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RESUMO

Mecanismos e mediadores envolvidos no efeito antinociceptivo do acido
zoledronico. Autora: Adriana Lima de Araujo. Doutorado em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade de Salamanca, Espana.

O 4acido zoledronico ¢ um bisfosfonato de terceira geragao. Evidéncias clinicas
apontam a eficicia do 4cido zoledronico, dentre a classe de bisfosfonatos, na
diminui¢ao da dor do cancer 6sseo. Recentemente, varios autores reportaram que além
do efeito benéfico sobre o cancer dsseo, ha também um efeito positivo quanto a inibigdo
da dor associada a estas metdstases. Esta pesquisa objetivou avaliar o efeito
antinociceptivo do 4acido zoledronico, assim como 0s possiveis mecanismos €

mediadores envolvidos em tal efeito.

Para tanto, injetou-se acido zoledronico em doses variando de 10 a 300 pg/kg
(injecgdo sistémica s.c, e.v. ou i.p.) 30 min antes do Zymosan (Zy) (1 mg/animal) via i.p.
para o teste de contor¢des abdominais em camundongos e via intra-articular para a
incapacitacao articular em ratos. O tecido sinovial do joelho de rato foi removido para
analise imunohistoquimica e aliquotas do lavado articular foram colhidas para contagem
de células e dosagem de citocinas. Foi coletado também o exsudato peritoneal de
camundongos estimulados com zymosan e pré-tratados com &cido zoledronico para
isolar os macrofagos e posteriormente realizar a dosagem de citocinas produzidas in
vitro por estas células. Os papéis do 6xido nitrico e dos canais de potassio ATP
dependentes foram avaliados utilizando firmacos envolvidos nessas vias. Para isso, L-
NAME (40mg/kg, s.c.), aminoguanidina (10, 30 e 100 mg/kg; sc), L-Arginina (200
mg/kg; 1.p.), glibenclamida (1 a 3 mg/kg) e diazoxido (10 mg/kg), foram administrados
previamente ao 4cido zoledronico. No modelo de edema de pata, carragenina
(300ug/pata) ou dextran (300ug/pata) foram administrados na pata traseira esquerda
lhora apds a administragcao de acido zoledronico. Apos o sacrificio os tecidos das patas
foram colhidos para posterior avaliagdo da atividade de mieloperoxidase (MPO). Para
avaliar a permeabilidade vascular, ainda no modelo de edema de pata, 30 minutos antes
do sacrificio foi injetada na veia peniana o corante Azul de Evans (25 mg/kg), os
animais foram sacrificados e o tecido da pata foi retirado para andlise do

extravasamento do Azul de Evans.



Observou-se que o 4cido zoledronico inibiu de maneira significativa a
hiperalgesia inflamatoria induzida pelo zymosan em 88% no modelo de contor¢des
abdominais e em 47% na incapacitacdo articular. No modelo de contor¢des abdominais
esse efeito foi significantemente revertido em 93% para o L-NAME, em 103% para a
aminoguanidina e em 72% para a glibenclamida, sugerindo o envolvimento do NO e
dos canais de potassio ATP dependentes no efeito antinociceptivo. O acido zoledronico
inibiu  significativamente (p<0,05) a producdo de citocinas pro-nociceptivas,
particularmente o TNF e KC, por células residentes da cavidade peritoneal de animais
estimulados com zymosan, assim como a expressao de TNF-o tanto em animais
submetidos a artrite por zymosan como em animais injetados com carragenina
subplantar. Foi eficaz também em inibir a producdo de IL-1 em patas de ratos
estimulados com carragenina. Contudo, ainda que exer¢a influéncia sobre a producao de
citocinas pro-inflamatorias, seu efeito antinociceptivo parece ndo estar relacionado a um
efeito antiinflamatoério, visto que nao foi eficaz em modificar o curso do edema de pata,
da permeabilidade vascular, da atividade da MPO, dos niveis da citocina IL-10 no

tecido de pata, assim como ndo alterou a migragao celular para a cavidade articular.

Os dados permitem concluir que o acido zoledronico possui efeito
antinociceptivo e esse efeito parece ser mediado pela estimulacio da via

NO/cGMP/K+ATP.



ABSTRACT

Mechanisms and mediators involved in zoledronic acid antinociceptive effect.
Author: Adriana Lima de Araujo. Post-graduation in Pharmacology. Department of
Physiology and Pharmacology, University of Salamanca, Spain.

Zoledronic acid is a bisphosphonate used for the treatment of bone metastases. A
possible analgesic property of this drug has been previously described. This study aimed
to evaluate if zoledronic acid has an antinociceptive effect and to identify the

mechanisms and mediators involved in this effect.

Zoledronic acid was administered in doses ranging from 10 to 300ug/animal
(i.p., s.c, or e.v injection) 30 min before zymosan (Zy) (1 mg/animal i.p for the writhing
test in mice and 1mg/cavity intra-articular for the rat knee joint incapacitation test). The
synovial tissue was harvested for immunohistochemicalanalysis and the samples of the
articular exudates were harvested for cell count and for cytokine level measurements.
The exudates from the peritoneal cavity of the mice stimulated by Zy and pretreated
with zoledronic acid were also harvested for cytokine level measurements. The roles of
nitric oxide (NO) and of the ATP-sensitive potassium channels on zoledronic acid
activity were evaluated using drugs involved in these routes. For that, L-NAME (40
mg/kg; s. c.), aminoguanidina (10, 30 and 100 mg/kg; sc), L-arginine (200 mg/kg; i. p.),
glybenclamide (1 to 3 mg/kg; i.p.), and diazoxide (10 mg/kg; s.c.) were administered 30
min before zoledronic acid. For the paw edema experimental model, a subplantar
injection of carrageenin (300ug /paw) or dextran (300 pg/paw) was administered into
the left hind paw one hour after zoledronic acid administration (100 mg/kg). After 4
hours, the animals were sacrificed, and the paw tissue was harvested for
immunohistochemicalanalysis and for detection of the myeloperoxidase (MPO) activity
levels. In order to evaluate the vascular permeability, 30 minutes before the sacrifice,
the Blue Evans liquid (25 mg/kg) was injected in the penile vein. After the sacrifice, the

paw tissue was harvested for analysis.

Zoledronic acid inhibited the writhing response induced by zymosan by up to
88%. Similar results were observed in the rat knee joint incapacitation test induced by

zymosan, which showed up to 47% of inhibition (p<0.05). In the writhing test in mice,



the antinociceptive effect was reverted by the pretreatment with L-NAME,
aminoguanidina, and glybenclamide up to 93%, 103% and 72% respectively, suggesting
the involvement of the NO and the ATP-sensitive potassium channel on the
antinociceptive effect of zoledronic acid. The pretreatment with zoledronic acid
promoted a significant inhibition (p<0.05) on the release of pro-nociceptive cytokines,
especially TNF and KC by resident cells from mice stimulated intraperitoneally by Zy,
as well as the expression of TNF-a of the articular cavity of the animals submitted to the
zymosan-induced arthritis and of the tissue of paw stimulated by carraggenin.
Zoledronic acid was also efficient in the inhibition of the release of IL-1 on the paw
tissue that was stimulated by carraggenin. Despite zoledronic acid influence upon the
pro-nociceptive cytokines production, its antinociceptive effect does not seem to be
related to an antiinflammatory effect, because zoledronic acid did not modify the paw
edema, the vascular permeability, the MPO activity, IL-10 levels on the paw tissue and
was not able to inhibit cell migration to the inflamed joint.The results presented here
demonstrate that zoledronic acid exhibits antinociceptive activity and this effect seems

to be mediated by activation of the NO/cGMP/K+ATP pathway.
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1. INTRODUCAO
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1.1 DOR

A dor ¢ uma das grandes preocupacdes da humanidade. Sua percepcdo e seu
significado vém sendo modificado através dos tempos e dos contextos histéricos e culturais.

(TEIXEIRA e OKADA, 2009).

Em 1994 a “International Association for Study of Pain” (IASP) definiu dor
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual

presente ou potencial, ou descrita em termos de tal lesao” (MERSKEY e BOGDUK, 1994).

Fisiologicamente, a dor tem importante funcao de defesa, ¢ um mecanismo vital e
protetor que nos permite viver em um ambiente carregado de perigos potenciais. Funciona
como alerta para a existéncia de alguma ameaca a integridade fisica do individuo. A sua
importancia ¢ mais claramente demonstrada nos pacientes portadores da Sindrome Riley Day,
sindrome da insensibilidade congénita a dor, onde h& auséncia congénita de nociceptores.
Esses bebés e criancas sdo propensos a mutilacio e a danos ambientais continuos,

normalmente resultando em morte em uma idade jovem (TEIXEIRA e FIGUERO, 2001).

Podemos classificar a dor em aguda ou cronica. A dor aguda apresenta importante
valor bioldgico, pois denota uma lesdo ou iminéncia de lesdao tecidual. Ao contrario, a dor
cronica despe-se desse valor biologico e caracteriza-se por persistir por periodos prolongados,

geralmente além do tempo de cicatrizacdo do tecido, ndo havendo causa identificavel para tal.

A dor ¢ uma das principais razdes de incapacidade e sofrimento para pacientes
com diagnostico de cancer. Em média, 50% dos pacientes portadores de neoplasia maligna
apresentam dor em alguma fase de sua doenga. Esse nimero eleva-se para aproximadamente
70% quando nos referimos aos pacientes em estagio avangado da doenca. (ORTEGA, 2009;
MELO e PINTO FILHO, 2009). No Brasil o diagndstico de tal enfermidade ¢ feito em uma
fase avancada, o que justifica a alta incidéncia de pacientes com sindromes dolorosas

relacionadas ao cancer.

A dor relacionada ao cancer afeta a satide publica. Trata-se de uma doenca com
elevada morbidade e mortalidade e de prevaléncia crescente. A Organizacdo Mundial de

Satde (OMS) estimou para o ano de 2030, 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
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milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer.
Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil, as estimativas para o ano

de 2012 apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos da doenga.

1.1.1 Base neural da dor

No inicio do século XX, Charles Sherrington descobriu os nociceptores e
introduziu o termo nocicepgdo, palavra derivada do latim nocere- nocivo/capere- captagao.
Trata-se de um sistema presente no organismo responsavel pela captacdo do nocivo e pela
transformagdo deste estimulo em alerta para o sistema nervoso central (SNC). Nociceptor ¢ o
termo empregado para descrever os receptores responsaveis pela captacdo dos estimulos. Sao
representados pelas terminacdes nervosas livres presentes € podem ser encontrados tanto em
estruturas somaticas como viscerais (GRIGG et al., 1986; MCMAHON e KOLTZENBURG,
1990).

A dor resulta da integracdo central de impulsos nervosos periféricos, ativados por
estimulos locais. Na sequéncia de eventos que levam ao fendmeno sensitivo doloroso, o
primeiro passo ¢ a transformagdo do estimulo em potencial de a¢do. Quando intensos, os
estimulos s3o capazes de alterar as propriedades da membrana do nociceptor e assim,
deflagrar potenciais de acdo, que sdo transferidos de fibras aferentes sensitivas do sistema

nervoso periférico (SNP) ao SNC (TEIXEIRA, 2009).

A atividade dos receptores nociceptivos ¢ modulada pela acdo de substancias
algiogénicas liberadas no local da injuria mediante um estimulo. Essas substancias podem ser
liberadas por diferentes fontes como mastdcitos, macréfagos, vazos sanguineos e células
traumatizadas. Dentre as subtincias algiogénicas podemos destacar: citocinas,

prostaglandinas, acetilcolina, histamina, bradicinina, serotonina, substancia P dentre outras.

Em condigdes fisioldgicas as fibras A-delta e C sdo responsaveis pela transmissao
do estimulo nociceptivo (MILLAN, 1999). Com base na dimensdo do corpo celular e seu
axonios, os neurdnios aferentes podem ser classificados da seguinte maneira: fibras de

pequeno diametro, amielinizadas e com baixa velocidade de conducao (fibras C); fibras de
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médio didmetro, discretamente mielinizadas e com média velocidade de conducgao (fibras A-
delta); ou fibras de grande didmetro, intensamente mielinizadas e com elevada velocidade de

conducao (fibras A-beta).

Em estudos experimentais com seres humanos, nos quais 0s nervos sensoriais
cutdneos foram estimulados, foi demonstrado que a atividade das fibras A-delta resulta em
uma sensagdo de dor nitida e bem localizada, enquanto a atividade da fibra C promove dor
difusa em queimagdo (RANG et al., 2004). As diferencas nas velocidades de condugdo

dessas fibras explicam a subjetividade da sensacao dolorosa associada ao estimulo nocivo.

E através do trato de Lissauer que as fibras aferentes nociceptivas transmitem os
sinais quimicos, térmicos e mecanicos. Os corpos celulares dessas fibras encontram-se nos
ganglios da raiz dorsal; as fibras penetram na medula espinhal por meio das raizes dorsais

terminando na substancia cinzenta do corno dorsal (RANG et al., 2004).

No corno dorsal da medula diversas substincias, neurotransmissores e/ou
neuromoduladores, estdo envolvidas na transmissdo central e na modulacdo da resposta
nociceptiva, como o glutamato, a substancia P, o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) ¢ o 6xido nitrico (NO) (OLIVEIRA e SILVA, 2009). E ai, no corno dorsal da
medula, onde ocorre a sinapse com os neurdnios secundarios, diante da ligacdo dos
neurotransmissores a receptores especificos. Apds a ativacdo dos neurdnios subsequentes a
informagdo nociceptiva ¢ conduzida através do trato espinotalamico e espinohipotalamico até
o sistema nervoso central supraespinal, onde sera analisada e interpretada em locais

especificos do cortex.

Mais recentemente foi reportada a existéncia de outros tratos nociceptivos, 0s
tratos espinoparabranquioamigdaldide e espinoparabranquiohipotaldmico, que trafegam
contra lateralmente no funiculo dorsolateral da medula espinhal. Ambos os tratos estdo
envolvidos com o componente afetivo-motivacional da dor e na elaboragdao das respostas

neurovegetativas e enddcrinas que acompanham os processos dolorosos (OLIVEIRA e

SILVA, 2009).
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1.1.2 Dor inflamatoria

A inflamacdo (do Latim inflammatio, que significa atear fogo) ¢ uma reagdo
complexa do tecido conjuntivo vascularizado em resposta a um agente lesivo. A reacgdo
inflamatoéria envolve uma série de fendmenos, que incluem: dilatacao de arteriolas, capilares e
vénulas, com aumento de permeabilidade vascular e fluxo sanguineo; exsudacdo de plasma,

incluindo-se proteinas; e migragdo de leucdcitos para o foco inflamatorio.

Viérias células que participam da resposta inflamatéria ja estdo presentes nos
tecidos, tais como as células endoteliais, os mastocitos e as células mononucleares residentes,
enquanto outras chegam ao foco inflamatorio provenientes do sangue, como os leucocitos
polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e mononucleares (monocitos e

linfécitos).

