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RESUMO

Paclitaxel potencia a hipernocicepcio inflamatéria: evidéncias da participacio de
citocinas e do receptor Toll tipo 4 (TLR-4). Autora Mirlane Guimaraes de Melo Cardoso.
Doutorado em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Faculdade de
Medicina. Universidade Federal do Ceara. Defesa: 7 de janeiro de 2009. Orientador: Prof. Dr.
Ronaldo de Albuquerque Ribeiro. Co-orientadora: Prof*. Dra. Mariana Lima Vale.

Introdugdo. Paclitaxel (PCX) foi o 1° antineoplasico efetivo no tratamento de canceres
refratarios a quimioterapia convencional. Clinicamente, induz artralgias e mialgias de carater
incapacitante que comprometem a qualidade de vida e limitam o tempo de tratamento
antitumoral, acometendo até 57% dos doentes. Apesar destas repercussoes clinicas nada foi
descrito at¢é o momento, visando elucidar o envolvimento de citocinas pré-inflamatorias, na
génese da atividade hipernociceptiva do PCX, j& que a droga compartilha com o LPS uma via
de sinalizacdo desencadeada por receptores Toll (TLR-4 e TLR-2) para geracdo de genes que
codificam TNF-a. Dados da literatura sugerem que ocorra um ‘“cross-talk” entre esses dois
membros da familia Toll e, que agonistas diferentes de TLR-2 e TLR-4 sdo capazes de induzir
a ativacdo de NF-kB, AP1 ¢ MAP kinase e a geracdo de TNF-a, citocina chave na cascata de
liberacao de mediadores inflamatérios finais que atuam diretamente no nociceptor. Dados do
laboratério registraram que o zymosan (ZY) intrarticular em joelhos de ratos produz uma
periartrite caracteristica da hipernocicep¢ao no teste de incapacitagdo articular (IA), e que
PCX (8mg/kg) amplificou essa resposta quando se injetou %4 da dose do ZY. Tal amplificacao
foi inibida com o pré-tratamento com inibidores de citocina e de prostanodides. Objetivo.
Investigar a participagdo do TLR-4 e TNF-a na génese do efeito potencializador do PCX na
artralgia experimental induzida por ZY. Material e Métodos. Ratos foram pré-tratados Sc
com talidomida (TLD), pentoxifilina, dexametasona, indometacina ou celecoxib e
estimulados com subdose de ZY (250ug/animal; i-art). Apds a 1* medida do tempo de
suspensao de pata (TSP) no teste de 1A, os animais receberam PCX (8mg/kg; ip). Numa
segunda etapa os ratos receberam durante trés dias consecutivos o pré-tratamento com
atorvastatina (3, 10, 30mg/kg/dia; VO). Os seguintes parametros foram avaliados: modulagao
da hipernocicepcdo no teste de incapacitagdo articular, dosagem de citocinas em lavado de
joelho de ratos (TNF-a, IL-1p, 11-6, KC e CINC) e imunohistoquimica para TNF-a, IL-1p e
TLR-4 no tecido sinovial. Resultados. Ficou demonstrado que PCX (8mg/kg) potencializa a
artralgia experimental induzida por ZY em ratos avaliada pelo aumento significativo do TSP
(p<0,001) na 4°h de artrite em relacdo ao controle no teste de IA. Tal efeito foi inibido de
maneira significativa pelo pré-tratamento com TLD (45mg/kg) e essa inibigdo foi associada a
redu¢do dos niveis de TNF-a produzido pelas células do tecido sinovial no lavado articular e
da marcacdo imunohistoquimica para TNF-o.. Da mesma forma a inibicdo dessa resposta
amplificadora do PCX foi ratificado pelo pré-tratamento com atorvastatina nas trés doses
utilizadas no modelo, também sendo associado a diminuigao significativa dos niveis de TNF-
a no lavado articular e visivel redu¢d@o na marcagao imunohistoquimica para TNF-a, IL-13 e
TLR-4, nas trés doses utilizadas. Conclusées. PCX potencializa a hipernocicep¢ao induzida
por ZY por um mecanismo indireto sobre células residentes da membrana sinovial que
liberam TNF-a provavelmente pela ativagdo da NF-«kB via TLR-4/MD2, pois esse efeito
potencializador foi inibido pela atorvastatina, um provavel antagonista de TLR-4. O TNF-a
liberado age iniciando a cascata de mediadores envolvidos com a dor inflamatéria, o que
justifica em parte as artralgias dos pacientes em tratamento com PCX.

Palavras-chave: Paclitaxel, dor, artralgias, citocinas, TNF-o, TLR-4, talidomida,
atorvastatina.



ABSTRACT

Paclitaxel enhances the inflammatory hypernociception: evidence of involvement of
cytokines and Toll-like receptor 4 (TLR-4). Author Mirlane Guimaraes de Melo Cardoso.
Pos-Graduation in Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology. Faculty of
Medicine. Federal University of Ceara-Brazil. Presentation: January 7", 2009. Advisor: Prof.
Ronaldo de Albuquerque Ribeiro, MD, PhD.

Introduction: Paclitaxel (PCX) was the first effective antineoplastic medicine in the
treatment of tumors that do not respond to conventional chemotherapy. Clinically, it induces
incapacitating arthralgias and myalgias that interfere with the patient quality of life and limit
the duration of the treatment. This is observed in up to 57% of the patients using the drug.
Despite these clinical manifestations, nothing has been published that could explain the
involvement of pro-inflammatory cytokines in the triggering of the hypernociceptive effect of
PCX, even though it is known that the drug shares with LPS a signaling pathway started by
Toll-like receptors (TLR-2 and TLR-4) that activates genes coding for TNF-a. The literature
suggests that there is a crosstalk between these two members of the Toll family and that
different agonists of TLR-2 and TLR-4 are able to induce the activation of NF-kB, AP1 and
MAP kinase in the generation of TNF-q, a key cytokines in the cascade liberating the final
inflammatory mediators that act directly on the nociceptor. Data obtained in laboratory show
that the injection of zymozan into rat knee-joints produces a periarthritis characteristic of the
hypernociception seen in the knee joint incapacitation test and that PCX (8mg/kg) amplified
the response when % of the zymozan (ZY) doses was injected. The amplification was
inhibited when animals were pre-treated with inhibitors of cytokines and prostanoids.
Objective: To study the role of TNF-a and TLR-4 on the initiation of the potentiating effect
of PCX on the experimental arthralgia induced by ZY. Material and Methods: Rats were
pre-treated Sc with thalidomide, pentoxifiline, dexametazone, indometacin and celecoxib and
then stimulated with an intra-articular subdoses of ZY (250ug/animal). After the first
measurement of the paw elevation time in the knee joint incapacitation test, the animals were
treated with PCX (8mg/kg ip). On a second trial, rats were treated for three consecutive days
with atorvastatin (3, 10, 30mg/kg/day; VO). The following parameters were evaluated:
modulation of the effect on the knee joint incapacitation test (JIT), amount of cytokines in the
rat’s knee lavage (TNF-a, IL-1 B, IL-6, KC and CINC) and immunohistochemistry for TNF-a,
IL-1B and TLR-4 on synovial tissue. Results: It was shown that PCX (8mg/kg) potentiates the
experimental arthralgia induced by ZY in the rats as evaluated by the significant increase in
paw elevation time (p<0.001) at the 4™ h of arthritis in relations to controls. Such effect was
significantly inhibited by pre-treatment with thalidomide (45mg/kg) and the inhibition was
associated with a decrease in the amount of TNF-a produced by synovial tissue cells and
detected in the joint lavage and in the immunohistochemistry for TNF-o. Likewise the
inhibition of the amplifying response to PCX was seen with pre-treatment with atorvastatin at
the three doses used in the experiment, which was also associated with a lower TNF-a in the
joint lavage and perceptible decrease in the immunohistochemistry for TNF-a, IL-1p and
TLR-4. Conclusions: PCX potentiates the hypernociception induced by ZY through an
indirect effect on synovial membrane resident cells that release TNF-a probably through
activation of the NF-kB pathway by TLR-4/MD2, since the potentiating effect was inhibited
by atorvastatin, a TLR-4 antagonist. Released TNF-a act starting the cascade of mediators
involved in the inflammatory pain and this partially explains the arthralgia in patients treated
with PCX.

