118 sobre o peso dos animais (A), figado (B), coracéo (C), rim
direito (D) e esquerdo (D) em camundongos ovariectomizados. Os animais foram tratados por 6 dias com
veiculo (6leo), cipionato de estradiol (E2; 2,5 pg/kg) e LQB-118 (30 mg/kg). Cada valor representa a média +
EPM do peso em gramas dos animais ou dos tecidos coletados (n = 6-7 animais por grupo).
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5.8. Efeito do LQB-118 sobre a producéo de citocinas inflamatdérias (IL-6 e TNF-a) e

anti-inflamatoria (1L-10) por macréfagos primarios estimulados com LPS

Em cultura de macréfagos primarios, o tratamento com LBQ-118 em diferentes
concentragdes (1, 3, 10, 30 e 100 uM) ndo induziu producdo significativa de IL-6, TNF-a ou
IL-10 quando comparados com o grupo veiculo (Vei; DMSO 2% em RPMI 10% FBS). A
estimulacdo desses macrofagos com LPS (5 ng/pogo) induziu intensa producdo das trés

citocinas avaliadas (Tabelas 4-6 e Figura 25).

A administracdo de concentracdes crescentes de LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 uM) em
cultura de macréfagos primarios reduziu de forma concentracdo dependente a producéo de IL-
6 estimulada por LPS em 10,7% (1 uM), 12,2% (3 uM), 20,6% (10 uM), 84,6% (30 uM) e
99,0% (100 uM), com diferenca estatistica a partir da concentracdo de 10 uM de LBQ-118,
quando comparado ao grupo tratado com veiculo e estimulado com LPS (Tabela 4 e Figura
25A).

Apenas a administracdo de LQB-118 na concentracdo de 100 uM em cultura de
macrofagos primarios foi capaz de reduzir significativamente a producéo de TNF-a estimulada
por LPS em 72,6% quando comparado ao grupo tratado com veiculo e estimulado com LPS
(Tabela 5 e Figura 25B).

De forma semelhante ao observado para a IL-6, a administracdo de concentracfes
crescentes de LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 uM) em cultura de macrofagos priméarios também
reduziu de forma concentracdo dependente a producdo de I1L-10 estimulada por LPS em 20,3%
(1 uM), 21,4% (3 puM), 84,9% (10 puM), 99,1% (30 uM) e 97,6% (100 uM), com diferenca
estatistica em todas as concentracdes de LQB-118 avaliadas, quando comparado ao grupo

tratado com veiculo e estimulado com LPS (Tabela 6 e Figura 25C).
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Tabela 4.Valores referentes a dosagem de IL-6 nas diferentes concentrag6es utilizadas.

Valor de p % de inibicao
Veiculo/Meio ND
LQB-118 1 uM 83.03 83.03 >0,9999
LQB-118 3 uM 109.9 109.9 >0,9999 ----
LQB-118 10 uM ND -—-- >0,9999
LQB-118 30 uM ND ---- >0,9999 ----
LQB-118 100 uM ND ---- >0,9999
Veiculo/LPS 1211 42.17 <0,0001*
LPS/LQB-118 1uM 1081 42.69 0,7252 10.7
LPS/LQB-118 3 uM 1063 15.2 0,5038 12.2
LPS/LQB-118 10 uM 961.6 118.1 0,0466" 20.6
LPS/LQB-118 30 uM 186.8 65.26 <0,0001* 84.6
LPS/LQB-118 100 uM ND ---- <0,0001% 99.0

ND (N&o detectado)
* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/meio

* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/LPS
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Tabela 5. Valores referentes a dosagem de TNF-a. nas diferentes concentragdes utilizadas.