Os neutrofilos sdo as primeiras células do sistema imunologico a serem recrutadas
para o local do dano e sdo responséveis pela eliminagdo do agente infeccioso, fagocitam os
microorganismos, células mortas e restos celulares (FERREIRA et al, 2009). Para dirigirem-
se a area acometida, os neutréfilos sdo recrutados, fendmeno chamado de quimiotaxia. Estas
células saem do interior do leito capilar para o espago extracelular. E um processo

multimediado que envolve uma a¢do combinada de multiplas moléculas de adesdo celular.

Durante o processo inflamatdrio ocorre a liberagdo de substancias enddgenas, os
mediadores inflamatorios, que sdo responsaveis pela manutencdo e modulacdo deste processo
(FERREIRA, 1980). Estes podem ser fatores quimicos plasmaticos e/ou celulares. A
depender da natureza do mediador, este podera ser capaz de sensibilizar, ou seja, diminuir o

limiar de ativagdo do nociceptor, ativa-lo, ou ambas as a¢des (FERREIRA, 1993).

E comum pacientes que experimentam dor apresentem diferentes manifestagoes,
como alodinia (resposta dolorosa a um estimulo que anteriormente nao era doloroso) e
hiperalgesia (resposta dolorosa aumentada a um estimulo previamente doloroso) (BESSON,

1999).
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1.1.2.1 Mediadores da dor inflamatoria

Durante o desenvolvimento da resposta inflamatdria varias etapas parecem estar
relacionadas a agdo de substancias enddgenas que possuem a capacidade de alterar
bioquimica e fisicamente a estrutura do local afetado. Tais substancias quimicas, 0s
mediadores, sdo liberadas inicialmente no local da injuria como mecanismo de alerta, onde os

macrofagos parecem exercer papel crucial (FERREIRA, 1980).

No que se refere a dor, podemos destacar duas classes de mediadores
inflamatérios liberados durante a resposta imune inata: os mediadores hiperalgésicos
intermediarios e os mediadores hiperalgésicos finais. Os primeiros sdo liberados tanto em uma
fase inicial como durante o decorrer da resposta inflamatéria e sdo responsaveis pela liberacao
de outros mediadores intermedidrios. J& os mediadores hiperalgésicos finais agem diretamente
sobre seus receptores especificos, levando assim, as alteracdes moleculares responsaveis por

sua sensibiliza¢do. (FERREIRA et al., 2009).

Entre os mediadores finais podemos destacar os eicosonoides (prostaglandina e
prostaciclina), as aminas simpaticas, os leucotrienos, o fator de agregagao plaquetaria (PAF),
a histamina e a serotonina. Quando liberados, esses mediadores sdo capazes de estimular vias
de sinalizagdo intracelular, (como a da adenosina monofosfato ciclico ~AMPc— e das
proteinas quinases A —-PKA— e C —-PKC-), culminando em sensibilizagdo neuronal
(FERREIRA ¢ NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989). A ativagdo desses sistemas altera
as caracteristicas elétricas da membrana neuronal, ¢ isso se deve a modificagdes ocorridas no
limiar de diversos canais iénicos, como os de sédio (Na'), de potassio (K") e calcio (Ca®"),
presentes nas membranas e nas organelas citosolicas. Tais eventos resultam em alteragdes nos
potenciais de repouso e uma diminui¢cdo do limiar de ativacdo da membrana, facilitando a

acdo de estimulos anteriormente in6cuos ou muito pouco efetivos (FERREIRA et al., 2009).

Hé evidéncias que substincias capazes de promover o aumento nos niveis
intracelulares de AMPc e Ca’" tém relagdio com a sensibilizagio dos nociceptores.
Experimentalmente foi demonstrado que a inje¢do em pata de rato de dibutiryl AMPc
(analogo do AMPc) e de Ca®" foi capaz de induzir hiperalgesia (FERREIRA ¢ NAKAMURA,
1979). A administracdo de prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (dopamina ou

noradrenalina), mediadores conhecidos por estimularem a sintese de AMPc neuronal, também
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se mostrou eficaz em promover hiperalgesia, que pode ser prevenida com o pré-tratamento
com antagonista de Ca? (FERREIRA ¢ NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989,
FOLLENFANT et al, 1990). Adicionalmente, sdo também considerados mediadores
hiperalgésicos aqueles capazes de promover a sintese de prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas, como ¢ o caso das citocinas interleucina-1(IL-1), interleucina-8 (IL-8) e

fator de necrose tumoral (TNF).

E sabido que substincias que abrem os canais de K sdo capazes de bloquear a
hiperalgesia. Por esse motivo, a via metabdlica L-arginina/NO/GMPc¢/K" parece contrapor a
hiperalgesia inflamatéria, ja que a ativacdo de tal via promove a abertura dos canais de K"
ATP dependentes, permitindo a saida deste ion, o que contrabalanca o limiar aumentado pelo
acimulo de Ca”" citosolico. Esse sistema regulador negativo do nociceptor sensibilizado
apresenta relacdo com o aumento do GMPc ou de substancias capazes de estimular a
guanilato ciclase neuronal, a exemplo do carbacol e dos geradores de 6xido nitrico (MOORE

et al., 1991; DUARTE e FERREIRA, 1992; ALVES e DUARTE, 2002; SACHS e al., 2004).

Todos esses achados nos permitem sugerir que a regulacao funcional, positiva ou
negativa, dos nociceptores na dor inflamatéria parecem estar relacionada com as
concentragdes de AMPc e GMPc no nociceptor. Experimentalmente foi demonstrada a
importancia desse sistema regulador na dor inflamatoria através do modelo de incapacitagao

articular induzido por zymosan (ROCHA et al., 1999).

Contudo, os mediadores hiperalgésicos finais ndo sdo liberados diretamente a
partir do reconhecimento do estimulo inflamatorio, mas sim, apds a estimulagdao prévia dos
mediadores hiperalgésicos intermedidrios. Entre tais mediadores merecem destaque as
citocinas e as quimiocinas por serem consideradas como os mais caracteristicos da dor

inflamatoéria e fundamentais para o fendomeno.

1.1.2.2 Cascata de citocinas inflamatorias

Basicamente a familia das citocinas consiste em pequenas proteinas e

glicoproteinas, cujo peso molecular situa-se entre 8 e 30 kDa, com propriedades pleiotropicas
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e regulatorias. As citocinas sdo sintetizadas por diversos tipos celulares do sistema imune e
sua producdo ¢ desencadeada em resposta a uma infinidade de estimulos, como agentes
infecciosos, tumores e estresse. Seu efeito se da apos ligacdo a seu receptor especifico
expresso na superficie da célula-alvo, culminando com transdu¢do dos sinais no interior da

célula.

Os vérios tipos de citocinas podem ser enquadrados em diversas categorias: os
interferons (IFN), as interleucinas (IL), os fatores de necrose tumoral (TNF), os fatores
estimulantes de colonias (CSF) e uma variedade de outros fatores de crescimento (fatores de
crescimento derivados de fibroblastos, da epiderme e das plaquetas) (HOPKINS, 1990). Esses
mediadores, além de exercerem importante fun¢ao no recrutamento de leucocitos (neutrofilos)
para o foco inflamatério, sdo relevantes na génese da sensibilizagdo nociceptiva. (FERREIRA

et al.,2009).

Quanto a hipernocicepgdo, as citocinas mais importantes e merecedoras de
destaque sdo: o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas (IL) -1 e -8. (CUNHA
et al., 1992; FERREIRA et al., 2009). A IL-1 e a IL-8 liberam, respectivamente,
prostaglandinas e as aminas simpatomiméticas (FERREIRA er al., 2009). Ferreira et al.
(1988) utilizando um modelo experimental de hiperalgesia mecanica, evidenciaram a

participagdo da citocina IL-1f na dor inflamatoria periférica.

E conhecida a propriedade das citocinas de induzir sua propria produgio e a de
outras citocinas. Neste sentido, o TNF apresenta a capacidade de iniciar a cascata de ativagao
de outras citocinas e de fatores troficos e, por esta caracteristica, pode ser considerado o
prototipo da citocina pré-inflamatoria (MCDERMOTT, 2001; CUNHA et al., 1992). Quando
liberado, o TNF induz a sintese de IL-1 (DINARELLO et al., 1986). Esta, por sua vez, induz
sua propria sintese, a de IL-6 (VAN DAMME et al., 1987) e a de IL-8 (STREITER, 1989).

O importante papel exercido pelas citocinas TNF, IL-1B e IL-8 na génese da dor
inflamatoria foi evidenciado por Ribeiro et al. (2000). Neste estudo, através do modelo de
contor¢cdes abdominais, foi demonstrado que, quando injetadas concomitantemente, as
citocinas TNF, IL-1P e IL-8 sdo capazes de induzir contor¢des abdominais em camundongos.

Corroborando este efeito, o pré-tratamento com anti-soros especificos mostrou-se eficaz em
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bloquear a atividade nociceptiva de tais citocinas em animais estimulados com zymosan ou

acido acético.

As citocinas muitas vezes possuem agdes antagdénicas, contudo muito bem
balanceadas. Neste sentido algumas delas podem ser classificadas como pro-inflamatorias,

como o TNF, IL-1, IL-6 e IL-8, enquanto outras apresentam efeito anti-inflamatdrio.

O efeito antinociceptivo das citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 foi demonstrado por
Vale et al. (2003). Estas citocinas estdo envolvidas num mecanismo modulatério da resposta

inflamatoéria inibindo a sintese de mediadores pro-inflamatorios (LORENZETTI et al, 2001).

1.1.2.3 Papel das células residentes na dor inflamatoria

O importante papel desenvolvido pelas células residentes, como macrofagos e

mastdcitos, na sinaliza¢ao da resposta inflamatoria estd bem esclarecido na literatura.

Os macréfagos sdo residentes nos tecidos e constituem as células de alarme do
organismo (FERREIRA, 1980). Podem ser ativados por citocinas ou por interagdes
imunologicas, como por exemplo, certos produtos bacterianos (LPS -Lipopolissacarideo), e
ainda, pela carragenina (Cg) e pelo zymosan (Zy). Uma vez ativados, sdo capazes de
desencadear mecanismos de defesa por meio da sintese e liberagdo de inimeras substancias
que participam dos eventos que ocorrem na reacao inflamatdria aguda. Dentre estas podemos
citar enzimas, inibidores enzimaticos, fatores de coagulacdo, componentes do sistema
complemento, intermediarios reativos de oxigénio, derivados lipidicos e citocinas (IL-1, IL-6
e IL-8), além dos derivados do acido araquidonico, (TAKEMURA e WERB, 1984;
NATHAN, 1987; ADAMS e HAMILTON, 1989; LASKIN ¢ PENDINO, 1995).

Quanto aos mastdcitos, uma vez ativados, sdo eficazes em liberar substancias pré-
formadas como a histamina, serotonina, proteasas, heparina ¢ TNF. Podem ainda sintetizar
mediadores lipidicos derivados de precursores estocados na membrana das células ou em
corpos lipidicos, tais como: prostaglandinas, leucotrieno e fator de ativacdo plaquetaria.
Mediante estimulo, possuem também a habilidade de iniciar a transcricdo e translagdo de

varias citocinas: IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a, MIP1-a ¢ bFGF - fator de
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crescimento basico de fibroblastos (SALVEMINI et al., 1990; BISSONNETTE et al., 1991;
MANNAIONI et al., 1991; MASINI et al., 1991; SEITZ et al., 1994).

Alguns achados demonstraram que a intensidade de neutrofilos que migram para a
cavidade peritoneal de animais estimulados tanto com agentes exogenos (LPS, carragenina e
zymosan) como enddgenos (IL-1 e TNF-a) & proporcional ao niimero de macroéfagos
residentes presente nesta cavidade (DE SOUZA e FERREIRA, 1985; SOUZA et al., 1988;
CUNHA e FACCIOLLI et al., 1990).

Foi demonstrado que a deplecdo de células residentes na cavidade peritoneal por
meio de uma lavagem prévia foi capaz de reduzir de maneira significativa a atividade
nociceptiva do zymosan e do acido acético, mas nao do iloprost (andlogo estavel de PGL).
Em contrapartida, o pré-tratamento dos animais com tioglicolato para elevar a populacao de
macrofagos, foi capaz de aumentar o numero de contor¢gdes induzidas por esses estimulos

(CUNHA e FERREIRA, 1986; RIBEIRO et al., 2000; VALE, 2003).

Dados do nosso laboratério demonstraram o importante papel desenvolvido pelos
mastdcitos residentes no desenvolvimento da resposta dolorosa. Nesse estudo, que utilizou o
modelo de contor¢des abdominais, a deplecdo de mastdcitos peritoneais residentes de
camundongos através do pré-tratamento com o composto 48/80 foi eficaz em inibir
significativamente a atividade nociceptiva do zymosan e do 4cido acético (RIBEIRO et al.,

2000).

1.1.2.4 Papel do oxido nitrico (NO) na dor inflamatoria

O oxido nitrico (NO) ¢ uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas. E composto por um atomo de nitrogénio e um de oxigénio, apresentando um
elétron desemparelhado, o que lhe confere a caracteristica de ser altamente reativo com meia-
vida de menos de 10segundos, sendo assim rapidamente oxidado em nitrito e nitrato (FLORA

FILHO e ZILBERSTEIN, 2000; DUSSE, VIEIRA e CARVALHO, 2003).

Juntamente com a L-citrulina, o NO ¢ sintetizado a partir da a¢do da enzima 6xido

nitrico sintase (NOS) sob seus substratos, a L-arginina e o oxigénio molecular (MONCADA,
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PALMER e HIGGS, 1991). Trés isoformas distintas da NOS foram identificadas: duas
expressas constitutivamente -a neuronal (NOSn) e a endotelial (NOSe)- produzindo NO em
baixos niveis ¢ uma induzida (NOSIi), expressa em altos niveis e em resposta a citocinas
durante o desenvolvimento do processo inflamatorio, isolada incialmente em macrdéfagos

(XIE et al, 1992). As trés isoenzimas sdo semelhantes estruturalmente, porém reguladas de

modo diverso (NATHAN e XIE, 1994).

Os efeitos paradoxais do NO tém sido citados nos diversos estudos que envolvem
esta molécula, em vérios tecidos e nas mais diversas circunstancias, exercendo seu papel tanto

nas fung¢des fisioldgicas normais, como em situagdes de injuria tecidual.

Ainda ¢ dubio o efeito do NO sobre a nocicepgao, ja que alguns autores relatam
um efeito pré-nociceptivo (MOORE et al., 1991; MELLER et al., 1994; SAKURADA et al.,
1996) enquanto outros relatam uma acdo antinociceptiva (DUARTE e FERREIRA, 1992;
SOUZA e PRADO, 2001; VALE et al., 2006 ).