Key words: Paclitaxel, Pain, Arthralgia, Cytokines, TNF-a, TLR-4, Thalidomide,
Atorvastatin.
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1.1 PACLITAXEL

1.1.1 Historico

O PCX (PCX) foi descoberto em 1962, pelo botanico Arthur Barclay, da casca de
um raro teixo do pacifico, chamado Taxus brevifolia, ao trabalhar para o “US Department of
Agriculture”, em concordancia com o “National Cancer Institute”, na verifica¢do da atividade
anticancerigena do extrato de plantas.

Mais tarde em 1971 foi devidamente isolada do extrato da arvore do yem e
elucidada a sua estrutura quimica, pelo Dr. Monre Wall do “Research Triangle Institute” e
pelo Dr. Mansukh Wani e seus colaboradores (WANI, 1971). Sua estrutura diferia de todos os
outros taxanos essencialmente por possuir uma cadeia lateral complexa em C13 ligada ao anel

taxano, essencial para a sua a¢do antitumoral (Ilustragdo 1.1).

AcO 0O  OH

Ilustragdo 1.1. Estrutura quimica do paclitaxel

Somente em 1979 foi identificado o mecanismo de agao exclusivo do PCX como
droga antitumoral, que diferente dos alcaldides da pervinca e derivados da colchicina, porque

induz uma hiperpolarizagdo dos microtiibulos ao invés de inibir a sua formagao, e este achado
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representou o estimulo necessario, para que se intensificassem os estudos com a droga pelo
“National Cancer Institute” (SCHIFF et al., 1979; SCHIFF, 1980; ROWINSKY et al., 1990).

Apesar de se ter evidenciado uma notoria atividade anticancerigena, o
desenvolvimento do PCX em escala industrial foi bastante atribulado. Seu isolamento com
baixo rendimento (0,014%) de uma arvore pouco abundante, tornou-se um grande problema
para “Bristol-Myers Squibb Company”, que obteve o direito de exploragdo, e investigacao
cooperativa do PCX pelo “National Cancer Institute”. A combinac¢do de duas descobertas
solucionou o problema. A primeira levada a cabo por Potier e colaboradores (1988), ao
constatar que as folhas do pinheiro inglés Taxus baccata, continham quantidades
significativas de 10-desacetilbacatina III, e a segunda descoberta anunciada simultaneamente
por Holton e Nicolau (1994) foi a descrigdo de um método de produgdo semi-sintético do
PCX a partir de 10-desacetilbacatina III via N-acil-B-lactamas. Este fato motivou a “Bristol-
Myers Squibb Company” a anunciar que ndo mais obteria a droga a partir de Taxus brevifolia
(HOLTON et al., 1994; NICOLAU et al., 1994).

Outro problema encontrado estava relacionado com a fraca solubilidade do PCX
em agua. O mesmo foi resolvido, com a formulagdo da droga com etanol e 6leo de ricino
polietoxilado “Cremophor EL” (1:1). Esta solu¢do evidenciou efeitos positivos e negativos
em longo prazo. Os elevados niveis de “Cremophor EL” requeridos para a administracdo do
PCX revelaram efeitos secundarios indesejados como reagdes de hipersensibilidade. No
entanto, também revelaram que as suas propriedades surfactantes atuavam inversamente a
resposta de resisténcia contra a droga, durante o tratamento (KINGSTON, 2001).

Ap6s estudos clinicos de fase I, II e 111, a droga foi aprovada pelo “Food and Drug
Administration” (FDA) dos Estados Unidos para o tratamento de cancer ovariano refratario,
sendo introduzido no mercado em janeiro de 1993, com perspectivas de uma atividade
promissora contra canceres mama, pulmao, eséfago e cabega e pescoco (ROWINSKY et al.,
1993a; ROWINSKY & DONEWOHER, 1993a, 1995). Um ano depois a segunda droga deste
grupo, 1,6 mais efetivo que o PCX, passou a ser comercializada com o nome
docetaxel/taxotere® obtido pela Rhone-Poulenc Rorer (ROWINSKY, 1997).

Atualmente o PCX tornou-se a droga antineopldsica mais comercializada
mundialmente, presente em mais de 60 paises, tendo a “Bristol-Myers Squibb Company”
faturado mais de nove bilhoes de dolares com suas vendas entre 1994 a 1999, e suas vendas
representam 1/3 de todo mercado farmacéutico de drogas quimioterapicas (KINGSTON,

2000; TOOGOOD, 2002).
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1.1.2 Mecanismo de acdo antitumoral

PCX contrariamente a outras drogas antimicrotibulos que induzem a
despolimerizagdo dos microtibulos, estabiliza os mesmos prevenindo a despolimerizagao,
resultando na inibi¢do da dindmica normal de reorganizacdo da rede de microtibulos,
essencial para as fungdes celulares e consequente parada da mitose seguida de morte celular

(MANFREDI et al., 1982; WILSON et al., 1985; RAO et al., 1994) (Ilustragao 1.2).

O feixe mitético se forma, mas 4
falha ao se desmontar. b=

Tubulina

TAXANOS

Os cromossomos
deixam de se
separar.

Os taxanos se ligam as
subunidades de tubulina e
promovem sua montagem, mas
impedem a despolimerizacio
cdos microtibulos.

MORTE CELULAR

Tlustragdo 1.2. Mecanismo de agdo antitumoral dos taxanos. Adaptado do Atlas de Farmacologia. Netter. Ed. 2006.

Os microtubulos s@o constituidos por proteinas heterodiméricas compostas de duas
subunidades: o e P-tubulina, presentes em todas as células eucaridticas, absolutamente
necessarias ao processo de divisdo celular, sendo usados pelas células para formar uma
estrutura estatica chamada de citoesqueleto, o qual d4 forma a célula e determina a posi¢ao
das organelas. As propriedades dindmicas dos microtibulos sdo usadas para transmitir sinais
celulares, reorganizar organelas, proporcionar mobilidade as células, intervir no processo de
secrecdo celular e na comunicacdo neuronal. Em presenga do PCX, ocorre uma estabilizacao
dos nucleos a e B tubulina pela intercalacdo deste farmaco a partir da sua ligagdo com o N-31
aminoacido terminal da subunidade B-tubulina dos microtibulos resultando, assim, na

formag¢dao de microtubulos extremamente estaveis e disfuncionais o que compromete a
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metafase, impedindo a fase G2-M da anéfase, bloqueando a divisao celular e comprometendo
fungdes celulares vitais (CARVALHO, 2003).

Apesar dessas alteracdes morfoldgicas bastante visiveis, o0 mecanismo de morte
celular ndo ¢ completamente conhecido. A morte celular vai depender das concentracdes da
droga e do tempo de exposicao das células. Adicionalmente, foi descoberto que o PCX pode
causar a morte celular de forma independente do processo de mitose. Pode ligar-se a proteina
Bcl-2, reguladora da apoptose e induzir a sua fosforilagdo, e através de um processo complexo
provocar a morte celular por apoptose. No entanto a tendéncia do PCX para se ligar a esta

proteina € menor do que para se ligar a tubulina (SUBRATA et al., 1996).