Valor de p % de inibicéo
Veiculo/Meio 3.093 1.885
LQB-118 1 uM 10.88 4,187 >0,9999
LQB-118 3 uM 7.885 4.038 >0,9999 -
LQB-118 10 uM 2.44 1.207 >0,9999
LQB-118 30 uM 18.44 7.846 >0,9999 -—--
LQB-118 100 uM 41.67 25.25 0,1213
Veiculo/LPS 223.3 19.67 <0,0001*
LPS/LQB-118 1uM 236.8 17.74 >(0,9999 -5.9
LPS/LQB-118 3 uM 218.2 12.45 >0,9999 -2.4
LPS/LQB-118 10 uM 261.5 11.5 >(0,9999 -16.9
LPS/LQB-118 30 uM 275.8 43.81 0,5731 -23.3
LPS/LQB-118 100 uM 61.34 7.54 0,0003* 2.6

ND (N&o detectado)
* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/meio

* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/LPS
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Tabela 6. Valores referentes a dosagem de IL-10 nas diferentes concentrag6es utilizadas.

Valor de p % de inibicao
Veiculo/Meio 218.4 93.62
LQB-118 1 uM 421.9 134.2 0,3122
LQB-118 3 uM 226.6 23.06 >0,9999 ----
LQB-118 10 uM 20.2 15.2 0,3449
LQB-118 30 uM ND o= 0,2592 ----
LQB-118 100 uM 127.2 62.93 >0,9999
Veiculo/LPS 2123 116.9 <0,0001* ----
LPS/LQB-118 1uM 1691 110.1 0,0036" 20.3
LPS/LQB-118 3 uM 1669 75.05 0,0023* 21.4
LPS/LQB-118 10 uM 3205 46.27 <0,0001* 84.9
LPS/LQB-118 30 uM 18.94 8.148 <0,0001* 99.1
LPS/LQB-118 100 uM 51.63 14.46 <0,0001% 97,6

ND (N&o detectado)
* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/meio

* Diferente estatisticamente quando comparado ao grupo veiculo/LPS
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Figura 25. Efeito in vitro do LQB-118 sobre a producéo das citocinas IL-6 (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em
macréfagos primarios estimulados com LPS. Os macréfagos primarios (2 x 10° células/pogo) foram tratados
com veiculo (Vei; DMSO 2% em meio RPMI 10% FBS) ou LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 uM) e estimulados com
LPS (5 ng/poco) durante 24h. Em seguida o meio de cultura foi coletado para determinacéo da concentracdo das
citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-a) por ELISA. Cada valor representa a média + EPM da concentragdo de IL-6 (A),
TNF-a (B) e IL-10 (C) no meio de cultura (n = 4). * P < 0,05 quando comparado com o grupo tratado com veiculo
e estimulado com meio de cultura e # (P < 0,05) indica diferenca significativa quando comparado com o grupo
tratado com veiculo e estimulado com LPS, no teste ANOVA seguido pelo pés-teste Tukey.
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5.9. Efeito do LQB-118 sobre a proliferacao celular de macrofagos

Em cultura de macréfagos primarios estimulados com LPS, o grupo tratado com veiculo
(DMSO 2% em RPMI 10% FBS) apresentou uma taxa de proliferacdo de macréfagos de 23,8
+ 1,5%. O tratamento com LQB-118 (10 e 30 uM) reduziu a proliferacdo dos macrofagos em
41,1% (14,0 £ 0,9%) e 48,5% (12,2 + 0,8%), respectivamente, quando comparado ao grupo

tratado com veiculo (Figura 26).
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Figura 26. Efeito in vitro do LQB-118 sobre a proliferacdo de macrofagos primarios estimulados com LPS.
Os macrdfagos primarios (2 x 108 células/poco) foram marcados com Dye Eflur 670 por 15 min a 37°C. Em
seguida, os macrofagos foram lavados, para retirar o excesso da probe, tratados com veiculo (DMSO 2% em RPMI
10% FBS) ou LQB-118 (1, 3, 10, 30 e 100 pM), estimulados com LPS (5 ng/poc¢o) e encubados durante 48h com
meio RPMI 10% FBS. A proliferacdo celular de macréfagos foi determinada por citdmetro de fluxo. (A)
Histograma representativo da proliferacdo de macrofagos primarios nos grupos avaliados. (B) Média + EPM da
porcentagem de proliferacdo de macrofagos (n = 4). * P < 0,05 quando comparado com o grupo tratado com
veiculo e estimulado com LPS, no teste ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey.
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6. DISCUSSAO