Duarte et al. (1992) demonstraram o envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc
no efeito antinociceptivo de drogas colinérgicas no modelo de hiperalgesia inflamatéria em
pata de rato. Esse estudo mostrou que o L-NMA, inibidor da sintese de NO, ou o azul de
metileno, inibidor da guanilato ciclase soltvel, foram eficazes em bloquear a atividade
analgésica da acetilcolina, enquanto seu efeito foi potencializado com a administracdo de

MY 5445, inibidor da fosfodiesterase do GMPc.

A administracao de L-NAME, inibidor da sintese de NO, mostrou-se eficaz em
inibir o efeito antinociceptivo do sildenafil, inibidor seletivo da fosfodiesterase-5, em modelo
de contor¢do abdominal induzido por zymosan. Ainda nesse estudo, a administragdo de L-

arginina, substrato do NO, foi capaz de reverter o efeito do L-NAME (VALE et al., 2006).

Por outro lado foi demonstrado, nos modelos de contor¢ao abdominal induzido
por acido acético, placa quente e teste de formalina, que a administracdo de L-NAME induziu
um efeito antinociceptivo (MOORE et al., 1991). Tais resultados foram ratificados por outros
autores, onde o L-NAME foi eficaz em promover analgesia em modelo de nocicepgao

induzido por capsaicina (SAKURADA et al., 1996).
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Dependendo do modelo experimental e do nivel de estimulo do NO, este pode
exercer um papel tanto pr6é como antinociceptivo. Alguns dados do nosso laboratorio apontam
para um efeito dual do NO no modelo de incapacitacao articular induzida por zymosan
(ROCHA et al., 1999). Contudo as controvérsias em relagao ao efeito sobre a nocicep¢ao do

NO ainda carecem de investigagoes.

1.1.3 Artrite e Dor

A artrite ¢ uma condigdo inflamatéria que afeta as articulagdes do corpo e pode
ser de etiologia variada. A artrite reumatdide (AR) ¢ a forma de artrite mais estudada.
Consiste em uma desordem autoimune cronica com um curso variavel da doenga, ¢
caracterizada por inflamag¢do de multiplas articulagdes que frequentemente resulta em dor
(SOLEHAN et al., 2011; BIRNBAUM ef al., 2012). Em média 1% da populacdo mundial ¢
afligida pela AR, as mulheres em uma frequéncia de duas a trés vezes maior que os homens
(MORELAND, RUSSELL e PAULUS, 2001). No Brasil existem cerca de dois milhdes de

pessoas com a doenga.

De natureza crdnica e incapacitante a AR ¢ um sério problema de saude publica.
Com a evolugdo da doenga, os pacientes, que frequentemente sdo acometidos em seus anos
mais produtivos, desenvolvem incapacidade para realizar suas atividades, tanto da vida diéria
como profissional, com importante e significativo impacto para o paciente e para a sociedade

(MIIYAWA, 1995; MORELAND, RUSSELL e PAULUS, 2001).

A producao excessiva de mediadores inflamatorios, liberados tanto por células
residentes como por células do infiltrado inflamatorio, exerce papel crucial na patogénese da
AR (CONTE et al., 2010). Radicais livres, citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF- a) e

quimiocinas sao os principais mediadores envolvidos nesse processo (MAINI ez al., 1999).

Ramos et al. (2001) realizaram um estudo avaliando os aspectos histologicos,
histoquimicos e bioquimicos da cartilagem articular do joelho de ratos no modelo de artrite

induzida por zymosan. Esse mesmo trabalho enfatiza as propriedades de um modelo
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experimental ideal para o estudo da AR, validando o modelo de artrite por zymosan que

preenche os requisitos descritos no trabalho de Oliver e Brann (1996).

Na patogénese da AR, além da reagdo inflamatdria sinovial, ha também o
comprometimento da epifise Ossea, gerando erosdes em regides proximas a areas nao
recobertas pela cartilagem articular, ocorrendo também ostedlise do cortex e reabsorgdo ossea.
A cartilagem articular ¢ resistente a lise inflamatdria, com isso as alteragdes destrutivas sao
mais evidentes na jun¢do com a sindvia, zona de contato com o pannus. A lesdo ¢
caracterizada pela ativagdo dos condrocitos e reabsor¢do da matriz, mediante a acao das
citocinas ai sintetizadas. Pesquisas envolvendo as citocinas interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral (TNF-a) sugerem fortemente que elas exercam um importante papel na
patogénese da AR (NOURI, PANAYI ¢ GOODMAN, 1994) e de alguns tipos de artrite
experimental e, dentre eles, da artrite induzida por Zy (VAN DE LOO et al., 1995). Embora
os antagonistas da IL-1 ndo sejam eficazes na prevengdo da artrite induzida por antigeno
intra-articular, parecem suprimir a ocorréncia e a intensidade da fase aguda de artrite por Zy
(GEGOUT et al., 1994). O fluido sinovial da AR contém altos niveis de IL-6, TNF-a e fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) (PILLINGER e ABRAMSON, 1995).

Zymosan (Zy) ¢ um polissacarideo derivado da parede do fungo Saccharomyces
cerevisiae, uma substancia capaz de induzir fendmenos flogisticos sistémicos, amplamente
utilizada em estudos farmacologicos. Zy tem sido bastante empregado em estudos de inducao
ao choque nao séptico, por seus efeitos sistémicos importantes, quando administrado por via
parenteral ou via peritoneal, diferentemente do tipo de reacdo inflamatdria induzida no
ambiente intra-articular. Quando injetado na articulagdo de ratos, Zy promove inflamagao e
nocicep¢do com subaguda e persistente proliferacdo da sindvia e degradagdo da cartilagem,
reproduzindo a maioria dos achados da AR (ROCHA et al., 1999, ROCHA et al., 2002;
Ramos et al., 2001; VALE et al., 2006; CHAVES et al., 2011). Na artrite induzida por Zy, ha
manifestagdes articulares que parecem associar um processo prostaglandina-2-dependente
(dor, edema, febre) com efeitos agressivos a cartilagem articular relacionados com producao

de IL-1 (GEGOUT et al., 1995; VAN DE LOO et al., 1995).
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1.2 BISFOSFONATOS
1.2.1. Historico

Estes compostos sdo quimicamente conhecidos desde meados do século XIX,
quando a primeira sintese de seu prototipo foi datada em 1865 na Alemanha. No entanto,
somente em 1897 o primeiro bisfosfonato, o etidronato, foi sintetizado (RODAN e FLEISCH,
1996; FLEISCH, 2007; WIDLER, JAHNKE e GREEN, 2012).

Os bisfosfonatos (BFs) constituem uma classe drogas antirreabsortivas e que
estruturalmente se assemelham aos pirofosfatos (P-O-P). Estes ultimos sdo produtos normais
do metabolismo 6sseo humano (BONABELLO et al., 2001; FLEISCH, 1981; FLEISCH,
2007).

Foi estudando os pirofosfatos que Fleisch e colaboradores descobriram os
bisfosfonatos. Estes pesquisadores perceberam que in vitro os pirofosfatos ligavam-se
fortemente ao fosfato de calcio ¢ eram eficazes em inibir tanto a formag¢ao como a dissolugao
de cristais de fosfato de calcio. No entanto esse efeito ndo era observado in vivo,
possivelmente justificado pela sua falta de estabilidade, visto que os mesmos sofriam
rapidamente hidrolise em suas ligagdes P-O-P (FLEISCH, RUSSELL e FRANCIS, 1969;
FLEISCH, 1981; LIN, 1996). Dai surgiu os bisfosfonatos, que sdo andlogos sintéticos do
pirofosfato em que um atomo de carbono substitui o atomo central de oxigénio (P-C-P).
Dessa forma, os bisfosfonatos tornaram-se resistente a hidrolise enzimatica, sendo
extremamente estaveis, apresentando alta afinidade pelos fosfatos de calcio e pela
hidroxiapatita, o principal componente 6sseo (BONABELLO et al., 2001; CLEZARDIN,
2005; KAWABATA et al., 2006; DIAZ-BORJON et al., 2006; MAJKOWSKA et al., 2009).

1.2.2 Aspectos gerais

Os bisfosfonatos sdo uma importante classe de drogas antirreabsortiva, que
previnem a perda de massa Ossea, usada para o tratamento de doencas com excesso de
reabsor¢do Ossea, tais como a doenca do Paget, neoplasias malignas associadas a metéstase

Ossea, osteoporose pdés-menopausa entre outras (HARADA et al., 2004; KAWABATA et al.,
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2006; MONKKONEN et al., 2006; SHU, YAMAMOTO e NAGASHIMA, 2006; JOURNE et
al., 2007, MARUOTTI et al., 2012). Esses compostos agem inibindo a reabsor¢do dssea
mediada por osteoclastos (DUNFORD et al., 2001).

Apresentam pequena vida 1util no plasma, mas se acumulam rapidamente aos
tecidos osseos mineralizados (WALKER ef al., 2002), minimizando assim, seus efeitos
colaterais. Quando utilizado para tratamento neopldsico sua teraputica ¢ comumente
realizada em associagdo a outros agentes quimioterapicos como um protetor 6sseo € um

inibidor do desenvolvimento tumoral. (COLEMAN, 2005).

De maeira geral os bisfosfonatos sao bem tolerados durante o tratamento e cursam
com baixos indices de efeitos colaterais de significado clinico. Porém, ha relatos de casos de

osteonecrose mandibular relacionado ao uso de bisfosfonatos (ZUAZAGA et al., 2006).

1.2.3 Estrutura quimica

A sua capacidade em inibir a reabsor¢do Ossea ¢ dependente da presenca de dois
grupos fosfatos na cadeia P-C-P, que se faz necessario para interagdo com o alvo molecular
no osteoclasto, assim como para se ligar ao mineral 6sseo (ROGERS et al., 1995; VAN

BEEK et al., 1998).

Contudo, o potencial anti-reabsortivo ¢ determinado pela estrutura quimica e
tridimensional das duas cadeias laterais, R1 ¢ R2 anexado ao atomo de carbono central
(Figura 1) (ROGERS et al., 2000; DUNFORD et al., 2001). Neste sentido, a ligacao ao 0sso
mineral € intensifaca pela presenca de um grupo hidroxil em R; mas € a configuracdo de R,
que serd determinante para os efeitos celulares dos bisfosfonatos e pela sua eficacia em inibir

a reabsor¢do dssea (TENENBAUM et al., 2002).

Os bisfosfonatos podem ser divididos em duas classes farmacologicas que diferem
em relagcdo a estrutura e mecanismo de agdo: os que contém um atomo de nitrogénio (BFs
aminados), os de segunda e terceira geragdo, e os que nao contém o atomo de nitrogénio (BFs
ndo-aminados), os de primeira geracdo (MONKKONEN et al., 2006; JOURNE et al., 2007).

A principal diferenca entre os dois grupos ¢ a capacidade antirreabsortiva onde os BFs
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aminados, como o acido zoledronico, sdo mais eficazes (DRAKE, CLARKE ¢ KHOSLA,
2008).

Figura 1. Estrutura quimica do pirofosfato e do bisfosfonato

@) @) O R, O
| | I
O=P-0-P=0 O=P-C-P=0
| | I
@) @) O R O
Pirofosfato Bisfosfonato

1.2.4 Mecanismo de acio

Todo bisfosfonato compartilha de uma mesma cadeia P-C-P, no entanto o grupo
dos BPs aminados possui uma maior atividade anti-osteocldstica. Ambas as classes
promovem apoptose, porém por mecanismos diferentes. (MONKKONEN et al., 2006;
JOURNE et al., 2007).

O mecanismo de acdo dos BFs aminados parece estar associado a inibi¢do de uma
enzima no ciclo do mevalonato. Os BFs ligam-se e inibem a acdo da Farnesil Pirofosfato
Sintease (FPP sintase), enzima chave na regulacdo da via do acido mavelonato essencial para
a producdo de colesterol, esterois e lipideos isoprendides. A inibi¢ao desta enzima previne a
modificacdo de importantes proteinas sinalizadoras com lipidios isoprenoides e a subsequente
falta de proteinas preniladas leva a perda da fun¢do osteoclastica, e consequentemente, a
indireta morte celular apoptotica (JOURNE et al., 2007, MONKKONEN et al., 2006;
RUSSELL et al., 2007). Provavelmente, nessa classe de bisfosfonatos, a inibi¢do da
prenilacdo de proteinas parece ser o principal mecanismo de agdo que leva ao efeito

citotoxico. (LEHENKARI et al., 2002; MONKKONEN et al., 2006 ; JOURNE et al., 2007).
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O grupo de BFs ndo-aminados apresentam um mecanismo de ac¢do diferente, ndo
agem inibindo o ciclo do mevalonato. Esse grupo age incorporando-se nas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) pela classe II aminoacil-transferase da RNA sintetase encontrada
na superficie 0ssea, sendo posteriormente captados pelos osteoclastos. Esses analogos nao
hidrolisédveis de ATP sdo citotdxicos e o seu acumulo no interior da célula leva a apoptose da

mesma (LEHENKARI et al., 2002).

1.2.5 Acido zoledrodnico

O é4cido zoledronico ¢ um bifosfonato de terceira geragdo (bisfosfonatos com
nitrogénio associado), com massa molecular de 290.1g/mol. Quanto a sua estrutura quimica
caracteriza-se por um grupo imidazole, contendo dois atomos de nitrogénio (DUNFORD et

al., 2001).

A sintese dos BFs aminados surgiu pela necessidade de aperfeigoar o efeito
antirreabsortivo dessa classe de drogas. Sendo considerados mais potentes aqueles que
possuem um atomo de nitrogé€nio num anel heterociclico, como o 4cido zoledronico, podendo
ser at¢ 10.000 vezes mais potentes que o etidronato, um BFs nao aminado (DRAKE,

CLARKE e KHOSLA, 2008).

O 4cido zoledronico ¢ o unico bisfosfonato aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de metastases osteoplésticas do cancer de prostata e
recomendado pela American Society of Clinical Oncology (ASCO) para o tratamento de

cancer de mama com metastase 6ssea (COLEMAN, 2005).