1.1.3 Mecanismo complementar do PCX

Além da sua acdo antimicrotubulo o PCX, diferente dos outros taxanes induz a
expressio do gene do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e de outros genes pro-

inflamatorios.

1.1.3.1 Inducdo de genes pro-inflamatorios e proteinas

Independente dos seus efeitos sobre microtabulos, PCX, pode induzir genes que
codificam: TNF-a (DING et al., 1990; BODGAN et al., 1992; MANTHEY et al., 1992, 1993;
BURKHART et al., 1994; HWANG e DING, 1995; KIRIKAE et al., 1996, 1998, 2000),
interleucinas como a IL-1p, IL-8, atualmente denominada CXCL-8, e IL-6 (BODGAN et al.,
1992; MANTHEY et al., 1992; LEE et al., 1996; WHITE et al., 1998; WATSON et al., 1998;
COLLINS et al., 2000); e enzimas como a 6xido nitrico sintase (MANTHEY et al., 1992;
KIRIKAE et al, 1996, 1998, 2000) e cicloxigenase-2 (MOOS et al, 1998;
SUBBARAMAIAH et al.,, 2000) o que gera a producdo de mediadores inflamatdrios e
algicos.

Historicamente, Bodgan e Ding (1992), demonstraram através do método de
“Northern blot”, que PCX (1 a 10uM) induziu a expressdo do RNAm de TNF-a, de forma
semelhante aos lipopolissacarideos (LPS). A indu¢do do RNAm de TNF-a com 10uM de
PCX foi detectada com 45 minutos da estimulagdo, atingiu o pico com 90 minutos e ficou
evidente por 8 horas ap6s a estimulacdo. As baixas concentracdes também induziram a

expressdo de RNAm de IL-1 a e . Desta forma, comprovou-se “in vitro” que o PCX
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estimula macrofagos de forma analoga ao LPS na produgdo de TNF-a e IL-1 (BOGDAN &
DING, 1992).

Por outro lado, alguns autores estabeleceram que PCX e docetaxel induzem IL-103
e COX-2 em mondcitos humanos (WHITE et al., 1998; MOOS et al., 1999); CXCL-8 em
tumores humanos (WATSON et al., 1998) e CXCL-8, ou COX-2 em linhagem de células
tumorais humanas (WHITE et al., 1998). Estes resultados contrariam a observagdo de que a
indugdo do gene pelo PCX ocorreria somente em macréfagos de camundongos.

PCX também pode induzir genes que codificam fatores de transcricdo (MOOS et
al., 1998), fato este antecipado por Hwang e Ding (1995) em um trabalho sobre o efeito do
PCX em ativar o fator de transcricdo NF-kB em macrofagos murinos; fatores estimuladores
de coldnia e peptideos hipotensivos (ZAKS-ZILBERMAN et al., 2001).

O contraste da poténcia e eficacia entre PCX e docetaxel como indutores de genes
pro-inflamatorios em macrdfagos murinos indicou que a estabilizacdo de microtabulos “per
si” era insuficiente para causar indugdo de gene ou mimetizagdo da sinalizagdo de LPS pelo
PCX em macrofagos murinos. Isto sugere que o mecanismo pelo qual o PCX induz a
estabilizacdo de microtubulos ndo ¢ o mesmo da inducdo de genes pro-inflamatoérios.

Nesta década varios grupos de pesquisadores vém estudando o envolvimento dos
receptores tipo Toll (TLR) na via de sinalizagdo que ¢ ativada de forma semelhante pelo PCX
e LPS em camundongos para geragdo de genes pro-inflamatorios (KAWAZAKI et al., 2000,
2001; BYRD-LEIFER et al., 2001).

1.1.4 Imunofarmacologia relacionada ao PCX

A indugdo de genes ¢ relevante para a imunofarmacologia do PCX em pelo menos
dois contextos: primeiro, o estudo das vias de sinalizacdo do LPS e o segundo, os efeitos
adversos observados durante a administragcdo de taxanes para pacientes oncologicos.

O evento inicial que desencadeia a resposta imune inata frente a patdgenos invasor
esta diretamente relacionado ao reconhecimento deste. Para que isso ocorra, os receptores de
reconhecimento padrdo (RRP) de células do sistema imune inato vao interagir com
componentes especificos do patéogenos, também conhecidos como padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMP). Os PAMP ndo sofrem mutacdes, sdo estruturas vitais e
conservadas nas membranas ou paredes celulares de patogenos. O LPS é um bom exemplo de
PAMP, além de ser um dos agonistas bacterianos mais potentes ja conhecidos tendo um papel

dominante na sobrevivéncia de bactérias Gram-negativas (KNAPP et al., 2003, 2004).
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Neste cenario imunologico hd varios processos envolvidos, sendo o inicial
relacionado a ativagdo de células residentes inflamatérias como macrdéfagos, células
dendriticas, queratinocitos, linfocitos T e B e mastdcitos que apresentam receptores do tipo
Toll. Esses receptores quando reconhecem o seu padrdo molecular associado ao PAMP
desencadeia o processo de sinalizagdo intracelular o que resultard na produgdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias ou interferon tipo I. Dependendo da célula envolvida, por
exemplo, células dendriticas, a ativagdo do TLR podera induzir o aumento da expressdo de
molécula co-estimuladora, aumento da expressio de MHC de classe II (Major
histocompatibility complex) e aumento da expressdo de receptor de reconhecimento de
padrdes nos macrofagos envolvidos com a fagocitose. Dando continuidade ao cenario da
infec¢do, ocorrerd a ativagdo dos sistemas: complemento, cininas, plasmina, e de coagulacao
0 que resultard no aumento de moléculas de adesdo no endotélio, aumento de permeabilidade
vascular, a liberagdo de quimiocinas e de citocinas pelas células residentes inflamatoérias,
como resultado de uma orquestrada resposta inflamatéria multimediada e inter-relacionada

(HANG & DALE, 2007; KUMAGALI et al., 2008).

1.1.4.1 Receptores do tipo Toll (TLR)

Sdo glicoproteinas transmembrana com dominio extracelular, caracterizado por
repeticdes de leucina (N-terminal) e um dominio intracelular citoplasmatico TIR homdlogo ao
receptor de IL-1 e IL-18 dos mamiferos. Como receptores de sinalizacdo vao reconhecer
microorganismos infectantes fazendo parte assim, da imunidade inata. Foram inicialmente
descobertos na mosca (Drosoplhila melanogaster) e, no homem existe um sistema de
receptores de reconhecimento de PAMP que se assemelha em estrutura e funcdo com o
sistema Toll da Drosoplhila denominado receptores semelhantes a Toll. Cada receptor da
familia Toll reconhece componentes especificos do patégeno (PAMP) (TAUSZIG, 2000;
CARRILLO-ESPER, 2003).

Uma investiga¢do realizada no genoma humano resultou em onze TLR, cuja
funcao de nove deles foi definida. Tagushi em 1996 descobriu o primeiro TLR em humanos,
denominado TLR-1. Medzhitov e colaboradores identificaram a segunda molécula, em 1997,
atualmente denominada de TLR-4 e demonstrou que o mesmo induzia a ativagao do NF-kB e
a cascata de sintese de citocinas pro-inflamatorias.