O potencial antineoplasico e antileishmania do LQB-118 ja foi descrito na literatura
[PERES et al, 2017] e, por ser proveniente da lausona, molécula que possui semelhancas
estruturais com o lapachol, o potencial anti-inflamatério também tem sido investigado nos
ultimos anos [RICA et al, 2016; LIMA et al, 2020].

Além disso, pterocarpanos, como o precursor LQB-79, sdo isoflavonoides encontrados em
muitas espécies da planta Fabaceae e possuem atividades biolégicas antimicrobianas,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias e antimalarias j& reportadas na literatura, que poderiam
contribuir para as atividades biol6gicas do LQB-118 [KIM et al, 2020].

Diante disso, o presente estudo analisou o perfil antinociceptivo e anti-inflamatério do
LQB-118 em modelos experimentais de dor classicos e de inflamacéo articular induzida por
zimosan, bem como a sua relacdo com os receptores de estrogénio e seu possivel mecanismo

de acdo analgésico e anti-inflamatdrio.

Doencas inflamatérias, como a artrite reumatoide, podem impactar de forma negativa a
qualidade de vida dos individuos, uma vez que afeta o bem-estar fisico e emocional. Nesses
casos, ha a presenca de um quadro inflamatdrio progressivo com presenca de intensas dores
podendo causar danos as articulacGes. O tratamento utilizado tem como abjetivo principal
preservar as articulacGes, através da reducdo da dor e da inflamacdo, porém néo é totalmente
eficaz e muitos sdo os efeitos adversos que podem levar a danos maiores. Dessa forma, €
justificavel a busca por novas moléculas que possam reverter esse quadro [LIN et al, 2020;
WESTHOFF et al, 2008].

O conceito de dor pode ser definido através de experimentacfes sensitivas e emocionais
desagradaveis associadas a uma lesdo tecidual real ou potencial. Além disso, a dor € interpretada
pelo sistema nervoso central mediante a mecanismos neurais que conduzem estimulos nocivos
periféricos, detectados por nociceptores ali presentes (fibras amielinizadas do tipo C), até o
ceérebro, conferindo o termo nocicepcdo [TEIXEIRA, 2004; LE BARS et al, 2001].

O modelo de contorgdes abdominais induzidas por &cido acético € utilizado como
ferramenta de triagem na avaliag@o de efeitos antinociceptivos de compostos por ser de facil
execucéo e possuir alta sensibilidade. Por esse motivo, esse modelo foi escolhido para avaliar
o0 potencial antinociceptivo do LQB-118 [TEIXEIRA, 2004]. A administracdo de acido acético

por via intraperitoneal provoca um quadro de peritonite quimica aguda ao induzir a liberagéo
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de mediadores pré-inflamatérios, como as citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a), prostaglandias,
bradicinina e substancia P, levando o animal a apresentar um comportamento nociceptivo motor
estereotipado (contorcdo abdominal) caracterizado pelo estiramento abdominal acompanhado
da extensé&o total de pelo menos uma das patas traseiras [LE BARS et al, 2001; PINHEIRO et
al, 2011].

No presente estudo, a administracdo de LQB-118 (3, 10 e 30 mg/Kg) reduziu de forma
dose-dependente o numero de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético, sugerindo
que esse composto possui um efeito antinociceptivo (Figura 17). Como esperado, a
indometacina (controle positivo) também reduziu o ndmero de contor¢cdes abdominais,

validando o protocolo experimental.

Segundo Teixeira e colaboradores (2020), o modelo de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético pode levar a resultados falso positivos em relacdo a drogas
antinociceptivas e apresenta baixa especificidade, apesar de sua alta sensibilidade ja comentada
anteriormente. Dessa forma, o QLB-118 precisa ser avaliado por outros protocolos

experimentais que evidenciem efeito antinociceptivo para confirmar este efeito.