Metastases dsseas sdo comuns em canceres como o de mama, prostata, pulmao e
nos mielomas multiplos (RUBENS, 1998). Estas metastases produzem uma desregulagao
entre formagdo e reabsor¢do da matriz Ossea, isto conduz a uma hipercalcemia ¢ um
enfraquecimento estrutural que cursa com lesdes como fratura ou compressdo da coluna
vertebral em 8-30% dos pacientes com metéstases 6sseas (WALKER et al., 2002). O acido
zoledronico ¢ o Unico bisfosfonato capaz de reduzir significativamente a morbidade dos

pacientes com metastase 6ssea (PAPARELLA et al., 2011).
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1.2.6 Bifosfonatos e dor

Os bisfosfonatos podem ser considerados uma importante ferramenta terapéutica
em associagdo com outras modalidades com ostedlise marcante como o mieloma maultiplo e
cancer de mama (FULFARO et al., 1998). Nessas circunstancias clinicas os bisfosfonatos se
mostraram capazes de reduzir complicagdes esqueléticas, induzir o alivio da dor e melhorar a

qualidade de vida (HORTOBAGYTI et al., 1996)

Alendronato, um BFs aminado, administrado por via endovenosa (e.v), ou por via
oral, ¢ capaz de reduzir a dor em pacientes com metastase 0ssea por carcinoma de prostata
(ADAMI, 1997). Essa mesma droga dada por via e.v., reduziu a dor espontanea associada a
sindrome da distrofia simpatica reflexa (ADAMI et al., 1997). Até pouco tempo atrds apenas
um estudo foi realizado para determinar se o efeito analgésico esta presente em situagdes
dolorosas nao relacionadas com patologias Osseas, onde o alendronato mostrou-se eficiente
em inibir a dor visceral provocada pela injecdo de &cido acético, no entanto ndo inibe a fase

inflamatoéria do teste da formalina (GOICOECHEA et al., 1999).

Um estudo mais recente demonstrou o efeito antinociceptivo do clodronato,
alendronato e pamidronato em camundongos utilizando dois modelos diferentes

(BONABELLO et al., 2001).

Walker et al. (2002) demonstraram o efeito antinociceptivo do acido zoledronico
em um modelo de cancer 6sseo cursando com alodinia e hiperalgesia. O 4cido zoledronico
age também como inibidor da produg¢do de citocinas pro-inflamatorias como a IL-6
(DERENNE et al., 1999; SENARANTE et al., 2000). As evidéncias clinicas apontam para
uma atividade analgésica na dor associada ao cancer 6sseo, além de seus efeitos diretos sobre
as células cancerigenas. Estudos pré-clinicos desse efeito foi demonstrado em camundongos
(BONABELLO et al., 2001). No entanto, os estudos experimentais avaliando a atividade
analgésica desse bisfosfonato ndo sugerem um mecanismo para o efeito. Kawabata et al.
(2006), demonstraram o efeito anti-alodinico do etidronato em um modelo de artrite cronica e

o possivel envolvimento de canais de potassio ATP-dependentes no fendémeno.

Uma pesquisa realizada por Wong, Stockler e Pavlakis (2012) objetivou avaliar os

efeitos dos bisfosfonatos sobre eventos dsseos relacionados, dor Ossea, qualidade de vida,
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recorréncia e sobrevida em mulheres portadoras de cancer de mama. Nesse estudo concluiu-se
que os bisfosfonatos sdo eficazes em reduzir os eventos dsseos relacionados, assim como
retardar o desenvolvimento dos mesmo; concluiram também que alguns bisfosfonatos, entre

eles o acido zoledrdnico, sao eficazes em reduzir a dor 6ssea e melhorar a qualidade de vida.

Recentemente Paparella er al. (2011) concluiram que o tratamento com &cido
zoledronico de pacientes portadores de cancer de prostata com metastase Ossea ¢ eficaz em
prevenir as complicacdes O0sseas € em controlar os sintomas dolorosos. Outros autores tiveram
conclusdes similares, onde a terapia com o acido zoledronico também se mostrou eficaz tanto
em reduzir complicacdes O0sseas como no tratamento paliativo da dor em pacientes com o

mesmo tipo de cancer (DEMIRTAS et al., 2011).

Corroborando com os dados supracitados, um estudo randomizado avaliando o
efeito do acido zoledrénico sobre a dor articular em joelho de pacientes com diagndstico
clinico de osteoartrite e com lesdo de medula dssea dessa articulagdo, concluiram que esse
bisfosfonato se mostrou eficaz em minimizar a dor ¢ em reduzir a area da medula Ossea

lesionada (LASLETT et al., 2012).

1.3 JUSTIFICATIVA E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A ocorréncia de dor € crescente e, talvez, isso se deva aos novos habitos de vida,
ao aumento da longevidade, ao prolongamento da sobrevida de pacientes portadores de
enfermidades naturalmente fatais e as modificacdes as quais o meio ambiente fora submetido
nas ultimas décadas. Além de proporcionar importante e significativo estresse para o doente e

sua familia, a dor é razdo de fardos econdmicos e sociais para a sociedade (TEIXEIRA e

SIQUEIRA, 2009).

Tendo em vista os escassos trabalhos experimentais publicados com esse assunto
associado as crescentes evidéncias clinicas de que os bisfosfonatos possuem atividade
analgésica, o presente trabalho tem o intuito de investigar o efeito antinociceptivo do acido

zoledronico em modelos experimentais.
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do acido zoledronico sobre a resposta nociceptiva inflamatoria

procurando identificar os possiveis mecanismos envolvidos em tal efeito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar:

O efeito do éacido zoledronico sobre a nocicepcao visceral e articular

induzida por estimulos inflamatdrios

O efeito de acido de zoledronico sobre pardmetros inflamatorios em
modelos de inflamacao induzida por zymosan, tais como infiltragao de

leucocitos e edema
Papel de citocinas no efeito do acido zoledronico sobre a nocicepgao

O envolvimento do 6xido nitrico e canais de potassio ATP dependentes

no mecanismo de a¢ao do acido zoledronico
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 ANIMAIS

3.1.1 Ratos

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados ratos Wistar (Ratus
novergicus), machos, pesando entre 170 e 200 gramas (g), provenientes do Biotério Central

do Campos do Pici - Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.1.2 Camundongos

Para a realizagdo do presente estudo foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus), machos, pesando entre 25-35g, provenientes do Biotério Central do Campos do

Pici - Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2 ASPECTOS ETICOS

Os protocolos experimentais utilizados no presente estudo seguiram as
recomendagdes da UFC. A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa Animal

(CEPA) da UFC, sendo aprovada de acordo com o protocolo 071/2007.

3.3 AMBIENTES

Os animais foram acondicionados, em numero de 20-25 animais quando
camundongos e em numero de 5-6 animais quando ratos, em gaiolas de polipropileno,
medindo 40 centimetros (cm) de comprimento, 31 cm de largura e 17 cm de altura. O fundo
das gaiolas era coberto por raspas de madeira que eram trocadas duas vezes por semana; € o

teto era constituido por uma grade de metal com um espago para apoiar o bebedouro ¢ a
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racdo. Os animais permaneciam em um ambiente com temperatura de 25°C, com exaustdo de

ar, em um ciclo de 12h claro/escuro, com acesso a dgua e comida ad libitum.

3.4. MODELOS EXPERIMENTAIS

Todos os experimentos, observagdes clinicas e comportamentais foram

realizados entre 8 ¢ 18h

3.4.1 Teste de contorcoes abdominais em camundongos

O modelo utilizado foi descrito anteriormente por COLLIER et al (1968). Foram
utilizados camundongos. Zymosan (1mg/animal) foi injetado por via intraperitoneal (i.p.), os
animais foram alocados em um grande funil e a intensidade de nocicep¢do foi quantificada
pelo numero total de contorgdes abdominais ocorridas nos primeiros 20 minutos apds sua
administracdo. Uma contor¢do sendo identificada como a extensdo das patas traseiras
acompanhada por contricdo do abdome. Um grupo de animais foi pré-tratado com acido
zoledronico que foi administrado 30 minutos antes do zymosan por vias subcutanea e

intraperitoneal com doses entre 10 e 300 ug/kg (Figura 2).

Figura 2. lustracio do protocolo experimental do modelo de contor¢cao abdominal

AN =
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3.4.2 Teste de incapacitacio articular em joelho de rato

O modelo foi descrito anteriormente por Tonussi e Ferreira (1992),
posteriormente modificado (MAGALHAES et al., 1997; VIANA et al., 1998) e adaptado para
0 nosso laboratério. Ratos Wistar machos foram pré-tratados com acido zoledronico (10 a 300
pg; 1.p) 30 minutos antes de receberem a injecao intrarticular, no joelho posterior direito, de
zymosan (1 mg/animal; 50 pl de salina) e foram postos para deambular forgadamente em um
carrossel de piso metalico (cilindro de aluminio, 30 cm de didmetro x 50 cm de largura,
coberto por uma tela de aluminio nas mesmas proporg¢des), giratdrio, com capacidade para 3
animais. A velocidade utilizada foi de 3 RPM. As patas traseiras foram calgadas com
sapatilhas metalicas e a sapatilha da pata direita foi conectada a porta de dados de um
microcomputador. Ao tocar a sapatilha direita no piso metélico fechava-se um circuito e ao
final de 1 minuto o computador registrava o tempo de suspensdo da pata (TSP), isto ¢, o
tempo que o animal permaneceu com a pata direita levantada sem toca-la no cilindro. O TSP
foi medido antes da injecdo do estimulo e de hora em hora até a 4* hora. Um aumento do TSP
indica nocicepgdo (incapacitagdao articular), isto ¢, a incapacidade do animal deambular
normalmente sobre o carrossel (Figura 3). Antes da realizagdo do ensaio os animais foram

treinados, permitindo-se um periodo de deambulagao e adaptacdo ao ambiente.

3.4.2.1 Coleta do tecido sinovial para andlise imunohistoquimica

Os animais, ratos Wistar,foram pré-tratados com acido zoledronico (100 pg; ip)
30 min antes do receberem a injecdo intrarticular de zymosan (1mg/50ul/ animal) no joelho
posterior direito, apos 4 horas foram anestesiados com hidrato de cloral (0,1ml/30g) e
sacrificados por exsanguinacdo. A pele e os ligamentos articulares do joelho injetado foram
removidos e procedeu-se remocao cirurgica do tecido sinovial. O tecido foi fixado em formol
10% e posteriormente em alcool 70%. As pegas foram desidratadas e parafinizadas para corte

e realizacdo de laminas
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Figura 3. llustraciio do protocolo experimental do modelo de incapacitacio articular em joelho
de rato

Zymosan /5.7

(i.a.) {

Pre-tratamento:
AcidozZoledronico

3.4.2.2 Coleta do lavado articular de joelho de rato

Os animais foram pré-tratados com salina ou acido zoledronico (100 ug; i.p) 30
minutos antes de receberem a injecdo intrarticular de zymosan (1mg/50ul/ animal) no joelho
posterior direito, apds 4 horas foram anestesiados com hidrato cloral e sacrificados por
exsanguinacdo. A pele e os ligamentos articulares do joelho injetado foram removidos e
procedeu-se a lavagem da cavidade articular pela injecao de 400 pl de salina heparinizada (40
Ul/ml) através da membrana sinovial recolhendo-se o exsudato articular. As aliquotas forma
colocadas em tubos ependorfs e centrifugadas. O sobrenadante foi estocado a —70°C para

posterior analise.
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3.4.2.3 Migracdo de células para a cavidade articular

O lavado articular foi coletado como descrito acima e 20 pul foram retirados de
cada amostra e colocados em 380ul de solucdao de Turk. O niimero total de células foi contado

em camaras de Neubawer com o auxilio de um microscdpio 6tico.

3.4.3. Edema de pata

Os animais, ratos Wistar, foram pré-tratados com salina ou acido zoledrénico (100
png/kg; 1.p.) 30 minutos antes da administragdao do estimulo inflamatério, que consistiu em
injecdo subplantar de carragenina (300ug/pata; 0,1ml) ou dextran (300pg/pata; 0,1ml) na pata
traseira esquerda. O volume da pata traseira esquerda de cada animal foi mensurado usando
pletismometro (UGO BASILI) antes e a cada hora por 4 horas ap6s a injecdo do estimulo
(Figura 4). O edema foi calculado como a variacdo de volume, isto ¢, a diferenca entre o

volume em um determinado tempo apos o estimulo e o volume da pata antes do mesmo.

Figura 4. Foto representativa da medida do edema de pata em um pletismégrafo
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3.4.3.1 Analise da permeabilidade vascular

Azul de Evans foi medido quantitativamente por espectrofotometria. Os animais,
ratos Wistar, foram pré-tratados com salina ou acido zoledronico (100ug/kg; i.p.) 30 minutos
antes da administra¢do de carragenina (300pg/pata; subplantar). Meia hora antes do sacrificio
foi injetada por via e.v, na veia peniana, o corante Azul de Evans na dose de 25 mg/kg,
dissolvido em salina. Os animais foram sacrificados na 4° hora apds a administracdo da
carragenina e o tecido da pata foi retirado para andlise do extravasamento do Azul de Evans.
Baseado no método de extracdo de azul de Evans de Kwan, Hu e Sessle (1996),
imediatamente ap6s a extracdo do tecido, este foi pesado e imergido em solugdo de 2 mL de
formaldeido, assim mantido “overnight”. O sobrenadante (100 pl) foi extraido, sua
absorbancia foi determinada através de espectofotometro em 630 nm, € sua concentragao
determinada pela comparagdo com uma curva padrdo da mesma amostra. A quantidade de

azul de Evans foi expressa em g e calculada por peso da amostra.

3.4.3.2 Ensaio de mieloperoxidase (MPQO)

Os animais foram pré-tratados com acido zoledronico (100 pg/kg) 1 hora antes da
administracdo de salina ou carragenina (300ug/pata) por via sub-plantar na pata traseira
direita de cada animal. Os animais foram sacrificados e o tecido da pata foi colhido 4 horas
apods a injecdo do estimulo. As amostras foram estocadas a —70°C, em ependorfs de 1,5ml,
para posterior dosagem da atividade de MPO. A MPO ¢ uma enzima encontrada
predominantemente em granulos azurdfilos de leucocitos polimorfonucleares e tem sido
usado como indice quantitativo para avaliar a inflamagdo em varios tecidos. Os niveis da
atividade de MPO foram determinados por meio da técnica descrita por Bradley, Christensen
e Rothstein (1982), utilizando perdxido de hidrogénio 0,0005 % como substrato para MPO.
Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter 1pumol de perdxido
de hidrogénio (H,0,) a 4gua (H,O) em 1 min a 22°C. No ensaio, a medida que o peroxido de
hidrogénio foi degradado ocorreu a producdo de anion superoxido, responsavel pela
conversdao de o-dianisidina em composto de cor marrom. A variacdo da densidade dptica da

mistura das amostras com a solu¢cdo de o-dianisidina em func¢do do tempo de reagdo foi
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medida por espectrofotometro a 600nm. Os resultados foram expressos como unidade de

MPO/ mg de tecido.

3.5 IMUNOHISTOQUIMICA DO TECIDOS

As amostras histologicas do tecido sinovial e da pele de pata foram submetidas ao
ensaio de imunohistoquimica com o objetivo de avaliar a participagdo de TNF no efeito

antinociceptivo do acido zoledrdnico.