Os TLR-1, 2, 4, 5 e 6 sdo expressos na superficie de mondcitos, neutrofilos,

linfocitos T, mastdcitos e células dendriticas onde sdo especializados no reconhecimento de
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produtos bacterianos. Ja os TLR-3, 7, 8 ¢ 9 sdo localizados em compartimentos intracelulares
no endossoma e sdo especializados na detecg¢ao de patdgenos intracelulares como os virus. Os
PAMP que sdo reconhecidos pelo sistema TLR-2 e TLR-4 sdo: 4cido lipoprotéico, produtos
bacterianos, zymosan, micobactérias, espiroquetas. Sendo o TLR-4 essencial para a
sinalizagdo do LPS de bactérias Gram-negativas e do PCX (Ilustragao 1.3) (AHMAD-NEJAD
et al., 2002; GOLDSBY et al., 2003; TRINCHIERI & SHER, 2007).
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Ilustragdo 1.3. Possiveis ligantes para TLR. TLR-2 reconhece zymosan, peptidioglicanos (PGN), acido
lipoteicoico (LTA), e lipoproteinas de varias bactérias. TLR-4 reconhece PCX, bactéria Gram-negativa e LTA
(Takeuchi et al. International Immunopharmacology, 625-635, 2001).

Para fazer a sinalizagdo, eles necessitam de proteinas adaptadoras — MyDS88,
MAL/TIRAP, TRIF e TRAM — que atuam como homodimeros ou heterodimeros propiciando
entdo a transducdo de sinal com conseqiiente ativacdo de proteino-cinases e fatores de
transcri¢do, resultando na liberacdo de citocinas inflamatdrias e assim promovendo uma

resposta pro-inflamatoria (TRINCHIERI & SHER, 2007).
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1.1.4.2 Regulacao da expressao de TLR-4

O TLR-4 ¢ o receptor chave para a maioria dos lipopolissacarideos bacterianos,
embora o TLR-2 também se ligue a algumas variedades dos referidos lipopolissacarideos. A
nocdo de associagdo “monogamica” entre um TLR (Toll-interleukin-1 resistance) em
particular e seu receptor microbiano, como no caso do TLR-4 e LPS, ¢ na realidade uma
simplificagdo. O TLR-2, por exemplo, pode ser ativado por componentes da parede de fungos
(zymosan) e micobactérias, como relatado anteriormente. Dados da literatura sugerem que
ocorra um “cross-talk” entre os TLR especificamente entre TLR-2 ¢ TLR-4.

Agonistas diferentes de TLR-2 e TLR-4 sdo capazes de induzir a ativacao de NF-
kB, AP1 e MAPK e geragao de citocinas e NO (JONES et al., 2001; VOGEL et al., 2001).

Essa maior complexidade vem do fato de que os TLR parecem ser capazes de se
combinarem para formar um repertdrio capaz de distinguir intimamente os seus ligantes
(UNDERHILL et al., 2000) e ha evidéncia de que o polimorfismo de proteinas dos TLR pode
explicar em parte a grande variabilidade de respostas individuais aos estimulos infecciosos
(TRINCHIERI & SHER, 2007).

Ainda no que diz respeito a sinalizagdo, a descoberta da MD-2 também contribuiu
para fundamentar a importancia do TLR-4 nesse processo. A MD-2 ¢ uma proteina que se liga
ao TLR-4 no complexo de Golgi e ¢ secretada como molécula soluvel por células que
expressam MD-2 (VISINTIN et al., 2001). O seu papel parece ser de posicionar o TLR-4
corretamente na superficie celular (NAGAI et al., 2002).

Foi descrito que, a supressdo de MIF, “Macrophage Inhibitory Factor”, nos
macrofagos, provoca uma redugdo da resposta ao LPS e a bactérias Gram-negativas,
demonstrada pelo decréscimo da atividade de NF-«B e da producao de TNF-a. Estes estudos
indicam que o MIF regula positivamente a expressao de TLR-4, atuando na familia de fatores

de transcri¢do essenciais para a expressao de TLR-4 (CALANDRA & ROGER, 2003).

1.1.4.3 Via de sinalizagdo PCX-LPS simile

PCX e outros taxanes ndo sdo quimicamente relacionados ao LPS, assim ¢
improvavel que ocupem o mesmo sitio no receptor do LPS. No entanto, desde 1990, Ding e
colaboradores demonstraram que PCX mimetiza os efeitos do LPS em macréfagos murinos

aumentando a liberagdo de TNF-a e diminuindo a expressao do receptor desta citocina. Por
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causa do comportamento comparavel entre os dois em células animais, nas quais foi
determinado geneticamente o papel de LPS, estes investigadores concluiram que LPS e PCX
compartilhavam uma etapa inicial no processo transducdo de sinais para geracao de citocinas
pré-inflamatorias (DING et al., 1990; BODGAN & DING, 1992).

Manthey e colaboradores (1993) foram os primeiros a reportarem que antagonistas
do receptor de LPS inibem a expressao de genes e a fosforilacdo de tirosina-proteina pelo
PCX. Esses pesquisadores também demonstraram que outro taxane potente estabilizador de
microtubulos, o docetaxel, ndo ativou as vias de sinalizagdo LPS-dependentes ou induziu a
producdo de TNF-o em macréfagos murinos. A partir de 1993, varios pesquisadores vém
defendendo a hipotese de que o PCX age por meio de um mecanismo receptor-dependente
(MANTHEY et al., 1992, 1993, 1994; ZAKS-ZILBERMAN et al., 2001; PERERA et al.,
1997, 2001).

A interacdo celular com LPS envolve uma proteina plasmatica ligante,
“lipopolysaccharide-binding protein-LBP”, que carreia o LPS ao receptor CD14 na membrana
celular que vai formar um complexo com o TLR-4. O CD14 participa claramente na indugao
da resposta inflamatoria, tanto que a administragdo de anticorpo recombinante anti-CD14
atenua os sintomas clinicos e reduz consideravelmente a producdo de citocinas pro
inflamatorias em modelos humanos de endotoxemia (VERBON et al., 2001).

E uma vez que o LPS se liga ao complexo TLR4/MD-2, o mecanismo pelo qual o
receptor ¢ ativado ndo estad claro. Latz e colaboradores (2002) sugerem que a agregagdo ao
TLR-4, como resultado de ligagdo ao LPS, ¢ suficiente para ativar a transducdo do sinal.

O proximo passo nesse processo de sinalizagdo (Ilustracdo 1.4) demanda o
recrutamento de moléculas de adaptacdo denominadas TIR. S2o conhecidas quatro moléculas
de adaptacdo do dominio TIR capazes de mediar a sinalizagio do TLR-4. Todas

compartilham uma seqiiéncia significativa de aminoacidos similares.
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Ilustracdo 1.4. Relacdo entre “Toll-like receptors” (TLR), suas proteinas adaptadoras, as proteinocinases
relacionadas a estas ¢ os efeitos da sinalizag@o. Retirado e adaptado de MARTINS, P.S., Tese. 144 f., 2005.
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Sao elas: MyD88 (myeloid differentiation factor 88), a TIRAP (TIR adapter
protein), a TRIF (domain-containing adapter inducing interferon-f§) e a TRAM (TRIF related
adapter molecule).

Na ativagdo do receptor, a MyD88 ¢ recrutada via seu proprio dominio TIR que
vai interagir com dominio TIR do TLR em questdo, desencadeando a ativagdo da familia de
cinases conhecidas como IRAKs (IL-1 receptor-associated kinases) 1, 2 e 4. Estas cinases
interagem com MyD88 por meio do dominio de morte comum a ambas as proteinas,
promovendo entdo a ativagdo da TRAF6 (tumor-necrosis factor-receptor-associated factor 6).
Isto vai ativar as cinases situadas na sequéncia do processo de sinalizacdo, incluindo as kB
(inhibitor of NF-kB kinase) resultando na liberagdo de NF-kB que se transloca para o nucleo
e val aumentar a expressao génica de citocinas inflamatorias, determinando por fim, uma
resposta inflamatoria (TRINCHIERI & SHER, 2007; KAGAN et al., 2008).