Sendo assim, o efeito antinociceptivo do LQB-118 também foi avaliado teste da
formalina. Nesse teste, 0 comportamento nociceptivo motor, caracterizado por lamber ou
balancar a pata estimulada, é induzido no animal apds a administracdo intraplantar de formalina
(2,5%), uma solucdo aquosa de formaldeido diluido em salina 0,9% se divide em duas fases.
Nos primeiros 5 minutos apds a administracdo de formalina, ocorre a dor neurogénica (Fase 1),
caracterizada pela ativacdo de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas e ndo mielinizadas
pela formalina [ABBOTT et al, 1995]. J& a dor inflamatdria (Fase 2) ocorre entre o periodo de
15 a 30 minutos e esta relacionada a sensibilizacdo dos nociceptores através da producdo e
liberacdo de agentes inflamatorios (histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas. Entre
essas duas fases existe o periodo de quiescéncia, com 10 minutos, caracterizado pela auséncia

do comportamento nociceptivo motor [LE BARS et al, 2001].

Nesse modelo, os analgésicos opioides com acles centrais e periféricas agem na
supressdo do comportamento nociceptivo provocado pela administracdo intraplantar de
formalina nas duas fases supracitadas. No entanto, farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais,
como a indometacina, ou esteroidais, como a dexametasona, inibem apenas a dor inflamatéria
(fase 2) nesse experimento [BATISTA et al, 2016; GONCALVES et al, 2008].
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No teste da formalina, 0 LQB-118 ndo alterou o tempo de reatividade do comportamento
nociceptivo durante a dor neurogénica (0-5 min), entretanto, reduziu a reatividade dos animais
durante a dor inflamatoria (15-30 min) (Figura 18). Esse conjunto de resultados corroboram
com o indicativo de efeito antinociceptivo do LQB-118, evidenciado anteriormente pelo
modelo das contor¢fes abdominais, e sugerem o envolvimento de mecanismos anti-
inflamatdrios neste efeito. Corroborando com nossos dados, o LQB-118 foi capaz de reduzir a
migracdo leucocitaria e a sintese de mediadores inflamat6rios em modelo murino de inflamacéo
pulmonar induzida por LPS, evidenciando efeito anti-inflamatdrio deste composto [RICA et al,
2016]. Aléem disso, o LQB-118 inibiu o processo inflamatério induzido por zimosan em
modelos in vivo [LIMA et al, 2020]. Como esperado, a indometacina (controle positivo)
também reduziu apenas o comportamento nociceptivo durante a dor inflamatéria, validando o

protocolo experimental.

Para avaliar se ha envolvimento de mecanismos centrais no efeito antinociceptivo do
LQB-118, foi utilizado o teste da placa quente. Nesse modelo, a imposi¢do de um estimulo
térmico (55°C) sob as patas dos animais provoca uma resposta comportamental nociceptiva
motora, caracterizada pelo reflexo de retirada das patas traseiras. Essa resposta reflexa é
regulada por mecanismos espinais e supraespinhais e, por esse motivo, se tornou um modelo
especifico para a deteccdo de substancias analgésicas com mecanismo central, como 0s opioides
[LE BARS et al, 2001; SAHLEY et al, 1979].

No teste da placa quente, o LQB-118 ndo alterou de forma significativa o tempo de
permanéncia dos animais sobre a placa quente quando comparado ao grupo veiculo, indicando
que o efeito antinociceptivo deste composto, evidenciado em experimentos anteriores, ndo

envolve mecanismos centrais (Figura 19).

Em modelos experimentais que avaliam nocicepcdo, tais como o0s usados no presente
estudo, a intensidade da nocicepcdo € determinada através da avaliagdo de comportamentos
nociceptivos motores dos animais e, desta forma, drogas que alterem a coordenag¢do motora dos
animais podem apresentar resultados falo positivos nos modelos de nocicepgdo [DUNHAM et
al, 1957; BOCCA et al, 2012].