O ensaio de imunohistoquimica foi realizado na seguinte sequéncia:
desparafinizagdo e hidratacdo dos cortes, seguida da ativacdo antigénica (98°C por 15min) no
microondas, inibicdo da peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3% por
10min. Em seguida as sec¢des foram incubadas com os anticorpos primarios (Santa Cruz
Biotechnology) para o TNF, ficando over night a 4°C. O controle negativo nao recebeu
anticorpo primario. No dia seguinte foi realizada a incubagdo com o anticorpo secundério
biotinilado universal (LSAB - DAKO) durante 30 min e incubagdo com o complexo strepto-
avidina-peroxidase (LSAB - DAKO) durante 30 min. A coloracao foi realizada através da
adicao do diaminobenzidina-peroxido (DAB-H;0,), e foi realizada a contra-coloragdo com
hematoxilina de Mayer. Entdo foi realizada a desidratagdo e montagem das laminas, que

®

foram examinadas no microscopio Leica™ e registradas as fotografias dos cortes obtidos.

3.6 OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE CULTURA DE MACROFAGOS
PERITONEAIS RESIDENTES DE CAMUNDONGOS ESTIMULADOS IN VIVO
COM ZYMOSAN

Os macréfagos foram estimulados in vivo. Para isso, camundongos pré-tratados,
30 minutos antes, com acido zoledrénico (30 pg/kg; i.p e e.v) receberam inje¢do por via

intraperitoneal de salina ou zymosan (1mg/animal) e ap6s 15 minutos foram sacrificados em
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camara de éter. A cavidade peritoneal foi lavada com 2ml de meio de cultura RPMI completo
em ambiente asséptico (fluxo laminar). Colheu-se o exsudato e este foi colocado em uma
placa de cultura (1 pogo por animal). Foram encubados por 12h em estufa de CO, a 37°C, em
uma atmosfera de 5%. Apds a adesdo dos macrofagos os sobrenadantes foram colhidos e

estocados a -70°C para posterior dosagem de citocinas.

3.7. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O ensaio imunoenzimatico foi realizado nas amostras de lavado articular e
sobrenadante de cultura de macrofagos previamente estocado. Resumidamente, placas para
ELISA foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo primario (10 ug/ml). Apds bloqueio
das placas, as amostras e a curva padrdo foram adicionadas em duplicata em varias diluigdes e
incubadas por 24h a 4°C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com solugdo tampao e
incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado 1:1000 (100 ul/ well). Apos o periodo de
incubacdo a temperatura ambiente por lh, as placas foram lavadas e 100 uL do complexo
HRP-avidina diluido 1:5000 foram adicionados. O reagente de cor O-fenilenodiamina (OPD,
50uL) foi adicionado 15min depois e as placas foram incubadas no escuro a 37°C por 15 a

20min. A Reagdo enzimatica foi parada com H,SO, e a absorbancia medida a 490nm.

3.8 ESTUDO DA VIA L-Arg/NO/GMPc/KATP NO EFEITO DO ACIDO
ZOLEDRONICO SOBRE A NOCICEPCAO

No modelo de contorgdes abdominais foi investigada a melhor via de

administracao e a participacao do NO e de canais de potassio ATP dependentes

Para avaliar o papel do 6xido nitrico sobre a atividade do acido zoledronico os
animais foram pré-tratados com L-NAME (inibidor ndo seletivo da enzima oxido nitrico

sintase, 30 mg/kg; s. c.) ou aminoguanidina (inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase
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induzida a 10, 30 e 100 mg/kg; s.c.), 30 minutos antes injecao do acido zoledrénico (30
png/kg; 1. p.). Zymosan (1 mg/animal) foi administrado 30 minutos depois da injecdo de acido
zoledronico. Um grupo controle foi realizado da mesma maneira com administracdo de L-
arginina (200 mg/kg; i. p.) 5 min antes da injecdo de L-NAME. Em outro grupo de animais
foram injetado somente L-arginina (200 mg/kg; i. p.) ou somente L-NAME (30 mg/kg; s. c.)

antes da administragdo de zymosan. O niimero de contor¢des foi contada como descrito.

O papel dos canais de potassio ATP dependentes sobre a atividade do acido
zoledronico foi avaliado utilizando firmacos envolvidos nessas vias. Para isso os animais
foram pre-tratados com glibenclamida (Img/kg; i.p), um bloqueador especifico dos canais de
potassio ATP dependentes ou com salina 45 minutos antes da administragao do acido
zoledronico (30 pg/kg; 1. p.). Outros grupos de animais receberam diazéxido, ativador de
canais ATP dependentes (10 mg/kg; s.c) ou veiculo 20 minutos antes da administragao de
glibenclamida (1mg/kg; i.p) ou diazéxido (10 mg/kg; s.c) mais veiculo. Em ambos os grupos
foi seguido a injecao de estimulo, zymosan (Img/animal; i.p). Durante os 20 primeiros

minutos apos o estimulo o namero de contorgoes foi contado, como descrito acima.

3.9 EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A
ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN NO TESTE DE INCAPACITACAO
ARTICULAR EM JOELHO DE RATO

Nesse modelo experimental o &cido zoledrdnico (100 pg/kg; i.p. ou i.a.) foi
administrado uma hora apds a injecdo de uma subdose de zymosan (250ug/articulagido; 50ul) ou
salina (50ul por articulagdo). A intensidade da incapacita¢do articular foi medida pelo tempo de
suspensdo da pata em segundos, o qual foi mensurada durante 1 min antes e a cada hora até a 4* hora

apos a administragdo do zymosan.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + o erro padrdo da média (EPM). As
médias dos varios procedimentos experimentais foram comparadas utilizando a analise de
variancia (ANOVA) e a significancia entre os grupos estabelecida pelo teste Turkey. O
nimero (N) de animais por grupo experimental foi no minimo 5. A significdncia minima

aceita foi de P<0.05.
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4. RESULTADOS



51

4.1 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A ATIVIDADE NOCICEPTIVA
DO ZYMOSAN NO TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS

As contor¢des abdominais foram realizadas de acordo com o protocolo
supracitado. Os resultados obtidos demonstram que, dentre os grupos experimentais testados,
todos os grupos que receberam dcido zoledronico inibiram as contor¢des abdominais
induzidas por zymosan com resultados significativos (p<0,01) com 88% de inibicdo maxima

para a dose de 30ug/kg.

Porém ndo houve diferenca estatistica entre as varias doses testadas (10, 30 e
100pg). Com relagdo as vias de administracdo testadas (endovenosa, subcutanea e
intraperitoneal) apenas as vias endovenosa e intraperitoneal demonstraram diferengas
estatisticas (p<0,01) ndo existindo diferencas quando comparadas uma com a outra (Figura 5

A e B).

4.2 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A ATIVIDADE NOCICEPTIVA
DO ZYMOSAN NO TESTE DE INCAPACITACAO ARTICULAR EM JOELHO DE
RATO

O 4cido zoledronico na dose de 100 pg/kg por via i.p foi capaz de inibir em 47,7%
de modo significativo (p<0,05) a incapacitacao articular induzida pela inje¢do intrarticular de
zymosan. Esse efeito também foi observado quando o 4cido zoledronico foi administrado

localmente, por via intrarticular (Figura 6 e Figura 7).

Nao observamos diferencas estatisticas entre a administragdo intrarticular e a

intraperitoneal com 41% e 52%, respectivamente de inibi¢do com relagdo ao grupo controle.
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Figura 5. Efeito antinociceptivo do acido zoledronico sobre as contor¢ées abdominais induzidas
por zymosan. Acido zoledronico (10 a 100 pg; ip; painel A) ou 30ug/kg por via endovenosa (EV),
subcutanea (SC) ou intraperitoneal (IP) (painel B) foi administrado 30 min antes do Zymosan (1
mg/animal; ip). O numero de contor¢des abdominais foi contado durante 20 min. A barras representam
a média £ E.P.M. do numero de contor¢des, n=6,*p<0.05, ** p<0,01 (ANOVA seguido do teste de
Turkey).



53

60=

Tempo de Suspensao da Pata (s)

C 10 30 100 300

Ac. Zoledrdnico (ug/kg)

Zymosan

Figura 6. Efeito antinociceptivo do acido zoledronico no teste da incapacitacdo articular
induzido por zymosan. Acido zoledrénico (10 a 300 pg; ip) foi administrado 30 min antes do
Zymosan (1 mg/animal; intrarticular). A intensidade de incapacitacdo articular foi medida pelo tempo
de suspensdo da pata em segundos, o qual foi mensurado durante 1 min antes ¢ a cada hora até a 4°
hora ap6s a administragdo do zymosan. As barras representam a média zEPM dos maiores valores do
tempo de suspensdo da pata em segundos obtidos na 3% e 4 horas de medida. *p<0.05 (ANOVA
seguido do teste de Turkey).
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Figura 7. Efeito antinociceptivo do acido zoledronico por via intrarticular no teste da
incapacitaciao articular induzido por zymosan. Salina (S) ou acido zoledronico (Ac. Zol; 100
png/kg) foi administrado por via intraperitoneal ou por via intrarticular 30 min antes do Zymosan (1
mg/animal; intrarticular). A intensidade de incapacitagdo articular foi medida pelo tempo de suspensdo
da pata em segundos, o qual foi mensurado durante 1 min antes ¢ a cada hora até a 4* hora apos a
administracdo do zymosan. As barras representam a média +EPM dos maiores valores do tempo de
suspensdo da pata em segundos obtidos na 3* e 4* horas de medida. *p<0.05 (ANOVA seguido do
teste de Turkey)
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43 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DO ACIDO ZOLEDRONICO NO MODELO DE
CONTORCOES ABDOMINAIS

No intuito de avaliar a participacdo do 6xido nitrico no efeito antinociceptivo do
acido zoledronico foi realizado experimentos de contor¢des abdominais com animais tratados
previamente com L-NAME (inibidor nao seletivo da enzima oxido nitrico sintase) ou
aminoguanidina (inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase induzida) e L-Arginina
(substrato para sintese de 0xido nitrico) antes da injecdo do acido zoledrdnico. Os resultados
obtidos demonstram que o 4cido zoledronico tem efeito antinociceptivo sobre o zymosan
(p<0,05) e que o L-NAME (Figura 8) e aminoguanidina (Figura 8) significativamente
revertem este efeito em 93% para o L-NAME e em 103% para o efeito aximo da

aminoguanidina na dose de 30 mg/kg (p<0,05).

O pré-tratamento com L-arginina antes da administragdo de L-NAME previne o
efeito do L-NAME sobre a antinocicepcao do &cido zoledrdénico. L-arginina quando
administrada sem o L-NAME ndo modifica o efeito antinociceptivo de acido zoledrdnico
(Figura 9). Esses dados sugerem que provavelmente o 6xido nitrico deve estar envolvido no

efeito antinociceptivo do acido zoledrdnico.
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Figura 8. Aminoguanidina reverte o efeito antinociceptivo do acido zoledronico no modelo de
contor¢des abdominais induzidas por zymosan O animais form pré-tratados com aminoguanidina
(10, 30 e 100 mg/kg; sc) ou salina (S) 30 min antes do acido zoledronico (30 pg/kg; ip). O acido
zoleronico foi administrado 30 min antes do zymosan (1 mg/animal; ip). O numero de contorgdes
abdominais foi contado durante 20 min. A barras representam a média + E.P.M. do numero de
contorgdes, n=6,*p<0.05 com relagdo ao grupo controle (C) e #p<0,05 com relagdo ao grupo tratado

com Ac. Zoledronico e salina (S) (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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Figura 9. L-NAME reverte o efeito antinociceptivo do acido zoledronico no modelo de
contor¢oes abdominais induzidas por zymosan. O animais form pré-tratados com L-NAME (30
mg/kg; sc) ou salina (S) 30 min antes do acido zoledrénico (30 pug/kg; ip). L-arginina (L-ARG; 200
mg/kg, ip) ou salina (S) foi administrada 5 min antes do L-NAME. O 4cido zolerdnico foi
administrado 30 min antes do zymosan (1 mg/animal; ip). O numero de contor¢des abdominais foi
contado durante 20 min. A barras representam a média £ E.P.M. do numero de contor¢des,
n=6,*p<0.05, ** p<0,01 com relagdo ao grupo controle (C) e #p<0,05 com relacdo ao grupo tratado

com acido zoledronico e salina (S) (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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44 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO ATP
DEPENDENTES NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO ACIDO ZOLEDRONICO
NO MODELO DE CONTORCOES ABDOMINAIS

No intuito de avaliar a participagdo dos canais de potassio ATP dependentes no
efeito antinociceptivo do acido zoledronico foi realizado experimentos utilizando o
bloqueador de canais de potassio ATP dependente, glibenclamida, e também uma substancia
promotora da abertura dos canais de potéassio, diazdxido, como tratamentos prévios a
administracdo do acido zoledronico. Os resultados obtidos demonstram que o dacido
zoledronico tem efeito antinociceptivo sobre o zymosan (p<0,05) e que o glibenclamida
significativamente reverte este efeito (p<0,05) em 71,7% demonstrando nimero de contor¢des

dos animais semelhantes aos que receberam somente zymosan.

O pré-tratamento com diazéxido antes da administracao de glibenclamida previne
o efeito da glibenclamida sobre a antinocicep¢do do &cido zoledronico. Diazdxido quando
administrado sem glibenclamida ndo modifica o efeito antinociceptivo do acido zoledronico.
Esses dados sugerem que provavelmente os canais de potdssio ATP dependentes estdo

envolvidos no efeito antinociceptivo do acido zoledronico (Figura 10).

4.5 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE O EDEMA DE PATA

Para investigar um possivel efeito antiinflamatério do éacido zoledrénico foi
realizado inicialmente o modelo de edema de pata por carragenina e dextran. Nos observamos
que o pré-tratamento com o acido zoledronico no edema de pata induzido por carragenina,
demonstrou uma tendéncia a amplificagdo, entretanto ndo houve diferencgas significativas

entre os grupos (Figura 11 A).

O acido zoledronico ndo modificou o edema induzido por dextran (Figura 11 B).
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Figura 10. Glibenclamida reverte o efeito antinociceptivo do acido zoledronico no modelo de
contorcées abdominais induzidas por zymosan. O animais form pré-tratados com salina (S) ou
glibenclamida (GLIB; 1 mg/kg; via oral) 30 min antes do acido zoledronico (30 pg/kg; ip). Diazéxido
(1 mg/kg, ip) foi administrado 30 min antes da glibenclamida ou veiculo (V). O acido zolerénico foi
administrado 30 min antes do zymosan (1 mg/animal; ip). A barras representam a média + E.P.M. do
numero de contorgdes, n=6,*p<0.05 com relagdo ao grupo controle (C) e #p<0,05 com relacdo ao

grupo tratado com acido zoledronico e salina (S) (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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Figura 11. Efeito do acido zoledronico sobre o edema de pata induzido por carragenina e

dextran em ratos. Salina ou acido zoledronico (100ug/kg; i.p.) foi administrado 30min antes da

carragenina (300ug/pata; subplantar) ou 30 minutos antes da administracdo de dextran (300ug/pata;

subplantar). O edema foi medido antes do estimulo e uma vez a cada hora por quatro horas. Os pontos

representam a média £ E.P.M. da variagdo do volume (A, diferenga entre o volume inicial e o final) da

pata em ml.
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4.6 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A PERMEABILIDADE
VASCULAR EM PATA DE RATOS ESTIMULADAS COM CARRAGENINA

O efeito do pré-tratamento com acido zoledronico foi avaliado sobre o aumento de
permeabilidade vascular induzida por carragenina. A andlise dos resultados demonstra que o
acido zoledronico ndo influencia o aumento de permeabilidade vascular induzido por

carragenina, quando comparado ao grupo controle (Figura 12).