Dependendo de qual molécula de adaptacdo esteja envolvida, o processo de
respostas dos TLR pode ser dividido em duas categorias: de resposta precoce dependente de
MyD88 e TIRAP, vitais para ativagdo de NF-kB pelo TLR-2 e TLR-4, e de resposta tardia
que independe de MyD88 e tem envolvimento de TRAM e TRIF, sendo este utilizado pelo
TLR-3 na indugdo da sintese de Interferon do tipo I a e B (SATO et al., 2003).

Mais recentemente o envolvimento de MyD88 e TLR-4 na atividade LPS-simile
do PCX também foram investigados por pesquisadores americanos, com macrofagos
originados de camundongos C3/H, que tem muta¢do espontdnea no TLR-4, e sdo
hiporesponsivos tanto ao LPS quanto ao PCX ratificando assim, que ambos possuem acao
pela mesma via que envolve TLR-4. Para determinar se TLR-4 ¢ a molécula adaptadora
MyD88 necessitavam interagir para que o PCX mimetize a agdo do LPS, foram analisadas as
respostas ao PCX, primeiramente em macréfagos de camundongos tipo selvagem que quando
estimulados pelo PCX responderam fortemente através de elevada secre¢do de TNF-a e NO,
enquanto que os macrofagos de camundongos deficiente de TLR-4 (C57BL/10ScNCr) ou
MyD88 “knock-out” produziram uma quantidade minima de TNF-a e NO. PCX induziu
ativacao da proteina-cinase (MAPK) associada ao microtibulos. Nem a ativacao de NF-kB
induzida pelo PCX nem a degradagdo de IkB foram afetadas pela presenca de inibidores de
fosfatidilinositol 3-cinase. Estes resultados sugerem que PCX e LPS ndo dependem
unicamente da via TLR-4/MyD88 para geracao de mediadores inflamatérios, mas também
participam da via TLR-4 dependente/MyDS88 independente para ativacdo da cascata MAP
cinase ¢ NF-kB (BYRD-LEIFER et al., 2001; TRINCHIERI & SHER, 2007).
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Portanto, TLR-4 sdo os tnicos receptores da familia Toll que possuem as duas vias
de sinalizacdo de ativacdo do NF-kB para indugdo da expressdo de TNF-a: a via MyD88-

dependente ¢ a MyD88-independente onde a ativacdo ¢ por meio da molécula adaptadora

TIRAP (AKIRA & TAKEDA, 2004; BARTO & MEDZHITOV, 2004).

1.1.5 Farmacocinética e efeitos toxicos do PCX

O PCX foi avaliado em uma série de doses, até 300mg/m” e em esquemas de
infusdo, variando de 3 a 24 horas e demonstrou ndo ser linear e saturavel com aumento
desproporcionalmente grande dos valores de concentracdo maxima, e a area sob a curva com
o aumento da dose, acompanhada por uma diminuicdo aparente, relacionado a dose do
“clearance” corpéreo total. Achados de revisdo demonstram que o veiculo utilizado para
administracdo endovenosa, o “Cremophor EL” contribui para esse perfil farmacocinético nao
linear da droga (SPARREBOOM et al., 1996). Ap6s administracdo intravenosa, mostra um
declinio biféasico, desaparecendo do compartimento plasmatico com meias-vidas de
aproximadamente 0, 2 ¢ 20 horas. Em pacientes tratados com doses de 135 ¢ 175mg/m’
administrados por infusdes de 3 a 24 horas, a meia-vida final média variou de 13,1 a 52,7
horas e o “clearance” corpéreo total variou de 12,2 a 23,81/hora/m’. Em média, 89% da droga
encontram-se ligada as proteinas séricas. Estudo realizado com 65 pacientes com cancer de
ovario mostrou que a formulacdo do veiculo causa aciimulo em eritrocitos levando a
importante redugdo da frag¢do livre no compartimento celular, quando comparado com outros
veiculos (ROWINSKY & DONEHONER, 1995; SPARREBOMM et al., 1996).

PCX sofre intenso metabolismo hepatico mediado pelo sistema do Citocromo
P450 (isoenzima CYP3A e CYP2C) e menos de 10% de uma dose sdo excretados intactos na
urina. O principal metabolito até agora identificado ¢ o 6-OH PCX, mas multiplos produtos
adicionais sdo encontrados no plasma e na urina (MONSSARRAT et al., 1990, 1993;
CRESTEIL et al., 1994; HARRIS et al., 1994).

O antineoplasico exerce seus efeitos toxicos principais na medula O6ssea.
Neutropenia geralmente ocorre 8 a 11 dias ap6s administracdo de uma dose, revertendo ou
recuperando-se rapidamente entre o 15° e o 21° dia. Reacdes de hipersensibilidade ocorrem
em pacientes que receberam infusdes de PCX de curta duragdo (1 a 6 horas), mas em grande
parte evitadas pelo pré-tratamento com difenidramina, cimetidina e dexametasona.

Bradicardia e taquicardia ventricular silenciosa também ocorrem, mas resolvem-se
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espontaneamente durante as infusdes de 3 a 24 horas. A mucosite € proeminente em esquemas
de infusodes prolongadas (ROWINSKY et al., 1995).

Clinicamente o PCX induz a uma neurotoxicidade dose dependente e cumulativa
de incidéncia (22-100%) de severidade varidveis, representada por uma neuropatia sensorial
periférica, caracterizada por sintomas frequentemente simétricos como formigamento,
tremores e parestesia distal, que se iniciam 48 a 72 horas ap6s o tratamento tanto com doses
altas (acima de 250mg/m2) como com doses convencionais (135 a 250mg/m?2) tUnicas ou
multiplas. Os sintomas podem desaparecer ap6s a suspensdo do uso ou evoluir para uma dor
cronica tipicamente neurogénica (ROWINSKY et al., 1993b; CAVALETTI et al., 1995;
GORDON et al., 1997; VAN DEN BENT et al., 1997; PACE et al., 1999; HELSING et al.,
1999).

1.1.5.1 Mialgias e artralgias associadas ao paclitaxel

Sintomas tipicamente inflamatorios, as mialgias e artralgias induzidas pelo PCX,
ocorrem em uma fracdo significante nos pacientes, aproximadamente 24 a 48 horas depois da
conclusdo do tratamento, gerando importante incapacidade funcional e queda na qualidade de
vida desses doentes (CONNELLY et al., 1996; ROWINSKY et al., 1995).

Ozols em 1994 publicou uma relevante revisdo bibliografica dos efeitos
secundarios mais freqiientes registrados nas historias clinicas de pacientes em uso de PCX e
ou carboplatina para cancer avangado de ovario, identificando 36,7% de parestesias, 16%
reagoes de hipersensibilidade, 10,9% mialgias e 6,9% de caimbras.

A eficicia e toxicidade do PCX (200mg/m® em infusdo continua por 3 horas)
associado a gencitabina como esquema de primeira linha para pacientes com adenocarcinoma
de pulmao metastatico foi demonstrada, obtendo-se uma taxa de resposta global de 38,2%. Os
pacientes desenvolveram neuropatia periférica em 47% dos casos e artralgia e mialgias em
57% dos casos (DOUILLARD et al., 2001). Em outro estudo, 120 doentes com cancer de
ovario metastatico, foram tratados com 175mg/m2 de PCX, administrados em infusdo por 3
horas. Artralgia foi relatada em 32% de todos os doentes (5% grave) e a mialgia foi observada
em 47%, sendo 6% de carater grave (VARSEY, 2002).