Dessa forma, para avaliar a fungdo motora dos animais tratados com LQB-118 foi
utilizado o teste rota rod, uma ferramenta antiga empregada em estudos pré-clinicos que
avaliam a funcdo motora de roedores [LE BARS et al, 2001]. O teste rota rod avalia a

permanéncia dos animais sobre uma barra rotatoria, permitindo avaliar os parametros
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envolvidos na funcdo motora, tais como equilibrio dinamico, coordenacdo motora,
planejamento motor, aprendizagem motora, condicdes fisicas e neuromusculares gerais. Neste
modelo, a alteracdo na coordenagdo motora é caracterizada por quedas mais rapidas que levam

a diminuicéo do tempo de permanéncia sobre a barra rotatéria [BOCCA et al, 2012].

Os dados obtidos para o teste rota rod sugerem que o LQB-118 n&o altera a coordenacéo
motora dos animais. Como esperado, o grupo de controle positivo tratado com o Diazepam
reduziu de forma significativa o tempo de permanéncia sobre a barra giratoria, validando o

experimento (Figura 20).

Diante dos resultados apresentados que evidenciam o efeito antinociceptivo do LQB-
118 por mecanismos anti-inflamatérios, bem como dados na literatura que propdem um efeito
anti-inflamatorio para o LQB-118 em diferentes modelos experimentais [RICA et al, 2016;
LIMA et al, 2020], foi investigado o efeito desse composto, em um modelo de artrite induzida

por zimosan, sobre a hipernocicep¢do mecanica e a migracdo de leucdécitos articulares.

Para avaliar o limiar nociceptivo do LQB-118 foi utilizado o método de Von Frey
modificado por Pinto e colaboradores (2010). Esse método é utilizado para avaliar a
hiperalgesia e a sensibilidade em estudos sobre tato e pressao para determinar pardmetros como
limiar tatil e mecanico nociceptivo, e possui eficacia na deteccdo de efeito anti-hiperalgésico
de compostos [LEAL, 2014]. J& a migracdo leucocitaria foi avaliada a partir da contagem de

leucdcitos do lavado articular dos animais estimulados com zimosan.

Tendo em vista que o LQB-118 é uma molécula sintética, proposta a partir da hibridagédo
entre uma porgéo pterocarpano e 1,4-naftoquinona lapachol, onde a lausona foi utilizada como
precursor, estes compostos foram utilizados em doses equimolares a dose do LQB-118 neste
protocolo experimental para avaliar se 0 LQB-118 apresentou potencial anti-inflamatorio

diferente da lausona ou do lapachol.

No modelo de artrite induzida por zimosan, os grupos tratados com lausona (17,3
mg/kg) ou lapachol (24 mg/kg) ndo apresentaram alteracdo significativa do limiar nociceptivo,
porém o grupo tratado com LQB-118 (30 mg/kg) aumentou em 50,2% o limiar nociceptivo dos
animais (Figura 21A), sugerindo que a pterocarpanquinona LB-118 possui acéo
antinociceptiva. Além disso, a migracéo de leucdcitos foi significativamente reduzida pelos trés

compostos (LQB-118 em 62,3%; lapachol em 65,1% e lausona em 59,8%) em intensidades
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similares (Figura 21A), 0 que sugere que o0s trés compostos também possuem acdo anti-

inflamatoria.

Entretanto, ainda € preciso utilizar modelos experimentais mais robustos de artrite,
como o modelo experimental de artrite induzida por antigeno ou coladgeno, para melhor avaliar
0 comportamento anti-inflamatério do LQB-118. Por questfes de custo esses modelos nédo

foram utilizados para o inicio da pesquisa.