47 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A MIGRACAO DE
NEUTROFILOS EM PATA DE RATO INDUZIDO POR CARRAGENINA -
ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO).

A MPO ¢ uma enzima presente nos granulos intracelulares dos neutréfilos. Sua
atividade tem sido usada como indice quantitativo para avaliar a infiltracdo neutrofilica em
varios tecidos. Os nossos resultados demonstram que o acido zoledronico nao inibe sua
atividade de MPO. Isso foi observado pelo pré-tratamento sist€émico de acido zoledronico
(100 pg/kg) quando comparado com o grupo salina e com o grupo que recebeu apenas o

estimulo com carragenina (300ug/pata) (Figura 13).

4.8 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A MIGRACAO DE CELULAS
PARA A CAVIDADE ARTICULAR INDUZIDA POR ZYMOSAN

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com o acido zoledronico sobre a migragao
de células na artrite por zymosan o liquido sinovial foi coletado 6 horas apos a injecdo
intrarticular de zymosan (pico de influxo celular na cavidade articular). Nossos dresultados
mostram que o acido zoledronico nao modifica o influxo de células para a cavidade articular

quando dado por via sistémica e nem quando injetado localmente (intrarticular) (Figura 14).
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Figura 12. Efeito do pretratamento com acido zoledronico sobre o aumento de permeabilidade
vascular induzido por carragenina em pata de ratos.Salina (S) ou acido zoledronico (Ac.
Zol.;100ug/kg; i.p.) foi administrado 30min antes da carragenina (300pg/pata; subplantar). O grupo
controle (C) recebeu injecao subplantar de salina (0,2ul). 30 minutos antes do sacrificio foi injetado
por via endovenosa o corante Azul de Evans. Os animais foram sacrificados na 4° hora apos a
administra¢do da carragenina e o tecido da pata foi retirado para analise do extravasamento do Azul de
Evans. As barras representam a média £EPM. da concentracdo de azul de Evans (ug) por mg de

tecido. *p<0.05 (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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Figura 13. Efeito do acido zoledronico sobre a atividade de MPO em pata de rato estimulados
com carragenina. Salina (S) ouCarragenina (C; 300pg/pata) foi injetada por via sub-plantar na pata
traseira direita de cada animal 30 minutos apos a administra¢do de acido zoledrénico (100 pug/kg). Os
animais foram sacrificados e o tecido da pata foi colhido 4 horas apds a injecdo. A medida da
atividade de MPO foi realizada apds 1 minuto do inicio da reacdo colorimétrica. As barras
representam a média =EPM. da atividade de MPO em unidade /mg de tecido. *p<0.05 com relagdo ao

grupo S (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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Figura 14. Efeito do acido zoledronico sobre a migracio de células para a cavidade articular de
joelhos de ratos estimulados com zymosan. Salina ou acido zoledronico (100 ug/kg) foi
administrado por via intraperitoneal ou por via intraticular 30 min antes do Zymosan (1 mg/animal;
intrarticular). A contagem total de células foi realizada em amostras de fluido articular coletadas 6
horas apds a inje¢do do zymosan. As barras representam a média +EPM do nuimero de células x

10%/ml de fluido coletado.
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4.9 EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A PRODUCAO DE CITOCINAS
(IL-1 E IL-10) INDUZIDAS POR CARRAGENINA EM PATA DE RATO

A dosagem de citocinas foi realizada em sobranadante do homogenato da pele de
patas de ratos pre-tratados com acido zoledrénico (100 pg/kg) e injetados com carragenina
suplantar. Nossos resultados mostram que a carragenina induziu de modo significativo
(p<0,001) os niveis da citocina pré-inflamatoria, IL-1, em 257% mas nao modificou os niveis
da citocina antiinflamatoéria IL-10. O pre-tratamento com acido zoledrénico inibiu de modo
significativo (p<0,01) a produgdo delL-1, em 35% mas ndo teve efeito sobre a producio de

IL-10 (Figura 15).

4.10 DOSAGEM DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DE CULTURA DE
MACROFAGOS PERITONEAIS ESTIMULADOS IN VIVO COM ACIDO
ZOLEDRONICO E ZYMOSAN

A dosagem de citocinas foi realizada no sobrenadante de cultura das células
colhidas da cavidade peritoneal de camundongos tratados pelo protocolo descrito para o teste
de contor¢des abdominais. Foram dosados as citocinas TNF e KC (quimiocina semelhante a
IL-8 humana) o sobrenadante da cultura de células que foram colhidas desses animais. Os
resultados obtidos demonstram que niveis elevados de TNF e da quimiocina KC sdo
obervados nas amostras colhidas de animais pré-tratados com salina e estimulados com

zymosan quando comparadas as amostras colhidos de animais normais.

O pré-tratamento com o acido zoledronico diminui significativamente (p<0,05) os
niveis tanto de TNF (Figura 164) como de KC (Figura 16B) por via intraperitoneal como

por via endovenosa.
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com acido zoledrénico sobre a producao de citocinas (IL-1 e
IL-10) induzidas por carragenina em pata de rato. Salina (C) ouCarragenina (300ug/pata) foi
injetada por via sub-plantar na pata traseira direita de cada animal. Acido zoledrénico (Ac. Zol.;100
pg/kg; i.p.) ou salina (S) foi administrado 30 min antes da carragenina. Os animais foram sacrificados
e o tecido da pata foi colhido 4 horas apds a inje¢do. A citocinas foram dosadas por ELISA no
sobrenadante do homogenato do tecido colhido. As barras representam as médias da concentragdo de
IL-1 (painel A) e IL-10 (painel B) em pg/ml £ EPM. de 6 animais por grupo. * p<0,05 (ANOVA
seguido do teste de Turkey).
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Figura 16. Efeito do acido zoledronico sobre a producio de citocinas (TNF-o e KC) por células
peritoneais residentes coletadas de animais pré-tratados com acido zoledronicoe estimulados
com zymosan. As amostras analisadas sdo liquidos sobrenadante de cultura de macrofagos peritoneais
que foram coletados de camundongos estimulados com zymosan (1 mg/animal; ip) e pré-tratados 30
min antes com acido zoledrdnico (30 pg/kg; ip e ev). As barras reapresentam as médias dos niveis de

TNF (painel A) e KC (quimiocina; painel B) + EPM. * p<0,05 (ANOVA seguido do teste de Turkey).
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4.11 IMUNOHISTOQUIMICA PARA TNFo EM TECIDO SINOVIAL DE JOELHO
DE RATO SUBMETIDOS A ARTRITE POR ZYMOSAN E EM PELE DE PATA DE
RATOS ESTIMULADAS COM CARRAGENINA SUBPLANTAR

A imunohistoquimica realizada em tecido sinovial de joelho de rato e em pele de
pata de rato, para deteccao da citocina TNF-a, mostrou que o zymosan ¢ a
carrageninainduziram o aumento da imunomarcagao para TNF-a, principalmente na regiao de

membrana sinovial e no tecido conjuntivo da pele.

O pré-tratamento com o acido zoledronico foi capaz de inibir a expressao de TNF-
o tanto em animais submetidos a artrite por zymosan com em animais injetados com

carragenina subplantar (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Fotomicrografias da marcacio por imunohistoquimica do fator de necrose tumoral

alfa (TNFo) no tecido sinovial de joelho de ratos submetidos a artrite induzida por zymosane
pré-tratados com 4cido zoledronico. Os animais foram pré-tratados com salina ou acido zoledronico
(100pg/kg) 30 minutos antes da injecdo de zymosan (1 mg/animal) As sinovias foram retiradas apos 4
horas da injecdo de zymosan para detecgdo de TNF-a por imunohistoquimica (aumento de 400X).
Controle negativo, sindvia submetida a artrite por zymopsan na auséncia do anticorpo primario anti-
TNF-a (A); Sinovia de um animal naive mostrando discreta marcagdo para TNF-a (B); sinovia de
animal estimulada com zymosan, mostrando intensa marcagdo para TNF-a (C); sindvia de animal pré-

tratado com acido zoledronico, mostrando reducio relevante da marcacio para TNF-oy(D).
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Figura 18. Fotomicrografias da marcacio por imunohistoquimica do fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) da pele de pata de ratos estimuladas com carragenina subplantar, e pré-
tratados com acido zoledronico. Os animais foram pré-tratados com salina ou 4cido zoledrdnico
(100ug/kg) 30 minutos antes da injecao de carragenina (300pg/pata) As peles da patas foram retiradas
apos 4 horas da injecdo de carragenina para detecgdo de TNF por imunohistoquimica (aumento de
100X, A, C e E; Aumento de 400x B, D e F). Controle negativo, animal injetado com carragenina na
auséncia do anticorpo primario anti- TNF-a (A e B); animal injetado com carragenina, mostrando
intensa marcagdo para TNF-a (C e D); animal pré-tratado com acido zoledronico, mostrando reducdo

relevante da marcagdo para TNF-a (E e F).
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4.12 EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE A
ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN NO TESTE DE INCAPACITACAO
ARTICULAR EM JOELHO DE RATO

Nos buscamos investigar o efeito do pds-tratamento com acido zoledrdnico sobre
a atividade nociceptiva do zymosan no teste de incapacitagao articular. O acido zoledrdnico
foi administrado uma hora apds zymosan, o qual foi injetado uma subdose (25% da dose
cheia), com o intuito de evidenciar uma possivel amplificagdo da sua resposta. A dose de
250ug de zymosan por articulacdo ndo € suficiente para induzir uma incapacitacao articular

significativa (Figura 19).

Entretanto, quando administramos acido zoledronico uma hora ap6s a sudose de
zymosan nos pudemos observar uma incapacitacdo articular que mimetiza uma dose cheia,
sugerindo que o 4&cido zoledronico amplificou o efeito nociceptivo do zymosan.
Conseqiientemente, o acido zoledronico (i.p.) induz significativamente (p<0.05) um aumento
de 123% na atividade nociceptiva do zymosan na quarta hora apds a indugdo da artrite

subclinica



72

0
© 601 *
©
o
3 -8~ Zymosan (IA) Salina (1A)
g 10 O+ Salina (IA) / Ac. Zol. (IA)
5 -O- Zymosan / Ac. Zol. (IP)
7] i & Zymosan /Ac. Zol. (1A)
2 20
(]
o
3
& 0-1 T T T T 1
2 1 2 3 4 5
Tempo (h)

Figura 19. Efeito do pés-tratamento com acido zoledrdnico sobre a incapacitacdo articular
induzida por zymosan. Ratos foram injetados com salina (C) ou acido zoledrénico (100ug/kg; i.p. ou
i.a.) 1 hora apés a administragdo de zymosan (250ug/articulacdo; 50ul) ou salina (50ul por
articulagdo). A intensidade de incapacitagdo articular foi medida pelo tempo de suspensdo da pata em
segundos, o qual foi mensurado durante 1 min antes e a cada hora até a 4* hora apos a administragido
do zymosan. As barras representam a média ZEPM dos maiores valores do tempo de suspensdo da
pata em segundos obtidos nas horas de medida. Os asteriscos indicam diferengas estaticamente

significantes entre os grupos e o grupo C ( *p<0.05; ANOVA seguido do teste de Turkey).
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5. DISCUSSAO
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Grandes avangos da medicina na abordagem ao paciente oncoldgico ocorreram
nas ultimas décadas. O surgimento de uma série de novas possibilidades terapéuticas como
manipulagdes genéticas e imunologicas, inibi¢ao de angiogénese, além de uma variedade de
novas associagoes de drogas culminaram em significativas respostas terapéuticas e aumento

da sobrevida dos pacientes em tratamento oncologico.

Concomitantemente ao aumento da sobrevida de tais pacientes, aumenta-se
também o sintoma mais temido pelo paciente oncologico, a dor. Esse sintoma atinge
aproximadamente 50% de todos os pacientes portadores de neoplasia maligna em alguma fase

de sua doenga, elevando-se para 70% ao se tratar de pacientes em estdgios avangados da

doenca (MELO e PINTO FILHO, 2009).

Os bisfosfonatos constituem uma importante classe de drogas com potente poder
de inibicdo da reabsor¢do dssea, sendo largamente utilizados como agentes terapéuticos de
doencas Osseas metabolicas, tais como: a doenca do Paget, tumor associado a osteolises e
osteoporose pos-menopausa (KAWABATA et al., 2006; MONKKONEN et al., 2006;
JOURNE et al., 2007; SHU, YAMAMOTO e NAGASHIMA, 2006; HARADA et al., 2004;
DE LUCA et al, 2011). Dentre os bisfosfonatos, o dcido zoledronico € tnico que se mostrou
eficaz em reduzir e em retardar eventos 6sseos associados em pacientes com cancer renal ou
prostatico avangado com metatase ossea (POLASCIK e MOURAVIEV, 2008). E também o
unico bisfosfonato aprovado pelo FDA para o tratamento de metastases osteoplasticas do
cancer de prostata e recomendado pela American Society of Clinical Oncology (ASCO) para o

tratamento de cancer de mama com metastase 60ssea (COLEMAN, 2005).

Evidéncias clinicas apontam a eficicia do 4cido zoledronico, dentre a classe de
bisfosfonatos, na diminui¢do da dor do cancer 6sseo. Recentemente, varios autores reportaram
que além do efeito benéfico sobre o cancer dsseo, ha também um efeito positivo quanto a
inibicao da dor associada a estas metastases (POLASCIK e MOURAVIEV, 2008; COSTA ¢
MAJOR, 2009; AFT, 2011; WOLFE et al., 2011; CHOUDHURY et al, 2011).
Experimentalmente foi demonstrado que o 4cido zoledronico possui efeito antinociceptivo em
modelo de cancer 6sseo em ratos, em modelo de hiperalgesia inflamatoria induzida por

adjuvante completo de Freund (CFA) e em modelo de dor neuropatica por constriccdo
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nervosa (WALKER et al., 2002). Em adigdo, varios outros autores demonstraram o efeito
antinociceptivo de outros bisfosfonatos, como alendronato (GOICOCHEA et al, 1999),
etidronato (KAWABATA et al., 2006), risedronato (CARVALHO et al., 2006), clodronato e
pamidronato (BONABELLO et al., 2001).