Frequentemente, essas mialgias e artralgias induzidas estdo mais relacionadas com
PCX do que o docetaxel em dose Unica. Raramente esses sintomas ocorrem em esquemas de
dose cumulativa e infusdo continua. Antiinflamatérios ndo hormonais sdo as drogas mais

frequentemente usadas, embora se desconhega o porqué de alguns pacientes se tornarem nao
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responsivo a essa classe de medicamentos. Corticosterdides, glutamina, e principalmente anti-
histaminico podem ser usados na prevengdo e/ou tratamento das mialgias e artralgias
(GARRISON et al., 2003)

A ocorréncia destes eventos algicos causa uma limitagdo ao tratamento
quimioterapico antitumoral, ndo havendo na literatura explicagdes comprovadas sobre a causa
do surgimento dessas algias tipicamente inflamatorias, ao contrario da neuropatia que ja esta
bem estabelecida ¢ documentada (KAPLAN et al., 1993; ROWINSKY et al.,, 1993;
CHAUDHRY et al., 1994; HILKENS & VAN DEN BENT, 1997; PACE et al., HELSING et
al., 1999; AUTHIER et al., 2000; FLATTERJA & BENNET, 2006; XIAO et al., 2007).

1.2. DOR

Uma das importantes fungdes do sistema nervoso ¢ fornecer informagdes sobre
lesdes corporais em potencial, que se manifestam por meio da dor. A dor € conceituada pela
“International Association for Study Pain” (IASP) como “uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel, associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos
que sugerem tal dano” (MERSKEY & BOGDUK, 1994). A percepcao corporal desta dor ¢
denominada nocicep¢do, termo fisiologico usado para descrever o processo neural de
codificacdo e processamento de estimulos nocivos (LOESER & TREEDE, 2008).

A sensacdo dolorosa ¢ uma experiéncia subjetiva e multidimensional que envolve
aspectos sensitivos, heddnicos e culturais evocando reacdes fisicas e emocionais que podem
ser atenuadas, acentuadas ou perpetuadas por varidveis socio-culturais, organicas e psiquicas
dos individuos e por condigdes ambientais que se apresentam. Quanto aos mecanismos
neurofisioldgicos a dor pode ser classificada em dor nociceptiva quando as vias nociceptivas
se encontram preservadas, sendo ativadas pelos nociceptores de tecidos cutineos (dor
somatica) ou profundos (dor visceral). Ja a dor neuropatica, ¢ aquela em que as vias
nociceptivas apresentam alteragdes na estrutura e ou funcdo, resultante de lesdo seletiva do
trato neo-espinotalamico (dor central) ou resultante de lesdes no sistema nervoso periférico
(dor periférica). Temos ainda a dor psicogénica, quando nenhum mecanismo nociceptivo ou
neuropatico pode ser identificado e héa sintomas psicologicos suficientes para o
estabelecimento de critérios psiquiatricos (TURK & RUDY, 1992; LOESER & TREEDE,
2008).
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Segundo a OMS, o doente com cancer apresenta uma média de dez sintomas
simultaneos. A dor, mesmo nao sendo o sintoma mais frequente, ¢ o que significativamente
afeta a qualidade de vida dos doentes, principalmente na terminalidade (CARDOSO, 2008).

A dor oncoldgica ocorre em 29 a 57% dos pacientes, sendo frequentemente
classificada como mista (nociceptiva e neuropatica), portanto mais incapacitante do que as
registradas em outras condigdes patoldgicas (HIRAGA, 1991; LARUE, 1995; BONICA,
2001c). Em 65-78% dos casos podem ser decorrentes de fatores relacionados ao tumor
primario e suas metastases € em 19-25% estdo relacionados a terapias anticancer, como:
mucosites, mialgias, artralgias, neuropatias, radiodermites (FOLEY et al., 1982; DAUT &
CREELAND, 1982; TWYCROSS, 1982; PIMENTA, 1995). No Brasil, dados do INCA-
Ministério da Saude (2001) registraram percentuais concordantes com este estudo.

Além de gerar sofrimento fisico e emocional significativo, a dor tornou-se 6nus
para servigos médicos e para as companhias de seguro de saude. Nos EUA, aproximadamente
89 bilhdes de dolares sdo gastos anualmente para o tratamento compensagdes trabalhistas e

litigios envolvendo doentes com dor cronica (RASPE et al., 1994).

1.2.1 Base neural da dor

Considerando a dor como um sistema complexo, didaticamente ele pode ser
dividido nos seguintes componentes: nociceptores, tratos nociceptivos ascendentes, centros
mais elevados do Sistema Nervoso Central (SNC) e sistemas analgésicos descendentes.

O termo nociceptor ¢ empregado para descrever terminagdes livres de fibras
aferentes primarias que respondem a estimulos dolorosos, potencialmente nocivos de uma
ampla variedade de tecidos, sendo encontradas tanto em estruturas somaticas como viscerais,
inclusive articulagdes e pele de humanos e em varias espécies de animais como rato, gato, cao
e macaco (GRIGG et al., 1986; MEYER & CAMPBELL, 1989; MCMAHON &
KOLTZENBURG, 1990).

A sensibilidade da terminacdo periférica ndo ¢ fixa, e sua ativagdo, seja por
estimulacdo periférica repetida ou por modificagdo do meio quimico, aumenta a
excitabilidade da terminacdo e diminui o limiar de iniciagdo de um potencial de acdo no
neurdnio sensorial primario. Este fendmeno ¢ denominado hiperalgesia (LINDBLON, 1986) e
reflete as modificagdes na cinética dos canais i6nicos bem como, o aumento da excitabilidade

da membrana da terminagdo nervosa por mediadores quimicos como prostaglandinas
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(FERREIRA et al., 1978) e por mediadores simpaticomiméticos (NAKAMURA &
FERREIRA, 1987; LEVINE, 1992).

As fibras aferentes nociceptivas primarias, normalmente fibras A-delta (A-0) e C,
transmitem sinais quimicos, mecanicos e térmicos através do trato de Lissauer, fazendo
sinapse com neurdnios do corno dorsal da medula espinhal. As diferengas nas velocidades de
condugdo dessas fibras explicam a tipica experiéncia subjetiva da dor associada a estimulo
nocivo: a dor inicial, rapida, bem localizada em carater de picada ¢ conduzida por fibras A-9,
que ¢ seguida por uma dor difusa em carater de queimagdo que ¢ conduzida por fibras C
(BONICA, 2001a).

Numerosos neurotransmissores € mediadores bioquimicos excitatorios (glutamato,
substancia P, fatores de crescimento) e inibitérios (opioides, dacido gama-
aminobutirico/GABA e glicina) sdo liberados no corno dorsal provenientes de trés fontes
principais: fibra aferenre primaria, interneurdnios e sistema de fibras descendente. As células
do corno dorsal possuem receptores especificos para essas substancias. Portanto, essa sinapse
no corno dorsal seria o ponto no qual as informagdes nociceptivas sdo conduzidas através do
trato espinotalamico e espino-hipotalamico aos centros superiores ou sao inibidas por ativacao
do sistema analgésico descendentes. Este sistema modulatorio parece ter trés constituintes
principais interrelacionados funcionalmente: O sistema opidide, noradrenérgico e
serotoninérgico (BONICA, 2001b).

Os centros mais elevados do SNC estdo envolvidos na discrimina¢do da dor,
incluindo componente afetivo da dor, componentes relacionados a memoria e controle motor
relacionado a resposta imediata aversiva manifesta aos estimulos dolorosos (BALLANTYNE

etal., 2004).

1.2.2 Dor inflamatoria

A inflamagdo ocorre como uma resposta do tecido a injuria celular e caracteriza-se
por um fendmeno complexo, dindmico e multimediado, podendo se manifestar a partir de
qualquer agente lesivo seja fisico, biologico ou quimico. Este processo envolve uma
complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que incluem extravasamento de fluidos,
ativacdo enzimadtica, migragdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativagdo de
receptores, lise tecidual e de reparo (BECKER, 1983; PIPER, 1983).