Posteriormente, as fases do ciclo estral dos camundongos fémeas foram analisadas. O
ciclo estral divide-se nas fases proestro, estro, metaestro e diestro. Nas fases proestro e estro 0s
niveis de estrégenos estdo elevados, ocasionando aumento da parede uterina, diminuicdo da
ingesta de alimentos e, consequentemente, perda de peso corporal. Nessa fase, também ocorre
a inibicdo da liberacdo de LH e FSH pela hipofise, entretanto, ha aumento da producdo de
prolactina devido a hipertrofia dos lactotrofos e aumento do peso da adenohipofise. Em
contrapartida, o inverso € visto para animais que estdo nas fases metaestro e diestro, ou que
tiveram os ovarios retirados (ovariectomia) [INOUE, 2021; AJAY| et al, 2020; MARCONDES,
2002].

Em nossos experimentos, como ndo houve mudanca da fase estral de metaestro ou
diestro para proestro ou estro, e ndo houve aumento do peso da hipéfise e do Utero, entende-se
que o LQB-118 ndo foi capaz de ativar os receptores nucleares de estrégeno no Utero dos
animais (Tabela 2 e Figura 22, respectivamente).

Em contrapartida, para os animais OV X administrados com cipionato de estradiol (E2)
juntamente com LQB-118 na dose de 30 mg/Kg, foi visto que as fases diestro proporcionadas
pela presenca do E2 foram revertidas a metaestero em 75% dos animais, 0 que sugere que 0
LQB-118 possa atuar como antagonista dos receptores de estrogénio no Gtero (Tabela 3). A
reducdo do peso do Gtero vista na Figura 23 corrobora essa sugestdo, porém esse estudo
necessita de mais testes para melhor avaliar a interagdo do LQB-118 com os receptores de

estrogénio.

O figado é o orgao responsavel pelo metabolismo de farmacos através de reacdo de
biotransformacao envolvendo enzimas que os convertem em moléculas menos ativas para que
possam ser excretadas através da urina. Entretanto, as reacdes de biotransformacao podem gerar
metabolitos ativos ou toxicos, por isso, essas reacdes sao de extrema importancia para entender
a toxicidade das moléculas [KRULKARNI, 2001].
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Nesse contexto, a analise da toxicidade crénica do LQB-118 na dose de 30 mg/kg
evidenciada na figura 24 ndo demonstrou mudancas no peso do figado, rins e coracdo, bem
como do peso corporal dos animais, sugerindo que a dose utilizada desse composto nédo
provocou nenhum efeito téxico nos animais estudados, contribuindo para a seguranca do

composto na dose utilizada.

Como ja dito anteriormente, durante a progressdo da artrite reumatoide as articulacdes
sofrem o acimulo de macrofagos, células T e células B, intensificando o processo inflamatério
atraves da liberacdo de citocinas e autoanticorpos. Os macrofagos, quando assumem o fendtipo
inflamatério M1, passam a produzir citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-10
constantemente. Entretanto, ao assumirem o fendtipo anti-inflamatério M2, produzem
citocinas, com carater anti-inflamatério, como a IL-10. Além disso, a presenca cumulativa de
macrofagos na regido das articulacdes leva a gravidade da destruicdo 0ssea presente na doenca
[MORAIS et al, 2014; GIERUT et al, 2010].

Em nossos experimentos, a Figura 25 demonstra que a adi¢do de LQB-118 em diferentes
molaridades ao meio de cultura celular contendo macréfagos (2x10° células/pogo) estimulados
por LPS (5 ng/poco) que foram obtidos da medula dssea dos camundongos resultou na
diminuicdo das concentragdes da citocina inflamatoria 1L-6 na concentracdo de 30 uM (Figura
25A) e diminuiu as contragdes da citocina anti-inflamatéria 1L-10 de forma dose-dependente
(Figura 25C). De acordo com a Figura 25B, a adicdo do LQB-118 a cultura celular de
macrofagos ndo diminuiu as concentracdes de TNF-a de forma significativa. Entretanto, se o
efeito redutor das concentracdes de todas as citocinas avaliadas na concentracdo de 100 uM de

LQB-118 se deve a morte celular ainda precisa ser avaliado.