Diante de tais dados clinicos e experimentais, procuramos estudar o efeito
antinociceptivo do acido zoledronico em modelos experimentais de dor inflamatoria, bem

como o possivel mecanismo envolvido neste efeito.

Nesse sentido, foi utilizado o modelo de contor¢des abdominais e incapacitagao
articular em joelho de ratos. O teste de contor¢des abdominais, descrito por Collier et al.
(1968), extensivamente estudado e validado vem sendo utilizado por nosso grupo em diversos
estudos. Como estimulo inflamatoério escolhemos o zymosan por seus efeitos estarem bem
esclarecidos na literatura. Trata-se de um polissacarideo derivado da parede do fungo
Saccharomyces cerevisiae, uma substancia que induz fendmenos flogisticos sist€émicos,
amplamente empregada em estudos farmacoldgicos. Zymosan tem sido bastante empregado
em estudos de indugdo ao choque ndoséptico, por seus efeitos sist€émicos importantes, quando
inoculado por via parenteral ou via peritoneal, diferentemente do tipo de reagao inflamatdria
induzida no ambiente intra-articular. Ademais, zymosan apresenta também a propriedade de
induzir inflamacdo e nocicep¢do quando injetado na articulagdo de ratos, com subaguda e
persistente proliferacdo da sindvia e degradacdo da cartilagem, reproduzindo a maioria dos
achados da artrite reumatoide (AR) (ROCHA et al., 1999; ROCHA et al., 2002; VALE et al.,
2006).

Quando administrado zymozan apresenta capacidade de induzir o extravasamento
de proteinas plasmaticas e de infiltrados de células inflamatdrias, culminando em uma cascata
de eventos que incluem ativagdo de vias do sistema complemento, geragdo de produtos do
metabolismo do acido araquiddénico e degranulacao de mastocitos. (DOHERTY et al., 1985;

RAO et al., 1994).

Na presente investiga¢do farmacolédgica foi demonstrado que o acido zoledronico
inibiu de maneira significativa a hiperalgesia inflamatoria induzida pelo zymosan em dois

modelos experimentais de dor inflamatéria: contor¢des abdominais em camundongos e
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incapacitacdo articular em joelho de rato. No teste de contor¢do abdominal os resultados
obtidos demonstram que, dentre os grupos experimentais testados, todos os grupos que
receberam acido zoledronico inibiram as contor¢cdes abdominais induzidas por zymosan com
inibicdo maxima para a dose de 30ug/kg e que a melhor via de administragdo foi a intra-

peritoneal.

Bonabello et al. (2000), investigaram o efeito antinociceptivo de quatro
bisfosfonatos: clodronato, alendronato, pamidronato e etidronato. Nesse estudo, utilizando o
modelo de contor¢des abdominais, ficou demonstrado o efeito antinociceptivo do clodronato e

do pamidronato.

O modelo de incapacitagdo articular foi Inicialmente descrito por Bustamente
(1982) e modificado por Tonussi e Ferreira (1992), que substituiram o estimulo, acido urico,
por carragenina e eliminaram a subjetividade do observador ao introduzir no modelo um
sistema automatico de aquisi¢do de dados. Posteriormente, em nosso laboratorio, tal modelo
foi readaptado substituindo-se novamente o estimulo inflamatorio, desta vez por zymosan.

(MAGALHAES et al., 1997; VIANA et al., 1998)

A inflamacdo articular induzida por zymosan em joelho de ratos caracteriza-se
pela liberagdo de mediadores inflamatérios e pela acentuada migragdo celular, além da
hiperalgesia desenvolvida. Em conseqiiéncia da artrite induzida pelo zymosan, os animais
desenvolvem uma alteragdo da marcha, que foi denominada incapacitagdo articular. Apds a
injecdo de tal estimulo, os animais desenvolvem de maneira progressiva incapacitacao
articular que tem inicio na segunda hora e ¢ maxima entre a terceira e quarta hora. Ocorre
ainda um acentuado aumento da permeabilidade vascular, o que leva a formagao de edema e

acentuado influxo celular, com predominio de polimorfonucleares (ROCHA et al., 1999).

A nocicepcdo induzida por zymosan no teste de incapacitagdo articular em joelho
de ratos pode ser mensurada a partir do tempo de suspensdo da pata em segundos quando os
animais sdo colocados para andar no carrossel metalico, como descrito anteriormente no
material ¢ métodos. Baseado em dados anteriores (ROCHA et al., 1999; VALE et al., 2003) a
dose escolhida foi de Img/animal, j& que esta se mostrou capaz de induzir artrite e apresentou

efeito maximo nociceptivo no modelo descrito. Como o aparelho mensura apenas o tempo de
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suspensdo da pata traseira direita de cada animal durante um minuto, todos os animais foram
testados antes da administracdo do estimulo algiogénico (tempo zero) para determinar esse
tempo em uma deambulacdo normal. Os resultados sdo mostrados em forma de delta (A) onde
o valor de cada medida ¢ subtraido do tempo zero, desta forma fica mais nitido o real tempo
de incapacitagdo articular. Trata-se de um facil modelo experimental que possibilita o estudo
de drogas analgésicas periféricas e de origem central (TONUSSI e FERREIRA, 1992;
MAGALHAES et al., 1997). Adicionalmente, tal modelo permite a mensuragio de
parametros inflamatorios por meio da coleta do exsudato articular para avaliagdo da migragao

leucocitaria e dosagem de mediadores liberados no local da inflamacao.

O 4cido zoledrdénico na dose de 100 pug/kg também se mostrou eficaz em inibir a
incapacitacao articular em joelho de ratos induzido por zymosan, tanto por via sist€émica como

por via intrarticular.

Mais recentemente, Kawabata et al. (2006), demonstraram o efeito anti-alodinico
do etidronato (ndo aminobisfosfonato) e do alendronato (aminobisfosfonato) em um modelo
de artrite por adjuvante e o possivel envolvimento de canais de potassio ATP-dependentes no
fenomeno. De acordo com esse achado da literatura, resolvemos investigar se o efeito
antinociceptivo do 4cido zoledronico também se relaciona com esse mecanismo. Utilizando a
glibenclamida como ferramenta farmacologica, nés observamos que o efeito antinociceptivo
do acido zoledrdnico foi revertido com a administragdo da mesma, apesar de termos utilizado
um modelo de nocicep¢do aguda. Isso sugere que possivelmente os canais de potassio ATP
dependentes estdo envolvidos nesse fendomeno, a semelhanca do que foi demonstrado para o

etidronato e alendronato.

3

E sabido que substancias que abrem os canais de potdssio t€ém o poder o inibir a
hiperalgesia. A ativagdo da via metabdlica arginina/NO/GMPc¢/K"™ promove a abertura dos
canais de K™ ATP depedentes e possibilita a saida destes ions, o que contrabalanca o limiar
aumentado pelo aciimulo de Ca’ citosélico. Este efeito tem relagio com o aumento de GMPc
ou de substancias que estimulem o guanilato ciclase neuronal, como os geradores do 6xido

nitrico (DUARTE et al., 1992).
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Sabendo-se que a abertura dos canais de potassio ¢ o ultimo estigio da via
analgésica arginina/NO/GMPc/K " s1p, buscamos investigar a participagio do NO no efeito
antinociceptivo do acido zoledronico. A administragdo de L-NAME (inibidor ndo seletivo da
enzima Oxido nitrico sintase) reverteu o efeito antinociceptivo do acido zoledronico no
modelo de contor¢gdes abdominais induzidas por zymosan. Em adi¢do quando utilizamos a L-
arginina, a mesma reverte o efeito do L-NAME, mostrando que o fendmeno realmente se
deve a producao de NO. Outros trabalhos utilizaram o L-NAME, em dose semelhante, para
mostrar a participagdo do NO em fenomenos de analgesia. A exemplo disso foi demonstrado a

participag¢do do NO no efeito analgésico do sildenafil (JAIN ez al., 2001; VALE et al, 2006).

O o6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula composta por um dtomo de oxigénio e um
de nitrogénio e de suma importancia para homeostase. Juntamente com a L-citrulina, NO ¢
produto da acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS) sobre a L-arginina e o oxigénio

molecular.

Trés isoformas distintas da NOS foram identificadas: duas expressas
constitutivamente, produzindo NO em baixos niveis, a neuronal (NOSn) e a endotelial
(NOSe); e uma induzida (NOSi), expressa em altos niveis e em resposta a citocinas durante o
desenvolvimento do processo inflamatorio. Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas
por analogos da arginina N-substituidos, como a NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-
imino-etil-Lornitina (L-NIO), NG-amino-L-arginina (L-NAA), NG-nitro-L-arginina (L-NA) e
o metil éster correspondente, o NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) (REES et al.,
1990; MONCADA, PALMER e HIGGS, 1991). Estes andlogos competem com a L-arginina e
agem como inibidores estereoespecificos da NOS. Além destes inibidores, a aminoguanidina

¢ também capaz de inibir a NOS e apresenta uma relativa seletividade para NOSi.

Sabendo da seletividade da aminoguanidina pela NOSi procuramos identificar se
essa isoforma estaria envolvida no efeito antinociceptivo do acido zoledronico. Nossos
resultados mostraram que o pré-tratamento com aminoguanidina foi capaz de reverter o efeito

antinociceptivo do 4cido zoledronico, sugerindo a participagdo da NOSi em tal efeito.

Estudos demonstraram que o NO modula a transmissao sindptica tanto no sistema

nervoso central, bem como no sistema nervoso periférico (SALTER et al., 1996; JAIN et al.,
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1999), comportando-se como um neurotransmissor. Nas terminacdes nervosas o NO ¢
produzido pela NO sintase neuronal, podendo difundir-se para o meio extracelular onde ativa

a guanilato ciclase nas células vizinhas.

Ainda ¢ dubio o efeito do NO sobre a nocicepgao, ja que alguns autores relatam
um efeito pré-nociceptivo (MOORE et al., 1991; MELLER et al., 1994; SAKURADA et al.,
1996), enquanto outros relatam uma agdo antinociceptiva (SOUZA e PRADO, 2001; VALE
et al., 2006). Dados do nosso laboratorio apontam para um efeito hipernociceptivo do NO no

modelo de incapacitagdo articular induzida por zymosan (ROCHA et al., 1999).

A dor inflamatoria caracteriza-se pela sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos
(hipernocicepcao), resultante da acdo dos mediadores inflamatdrios por células ndo neuronais
no local da injuria. Nesse sentido, nosso grupo demonstrou o papel crucial desenvolvido pelas
células residentes sobre a resposta nociceptiva do zymosan no modelo de contorcdes
abdominais. Alguns dos resultados mostraram que a deplecdo de células residentes na
cavidade peritoneal por meio de uma lavagem prévia foi capaz de reduzir de maneira
significativa a atividade nociceptiva do zymosan e do acido acético, mas nao do iloprost
(andlogo estavel de PGI,). Em contrapartida o pré-tratamento dos animais com tioglicolato,
para elevar a populagdo de macrofagos, foi capaz de aumentar o niimero de contorgdes
induzidas por esses estimulos (CUNHA e FERREIRA, 1986; RIBEIRO et al., 2000; VALE et
al.,2003).

Sabido o mecanismo de a¢do do zymosan sobre as células residentes, buscamos
investigar se o acido zoledronico além de ativar a via arginina/NO/GMPc¢/K ", poderia também
estar inibindo a ativagdo das células residentes. Para isso foi realizada a dosagem de citocinas,
TNF e KC (CXCLI, ligante da quimiocina (C-X-C motif) 1, quimiocina homologa a IL-8
humana) no sobrenadante de cultura de macrofagos retirados da cavidade peritoneal de
camundongos tratados com acido zoledronico e estimulados com zymosan in vivo. Nossos
resultados mostraram que o 4cido zoledronico, quando injetado 1 hora antes do zymosan foi
capaz de inibir a produ¢do de TNF e KC, indicando um possivel efeito antiinflamatério. Esse
resultado nos motivou a investigar se além do efeito antinociceptivo, o acido zoledronico

também demonstrava um efeito antiinflamatorio.
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Neste contexto optamos por investigar o efeito do &cido zoledronico sobre o
edema de pata induzido por outro agente flogistico, a carragenina. Trata-se de um
polissacarideo sulfatado, derivado principalmente de algas do mar irlandés (Chondrus
crispus). Carragenina é um agente que induz inflamagdo por liberagdo de prostaglandinas. E
classicamente utilizada em estudos por sua capacidade de induzir inflamag¢do aguda, edema de

pata e injuria nos vasos sanguineos, libera¢ao de cininas e por potencializar a endotoxicidade.

No6s observamos que o pré-tratamento com o acido zoledronico no edema de pata
induzido por carragenina, demonstrou uma tendéncia a amplificagdo, entretanto nao houve
diferengas significativas entre os grupos. O acido zoledrénico também nio se mostrou capaz
de alterar a permeabilidade vascular analisada por meio do extravasamento de azul de Evans,

corroborando com o resultado do edema de pata.

O-Ishi e Sakuma (1970) validaram o modelo experimental de edema de pata.
Trata-se de um modelo matematico onde o edema ¢ resultado do equilibrio dinamico simples
entre duas forcas, o volume mensurado antes e apos o edema. Nesse mesmo trabalho também

ficou demonstrado a eficécia da carragenina e do dextran em induzir edema.

A medida do extravasamento do Azul de Evans ¢ um método visual e quantitativo
seguro para se estudar inflamagao, visto que o azul de Evans se liga a proteinas plasmaticas.
Durante a resposta inflamatdria ocorre o extravasamento do azul de Evans ligado a proteinas

plasmaticas e isso pode ser mensurado quantitativamente.

Ainda no modelo de edema de pata, utilizamos o dextran como estimulo.
Diferente da carragenina, o edema induzido por dextran se d4 pela sua capacidade de
estimular a degranulacao de mastocitos. Nossos resultados mostraram que o acido zoledronico

ndo foi capaz de inibir o edema induzido por dextran.

E sabido que a inflamagao se caracteriza pelo extravasamento de liquido e células
sanguineas para o intersticio, o que promove um acumulo de fluidos e neutréfilos nos tecidos
extracelulares. A MPO ¢ uma enzima presente nos granulos intracelulares dos neutréfilos. Sua

atividade tem sido usada como indice quantitativo para avaliar a infiltragdo neutrofilica em
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varios tecidos. Uma vez que ha grande influxo de leucdcitos no edema de pata induzido por

carragenina, supde-se que estes leucdcitos sejam predominantemente neutrofilos.