Durante o processo inflamatdrio, varias etapas parecem estar associadas a agao de

substancias enddgenas que modificam fisioldgica e bioquimicamente a estrutura do local
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afetado. Essas substancias quimicas, geralmente chamadas de mediadores, sdo inicialmente
liberadas no local da injuria por uma reagdo de alarme, onde macrofagos residentes parecem
ter um papel crucial (FERREIRA, 1980).

Dependendo da natureza do mediador este podera sensibilizar o nociceptor, ativa-
lo ou entdo ambas as coisas. Esses mediadores inflamatdrios recrutam células migrantes como
leucocitos polimorfonucleares, macrofagos, eosindfilos e linfocitos que possuem um papel
amplificador no desenvolvimento da resposta inflamatéria. A acdo de mediadores e citocinas
em receptores especificos sinalizam a resposta tecidual, os mecanismos de defesa, e produzem

os sintomas da inflamagdo do qual a dor tem seu papel particular (FERREIRA, 1993).

1.2.2.1 Mediadores inflamatorios

Vérias pesquisas destacam a existéncia de duas classes de mediadores
hiperalgésicos (ou hipernociceptivos): os mediadores intermedidrios e os mediadores finais,
estes ultimos, atuariam diretamente nos receptores de membrana dos neurdnios periféricos
nociceptivos, induzindo assim, os mecanismos moleculares responsaveis pela sua
sensibilizacdo. Entre os mais importantes estdo os eicosandides (prostaglandina e
prostaciclina), aminas simpaticas, os leucotrienos, o PAF, a histamina e a serotonina.
Entretanto, os mediadores hipernociceptivos finais ndo sdo liberados diretamente a partir do
reconhecimento do estimulo inflamatério, mas sim, apdés a estimulacdo prévia dos
denominados mediadores hiperalgésicos intermediarios. Entre eles, os mais importantes siao
as citocinas/quimiocinas, de origem celular e a bradicinina e os fatores do complemento C3a e
C5a, de origem plasmatica (VERRI et al., 2006).

Quando liberados, os mediadores hiperalgésicos finais induzem a fendmenos
moleculares que preparam o nociceptor para responder aos estimulos ativadores. Estes
fendmenos comecam com a ativagdo de uma Proteina G na membrana do nociceptor, a qual
desencadeia uma ou duas cascatas enzimaticas paralelas, a da fosfocinase A/AMP ciclico e a
fosfocinase C/diacilglicerol (FERREIRA & NAKAMURA, 1979).

A ativacio destes sistemas conduz a um aumento de Ca™ citosolico por meio do
seu recrutamento das reservas ou por aumento da sua condutancia, fosforilacdo ou modulagao
de seus canais pelo glutamato atuando em receptores NMDA. A ativacdo dos canais de
glutamato situados nas terminagdes pré-sinapticas na medula ¢ responsavel pela duragao
prolongada da hiperperalgesia. Concomitantemente ao aumento do Ca' citosolico, ocorre o

fechamento de canais de Na” ATP dependentes, dificultando sua saida. Nestas condi¢des ha
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facilitagdo da ativacao do nociceptor e da condugdo pelo incremento do numero de canais de
Na" ¢ abaixamento do limiar neuronal (Ca™), gerando assim o aparecimento de
minipotenciais de acdo espontadneos nas terminagdes pré-sinapticas, que levam a liberacao
continua de glutamato. O glutamato, atuando em receptores NMDA, causa a denominada
hipersensibilizagao retrégrada. Este fendmeno € responsavel pela manutencao da hiperalgesia,
pois o receptor NMDA, quando ativado, facilita a entrada de Ca™, mantendo a diminui¢do do
limiar de ativagao do nociceptor (FERREIRA & NAKAMURA, 1979).

Ha evidéncias de que o aumento de niveis intracelulares de AMPc e de Ca'™ esta
associado a regulagdo positiva dos nociceptores e que a administragdo de prostaglandinas e
aminas simpatomiméticas (dopa e noradrenalina), conhecidos estimuladores da sintese
neuronal de AMPc, também sdo capazes de induzir hiperalgesia, que pode ser prevenida
experimentalmente com pré-tratamento com antagonista de Ca™ (FERREIRA &
NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989; FOLLENFANT, 1990). Conseqiientemente
mediadores capazes de estimular a sintese de prostaglandinas ou de aminas
simpatomiméticas, como as citocinas IL-1, TNF-a ¢ CXCL-8, sao também chamados de
hiperalgésicos.

Experimentalmente, foi demonstrado que TNF-a, IL-1 e CXCL-8, quando
injetadas juntas, induzem contor¢des abdominais em camundongos, enquanto que o pré-
tratamento com anti-soros especificos bloqueia a atividade nociceptiva desses dois estimulos
no modelo de contor¢des abdominais em camundongos (RIBEIRO et al., 2000a). Portanto,
mediadores que estimulam a sintese dessas citocinas hiperalgésicas como ¢ o caso da
bradicinina, também podem ser enquadrados como hiperalgésico (STERANKA et al., 1988).

Particularmente, a bradicinina parece possuir um duplo papel na modulagdo da dor
inflamatoria. Dependendo da magnitude do estimulo ela pode ndo s6 iniciar a cascata de
mediadores, mas também contribuir para a manutencao dessa cascata e da injuria através do
seu receptor RBK; e também a bradicinina podem ativar diretamente o nociceptor via RBk;
(DRAY & PERKINS, 1993).

A ativagdio da via metabolica arginina/NO/GMPc/K" parece contrapor a
hipersensibilizagdo inflamatoria em algumas familias de nociceptores. Substancias que abrem
os canais de K™ bloqueiam a hiperalgesia. A ativagdo deste sistema promoveria a abertura
destes canais de potassio ATP-dependentes, permitindo a saida deste ion que contrabalangaria
o limiar aumentado pelo actimulo de Ca™ citosolico. Esse sistema regulador negativo do

nociceptor sensibilizado, esta relacionado com o aumento de GMPc ou de substancias que
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estimulam a guanilato ciclase neuronal como o carbacol ou geradores de ¢xido nitrico
(MOORE et al., 1991; DUARTE et al., 1992).

Todos esses achados sugerem que eventos bioquimicos finais responsdveis pela
regulagdo funcional, positiva ou negativa, dos nociceptores na dor inflamatoria parecem ser
dependentes de um balango nas concentragdes de AMPc/GMPc, no nociceptor. A importancia
desse sistema regulador também foi demonstrada na dor inflamatoria articular, utilizando o

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

1.2.2.2 Cascata de citocinas inflamatorias

Citocinas sdo glicopeptideos produzidas por estimulos indutores que possuem
propriedades pleiotropicas e regulatorias locais, regionais e sist€émicas. Uma citocina tende a
ter multiplas células alvo e fung¢des, no entanto, diferentes citocinas podem ter agdes
similares. Podem induzir a propria producdo e a de outras citocinas, pois modulam a
expressao de seus receptores (HENDERSON & POOLE, 1994).

Quanto a dor inflamatoria periférica, a primeira evidéncia da participagdo de uma
citocina foi realizada em 1988 por Ferreira ¢ colaboradores, em que mostraram a indugao de
hiperalgesia mecanica em ratos pela IL-1f de maneira dependente da producdo de
prostanodides durante a inflamacao.