A viabilidade celular pode ser definida como a quantidade de células vivas em uma
determinada populagéo celular. A anéalise da proliferacdo celular é usada como indicador da
sobrevivéncia ou morte celular em resposta a agentes quimicos ou drogas. Assim, um agente
quimico é citotoxico quando apresenta toxicidade e provoca morte celular, e é citostatico

guando tem a propriedade de inibir o crescimento celular [ADAM et al, 2016].

Diante disso, o teste de proliferacdo celular é utilizado no desenvolvimento de novas
moléculas. O efeito antiproliferativo do LQB-118 pode ser visto na Figura 26 A e B, onde houve
reducdo da proliferagéo celular de macrofagos nas concentragcfes de 10 uM (13,9 %) e 30 uM
(12,3 %) quando comparadas o controle positivo (24,2%). Para esse experimento foram

utilizados macrofagos primarios retirados da medula dssea dos animais. Esse tipo celular de
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macrofago possui baixa taxa de proliferacdo, o que explicaria a baixa proliferacdo observada

no grupo veiculo (24,4%).

Dessa forma, é necessario que haja repeticdo do experimento em questdo utilizando
macrofagos de linhagens que possuam maiores taxas de proliferacdo, a fim de confirmar o

possivel efeito antiproliferativo do LQB-118 sobre os macréfagos.

7. CONCLUSOES

No presente estudo, foi demonstrado que o LQB-118 possui efeito antinocicptivo em
modelos experimentais murinos de nocicepcdo. Os resultados sugerem que o efeito

antinociceptivo do LQB-118 envolve mecanismos anti-inflamatorios.

O presente estudo ndo evidenciou mudanca nas fases do ciclo estral dos animais através
da ativacdo dos receptores de estrogénio pelo LQB-118, nem toxicidade nas doses utilizadas.
Além disso, demonstramos que o composto deve possuir efeito antiartrite, uma vez que foi
capaz de reduzir a dor articular e a migracdo de leucécitos no modelo de artrite induzida por
zimosan. Esses resultados estdo alinhados a dados publicados na literatura que evidenciaram o
efeito anti-inflamatério do LQB-118 em diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro
[RICA et al., 2016; LIMA et al., 2020].

O LQB-118 foi capaz de diminuir a proliferacdo celular de macréfagos primarios
estimulados com LPS nas concentragfes de 30 uM e 100 uM. Porém se o efeito de reducéo da
proliferacdo celular do LQB-118 na concentragdo de 100 uM se da por morte celular ou pela

inibicdo da enzima dihidroorato desidrogenase ainda precisa ser avaliado.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/IB

Certificamos que o projeto Intitulado “Avaliacdo da acdo agonista do LQB-118 sobre receptores
nucleares de estrégeno a e B e seu potencial anti-inflamatdrio em modelo murino de artrite induzida
por zimosan.” protocolo CEUA n2019/2017 processo n® 23083.32290/2017-31 sob responsabilidade
de David do Carmo Malvar que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfiloVertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. 11794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto no. 6899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de animais (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(CEUA-ICBS-UFRRJ), em reunido de 18 de abril de 2018.

Vigéncia do Projeto 18.04.2018 a 18.04.2020

Espécie/linhagem Mus musculus/Swiss

Peso/idade 30-40g/60-90 dias

No. De animais 132

Sexo Fémeas

Origem Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas/ICBS/UFRRIJ

We certify that the protocol CEUA no. 019/2017, entitled “Evaluation of the agonist action of LQB-
118 on nuclear estrogen receptors a and B and its anti-inflammatory potential in a murine model of
zymosan-induced arthritis” is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted
by the Nacional Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by
the Local Animal Ethical Committee from Institute of Biological Sciences and Heathy of Federal Rural
University of Rio de Janeiro in 18 of April of 2018.

AntoniaKec ranca Moita
CostaCoordenador CEUA-ICBS-
UFRRJ