Neste sentido, buscou-se investigar a atividade de MPO nos tecidos das patas de
animais submetidos ao protocolo de edema de pata induzido por carragenina. Os nossos
resultados demonstram que o 4cido zoledronico nao foi capaz de inibir a atividade de MPO, o
que ¢ plausivel com o resultado do edema de pata induzido por carragenina. Nesse modelo o
pico de edema que acontece na 3* hora ap0s a inje¢ao da carragenina coincide com o inicio da
migracao de neutrofilos, sugerindo que a migracao € importante para a intensidade do edema

da carragenina.

No intuito de demonstrar que o efeito antinociceptivo do &cido zoledrdnico ndo
depende de um efeito antiinflamatorio, nos ainda demonstramos que o acido zoledronico nao

foi capaz de inibir a migragdo de células para a cavidade articular induzida por zymosan.

E conhecido o importante papel exercido pelos neutrofilos no processo
inflamatorio e, na resposta hipernociceptiva, isso também foi demonstrado. Recentemente
Guerrero et al. (2008), através de um modelo de artrite induzida por zymosan na articulagdo
tarso-tibial, mostraram que a resposta maxima hipernociceptiva do zymosan coincidia com o
momento em que também era maxima a migracdo de neutrofilos. Ademais, ainda nesse
trabalho, ficou demonstrado que LTB4 medeia a hipernocicep¢do induzida por zymosan
através da quimiotaxia de neutrofilos. E por meio de um mecanismo de retroalimentagdo, os
neutrdfilos estimulam ainda mais a produg¢dao de LTB4 e também de PGE,. Esse mecanismo
possivelmente estimula diretamente as terminacdes nervosas nociceptivas, culminando no

fendomeno de hipernocicepgao.

De acordo com os resultados do presente estudo, o mecanismo antinociceptivo do
acido zoledronico ndo parece ser dependente da inibicao da migragao de neutrofilos, visto que
esse efeito ndo foi observado nas articulagdes estimuladas com zymosan € nem nas patas

estimuladas com carragenina.
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Ainda que ndo tenhamos observado nenhum efeito antiinflamatorio nos modelos
classicos de inflamacdo aguda, nossos resultados mostraram que o acido zoledrdnico foi capaz

de inibir a produgdo das citocinas pro-inflamatorias: IL-1, TNF e KC.

O acido zoledrdnico foi capaz de inibir a producado de IL-1 do homogenato da pele
da pata de ratos estimulados com carragenina. Também foi capaz de inibir a expressdo de
TNF na sindvia de animais com artrite por zymosan ¢ a expressao de TNF na pele de pata de
animais que foram injetados com carragenina. A producdo de TNF e de KC também foram
inibidas pelo acido zoledronico no sobrenadante de cultura de células da cavidade peritoneal
de camundongos estimulados com zymosan. Juntos esses resultados sugerem que o acido
zoledronico € capaz de inibir a producdo das citocinas TNF, IL-1 e KC, e que possivelmente

essa inibi¢ao também relaciona-se com seu efeito antinociceptivo.

Para Monkkonen et al. (1998) alguns bisfosfonatos, 0os que ndo possuem o grupo
amino em sua cadeia, sdo eficazes em inibir a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, como
IL-1, IL-6 e TNF, assim como de NO por macroéfagos, possuindo assim, efeito anti-
inflamatério. Em contrapartida, os aminobisfosfonatos, agem de forma contraria, sendo
capazes de sensibilizar os macréfagos e assim, induzir a liberacdo de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF).

Anteriormente, contrariando o que foi sugerido por Monkkonen et al. (1998),
Sansoni et al. (1985), demonstraram o efeito inibitoério do alendronato sobre a produgdo de
citocinas pro-inflamatodrias. Nesse estudo o alendronato foi capaz de inibir de maneira dose-
dependente produgdo in vitro de IL-1B, IL-6 e TNF-o por mondcitos ativados. O acido
zoledronico age também como inibidor da producao de citocinas pro-inflamatérias como a IL-

6, o que foi demonstrado posteriormente por outro autor (DERENNE et al., 1999).

O TNF ¢ considerado peca chave na resposta da dor inflamatéria. E sabido que
este ¢ a primeira citocina a ser liberada apds a indugdo de inflamacdo por carragenina
(CUNHA et al., 1992). Depois de sintetizado, TNF possui a capacidade de induzir a liberagao
de IL-18 pelas células residentes, e consequentemente, de prostaglandinas, mediadores finais

da hiperalgesia.
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O papel crucial desenvolvido pelas células residentes sobre a resposta nociceptiva
foi demonstrado por Ribeiro et al. (2000). Neste estudo a administragdo intraperitoneal de
zymosan mostrou-se capaz de induzir a liberacdo de diversos mediadores inflamatorios
prostaglandinicos e simpaticos por cé€lulas residentes. Ainda nesse mesmo estudo, foi
sugerido que a atividade nociceptiva do zymosan e do acido acético em modelo de contor¢do
abdominal se da pela liberacdo de TNF- a, IL-1p e IL-8 por células residentes, visto que
concomitante a inibi¢do da génese dessas citocinas ocorre a inibicdo da nocicepgdo, ja que
anticorpos especificos para estas citocinas foram capazes de diminuir o nimero de contorg¢des

abdominais induzidas por zymosan e por acido acético.

Semelhante aos nossos resultados em que o tratamento com acido zoledrénico
inibe a produgdo de TNF, mas ndo inibe o edema de pata e aumento de permeabilidade
vascular, um estudo anterior avaliou o efeito da talidomida na dor inflamatoria obtendo
resultados semelhantes. Esse trabalho mostrou a inibi¢do da nocicep¢do em modelos de
hiperalgesia plantar e contor¢des abdominais pela talidomida, mas ndo a inibi¢do do edema de
pata estimulado com carragenina. Ainda nesse estudo, foi sugerido que o efeito
antinociceptivo da talidomida esta relacionado com a inibigdo da produg¢dao de TNF por

células residentes (RIBEIRO et al., 2000).

Outro estudo, avaliando também o efeito antinociceptivo da talidomida em
modelo de incapacitagdo articular induzido por zymosan, mostrou que essa droga foi eficaz
em inibir a produ¢do de TNF-a no lavado articular. Foi também sugerido o envolvimento da
inibicao da produc¢ao do TNF-a no mecanismo antinociceptivo da talidomida (VALE et al.,

2006).

Foi reportado por Vale et al. (2004), o envolvimento da inibi¢do na produgdo de
TNF-a e de IL-1pB no efeito antinociceptivo da pentoxifilina. Neste estudo demonstrou-se que
a pentoxifilina foi capaz de inibir as concentragdoes de TNF-a e de IL-1P no exsudato articular
de ratos estimulados com zymosan, no sobrenadante de cultura de macrdéfagos retirados da
cavidade peritoneal de camundongos e estimulados com zymosan in vivo, assim como a

expressao de TNF-a do tecido de patas de ratos estimuladas com carragenina.
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As interleucinas IL-1 e IL-8 sdo secretadas em resposta a lesdo tecidual por varios
tipos celulares (WESTWICK, LI e CAMP, 1989). Cunha et al. (1991), reportaram a
capacidade da IL-8 em induzir hiperalgesia por um mecanismo simpatomimético dependente.
Nesse estudo o pré-tratamento com indometacina (inibidor da cicloxigenase) se mostrou
capaz de inibir a hiperalgesia induzida por IL-1B, mas ndo por IL-8, enquanto o pré-
tratamento com drogas simpatoliticas mostraram-se eficazes em inibir a hiperalgesia induzida

por IL-8, mas nao por IL-1.

Esta bem descrito na literatura o papel desenvolvido pelas citocinas na resposta
nociceptiva. Algumas sdo conhecidas por seu papel pro-nociceptivo, como TNF, IL-1 e IL-8,
enquanto outras exercem o papel oposto, agindo no sentido de inibir essa resposta, como IL-4,

IL-10 e IL-13.

A IL-10 ¢ sintetizada por diversos tipos celulares, incluindo macréfagos,
mastocitos e linfocitos Th2. Acredita-se que essa citocina exer¢ga um importante papel
inibitorio sob a producdo de citocinas pro-inflamatdria e na expressdo de COX-2 e NOSi

(VALE et al., 2003).

Foi sugerido por Poole et al. (1995) que sdo dois os mecanismos envolvidos no
efeito inibitorio exercido pela IL-10 sobre a hiperalgesia inflamatdéria mecanica induzida por

carragenina: a inibi¢do de citocinas hiperalgésicas e da expressao de COX-2.

O efeito antinociceptivo das citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 foi demonstrado por
VALE et al (2003). Os niveis de citocinas pro-inflamatérias do lavado articular de ratos
estimulados com zymosan e da cavidade peritoneal de camundongos estimulados com
zymosan ou &cido acético estavam diminuidos quando os animais eram pré-tratados com 1L-4,
IL-10 e IL-13. J& o pré-tratamento com os anti-soros, anti IL-4, IL-10 e IL-13, foi capaz de
amplificar tanto as contor¢des abdominais como a incapacitacdo articular, mostrando que

existe um mecanismo enddgeno antinociceptivo dependente dessas citocinas inibitorias.

Nossos resultados demonstraram que o acido zoledronico nao foi capaz de alterar

a produgdo de IL-10 no sobrenadante do homogenato de pele de pata de ratos injetados com
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carragenina, sugerindo que essa citocina ndo estd envolvida no efeito antinociceptivo

estudado no presente trabalho.

Atualmente tem sido referido na literatura um efeito transitorio e agudo associado a
primeira administra¢dao do acido zoledronico, que se caracteriza por artromialgia, febre, fadiga
e dor (MONKKONEN et al., 1997; POLASCIK e MOURAVIEV, 2008; ZHOU et al., 2011 ).
Segundo Monkkonen et al (1997), em uma revisdo sobre o assunto, esse efeito € caracteristica
dos aminobisfosfonados e foi visto com o ibandronato e pamidronato. Esse fenomeno parece
ser devido ao aumento agudo e transitorio de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-1 e

TNF. No entanto, até o momento, nada foi mencionado quanto ao acido zoledrdnico.

Curiosos a respeito desses achados da literatura resolvemos adicionar ao nosso
trabalho outro protocolo de administracdo do acido zoledronico que fosse capaz mimetizar

esse efeito.

Acreditando que possivelmente o acido zoledronico pudesse apresentar um efeito
inverso aos nossos achados anteriores, procuramos investigar seu efeito quando administrado
apés o zymosan. Procuramos utilizar uma subdose de zymosan, quatro vezes menor que a
dose tradicional, buscando visualizar uma possivel amplificagdo do efeito hiperalgésico desse
estimulo no modelo de incapacitagdo articular. A dose de 250ug de zymosan por articulagdo
ndo ¢ suficiente para induzir uma incapacita¢ao articular significativa. Entretanto, quando
administramos 4cido zoledronico uma hora apds a subdose de zymosan n6s pudemos observar
uma incapacitagdo articular que mimetiza uma dose cheia de zymosan, sugerindo que o acido
zoledronico amplificou o efeito nociceptivo do zymosan. Essa mesma subdose de zymosan ja
havia sido utilizada em outro estudo, no modelo de incapacitacao articular, com a intencao de
demonstrar, da mesma forma, a amplificagdo de um fendmeno nociceptivo. (VALE et al.,

2003).

Acreditamos que esse efeito contrario aos nossos achados iniciais se deve ao momento
da administragdo do acido zoledronico. Quando administrado uma hora antes do zymosan
apresenta efeito antinociceptivo e inibidor da producdo de citocinas, enquanto sua
administracdo pds-zymosan apresenta efeito contrario, amplificando o fendmeno nociceptivo.

Na clinica também observa-se um efeito semelhante, onde na primeira administragdo do acido
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zoledrdnico, aproximadamente pouco mais de 10% dos pacientes desenvolvem artromialgias
transitorias e, em seguida, um alivio das dores relacionadas ao cancer e as metastases Osseas.

(POLASCIK e MOURAVIEV, 2008).

Acreditamos que o acido zoledronico possa realmente ter essas duas propriedades:
inicialmente um efeito pro-nociceptivo e tardiamente um efeito antinociceptivo.
Provavelmente aqueles pacientes que experimentam dor apds a primeira administragdo de
acido zoledronico sejam portadores de algum processo inflamatério subclinico, o que permite
uma amplificagdo transitoria pelo inicio do tratamento com &cido zoledronico, mas que
posteriormente com a continuidade do tratamento d4 lugar a um efeito analgésico de

caracteristica mais duradoura.

Em nosso resultado experimental observamos que, para que o efeito pro-nociceptivo
do 4cido zoledronico aconteca, ¢ necessario um evento de priming o qual foi simulado pela
subdose de zymosan. Isso ¢ verdadeiro, pois quando injetamos o 4acido zoledronico sem esse
priming os animais ndo apresentaram comportamento nociceptivo, mesmo que o acido
zoledronico seja injetado diretamente na articulagdo. Entretanto, quando a mesma dose de
acido zoledrdnico ¢ administrada previamente ao zymosan intrarticular observa-se um efeito
antinociceptivo. Isso corrobora com a idéia de que € necessario um evento inflamatdrio inicial
para que seja deflagrado o efeito nociceptivo do acido zoledronico, que na clinica parece ser

transitorio e somente apds a primeira administragao.

Esse resultado carece de maior investigacdo por meio da realizagdo de mais
experimentos, inclusive com avaliagdo dos niveis de citocinas circulantes tanto

sistemicamente quanto localmente, no lavado articular.

Os dados apresentados no presente trabalho, em parte, poderiam explicar o efeito
antinociceptivo do acido zoledronico. Nossa maior contribui¢do consistiu em sugerir o
envolvimento do NO e a inibi¢do de citocinas pro-inflamatorias, nesse efeito. Assim, auxiliar

na descoberta de novas abordagens terapéuticas.
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6. CONCLUSAO



1.
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Diante dos dados apresentados neste trabalho, foi possivel concluir que:

O 4cido zoledronico foi capaz de inibir a a¢do nociceptiva do zymosan no

modelo de contor¢des abdominais € no modelo de incapacitagdo articular.

A producao de NO e a abertura de canais de potdssio ATP dependentes

parecem estar relacionadas com o efeito antinociceptivo do 4cido zoledronico.

O é4cido zoledronico inibiu significativamente a produ¢do de citocinas pro-
nociceptivas, particularmente o TNFe KC, por células residentes da cavidade
peritoneal de animais estimulados com zymosan. Foi eficaz também em inibir a
producdo de IL-1 em patas de ratos estimulados com carragenina, podendo
significar um efeito adicional a sua atividade antinociceptiva. No entanto, ndo

houve alteracao na produgao da citocina antiinflamatéria IL-10.

Contudo, ainda que exerca influéncia sobre a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, seu efeito antinociceptivo parece ndo estar relacionado a um
efeito antiinflamatorio, visto que ndo se mostrou eficaz em inibir a migragdo
celular para a cavidade articular, ndo alterou o curso do edema de pata e

também nao apresentou influencia sobre a permeabilidade vascular.
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