Estudos posteriores demonstraram, ainda, que o efeito das citocinas ou
quimiocinas poderia depender da liberacdo prévia de outras citocinas, conforme o estimulo da
resposta inflamatéria e a espécie investigada criando um panorama de sinaliza¢do celular
especifico para cada patologia e modelo experimental, mas com elementos comuns as
respostas imunes inatas. Atualmente sabe-se que, apds a indugdo de uma inflamagdo por
endotoxina, o TNF-a ¢ a primeira citocina a ser liberada, de modo que ¢ considerada a
citocina chave do processo inflamatorio (CUNHA et al., 1992). Apds sua liberagao, o TNF-a
induz a secrecdo de IL-1P pelas células presentes e, consequentemente, de prostaglandinas,
mediadores finais da hiperalgesia. Além disto, o TNF-a também estimula outra via bioldgica
dependente de liberagdo de quimiocinas CINC-1/CXCL1 (em ratos) ou IL-8/CXCL-8 (em
humanos), as quais sdo responsaveis pela ativacdo do componente simpatico da hiperalgesia
inflamatoria ao promover a libera¢do de aminas simpaticas (CUNHA et al., 1991).

Estes achados relacionados a hierarquizagao témporo-funcional da participacao de

mediadores intermediarios e finais na dor inflamatoria foram avaliados pelo nosso laboratorio
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utilizando outros estimulos e outros modelos experimentais como o de contor¢des abdominais
e o de incapacitacao articular em joelho de rato (RIBEIRO et al., 2000a; RIBEIRO et al.,
2000b; VALE et al., 2003).

Contrariamente, algumas citocinas podem ter um efeito antiinflamatorio como ¢ o
caso IL-4, IL-10 e IL-13. Estas citocinas participam de um mecanismo modulatorio da
resposta inflamatoria, inibindo a liberagdo de mediadores pro-inflamatdrios. Dados do nosso

grupo demonstram um papel antinociceptivo destas citocinas na dor inflamatoria experimental

(VALE et al., 2003).

1.2.3 Papel de células residentes na dor inflamatoria

A importancia da presenca de células residentes, como macrofagos e mastocitos
¢ crucial no local da injaria para a sinalizacdo da resposta inflamatéria e consequentemente
dos eventos associados com a dor inflamatoria, que ja foi amplamente descrita por varios
autores. Alguns achados nesse sentido demonstram que a intensidade de neutrofilos que
migram para a cavidade peritoneal de animais estimulados com carragenina, zymosan e LPS
(estimulos exdgenos) ou com IL-1 e TNF-a (estimulos endogenos) é proporcional ao numero
de macrofagos residentes presente nessa cavidade (DE SOUZA & FERREIRA, 1985;
CUNHA & FERREIRA, 1986; FACCIOLLI et al., 1990).

Os macrofagos, células residentes secretoras nos tecidos, sdo habeis em
reconhecer por meio dos receptores tipo Toll, o ndo proprio e com isso promover a
sinalizacdo do processo inflamatorio, pela liberacdo de mediadores como prostaglandinas ou
pela da liberacdo de citocinas (FERREIRA, 1980). Seus produtos, ao todo, mais de cem
descritos, incluem enzimas, inibidores enzimaticos, proteinas do sistema complemento,
proteinas regulatorias tipo IL-1, CXCL-8, IL-6, TGF-B, além dos derivados do acido
araquidonico (TAKAEMURA & WERB, 1984; NATHAN, 1987; ADAMS & HAMILTON,
1989). A maioria dessas moléculas ¢ importante na reacdo inflamatoria, sendo que, a secre¢ao
de muitas delas depende do estado metabolico do macréfago o que por sua vez depende da
interacdo do mesmo com seu micro ambiente (NATHAN, 1987).

O nosso laboratério tem demonstrado, nos ultimos anos, a importancia de
macrofagos residentes na nocicepgao induzida por estimulos como acido acético e zymosan
no modelo de contor¢cdes abdominais. Alguns resultados demonstram que a deplecdo de
células residentes da cavidade peritoneal, por lavagem prévia, diminui significativamente a

atividade nociceptiva do 4cido acético e do zymosan, mas ndo a do iloprost (andlogo estavel
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da PGI,). Por outro lado quando se aumentou a populacdo de macréfagos, através do pré-
tratamento dos animais com tioglicolato, observou-se também o aumento no nimero de
contor¢des induzidas por esses estimulos (THOMAZZI, 1996; RIBEIRO et al., 2000a).

Os mastdcitos sdo uma parte constitutiva do eixo neuroimune e ja foi mostrado,
pela microscopia eletronica, que essas células estdo intimamente associadas a fibras nervosas
sensitivas contendo neuropeptideos como substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (STEAD et al., 1989), peptideos conhecidos por estarem envolvido na
fisiopatologia da dor (MAYER & GEBHART, 1994) e também por induzir a secre¢do de
mediadores por mastocitos humanos (LOWMAN et al., 1998).

Diante de um estimulo inflamatério, mastocitos que também expressam na sua
membrana receptores do tipo Toll, liberam mediadores pré-formados e estocados em
granulos, como: histamina, serotonina, bradicinina e TNF-a na presenca do estimulo, que
ativam diretamente e indiretamente os aferentes primarios sensitivos induzindo a um estado
de hiperalgesia em humanos e hipernocicep¢ao em animais (LEVINE et al., 1992). Outros sao
sintetizados a partir do metabolismo de lipideos da membrana (prostaglandina, leucotrienos e
fator de ativagdo de plaquetas) que sdo liberados em poucos minutos e finalmente, sdo
capazes de produzir citocinas dentre elas: IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, CXCL-8 ¢ TNF-a.
Além disso, sdo capazes de liberar 6xido nitrico (MANNAIONI et al., 1991; BISSONNETTE
etal., 1991; SALVEMINI et al., 1990; MASINI et al., 1991).

Nesse sentido, dados do nosso laboratério demonstram que mastécitos residentes
da cavidade peritoneal parecem importantes no desenvolvimento da resposta dolorosa do
acido acético e zymosan. A deplecdo de mastocitos peritoneais de camundongos pelo pré-
tratamento com o composto 48/80 diminui significativamente a atividade nociceptiva do acido

acético e do zymosan no modelo de contor¢des abdominais (RIBEIRO et al., 2000a).

1.2.4 Papel do 6xido nitrico (NO) na dor inflamatéria

No que diz respeito ao papel do 6xido nitrico (NO) nos processos periféricos da
dor ainda ha muita controvérsia, uma vez que alguns autores relatam papel pré-nociceptivo
(MELLER, 1994), enquanto outros autores descrevem ac¢do antinociceptiva (MASHIMO et
al., 1995; SOUZA & PRADO, 2001).

Foi demonstrado que o efeito antinociceptivo de drogas colinérgicas envolve a
ativacdo da via L-argenina: NO/GMPc¢ no modelo de hiperalgesia inflamatoria em pata de

rato. Neste estudo observou-se o bloqueio da atividade analgésica de acetilcolina por L-
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NMMA, inibidor da sintese de NO ou azul de metileno, inibidor da guanilato ciclase soluvel,
e potenciagdo com MY 5445, inibidor da fosfodiesterase do GMPc (DUARTE et al., 1992).

Por outro lado Moore e colaboradores (1991) demonstraram que L-NAME,
inibidor da sintese de o¢xido nitrico, induz antinocicepcdo nos modelos de contor¢do
abdominal por acido acético, teste da placa quente, e teste da formalina. Outros autores
obtiveram efeitos similares onde L-NAME provocou analgesia no modelo de nocicepgao
induzida por capsaicina (SAKURADA et al., 1996).

Por fim também estd descrito que a administragio de L-NAME e L-NMMA
resultou em reversdo da hiperalgesia induzida por bradicinina em pata de ratos
(NAKAMURA et al., 1996).

Dados do nosso laboratério apontam para um efeito hiperalgésico do NO no
modelo de incapacitagdo articular induzida por zymosan (ROCHA et al., 1999). Estes dados
apontam para a participacdo do NO na mediagdo dos fenomenos da dor inflamatéria. No
entanto as controvérsias sobre o efeito analgésico ou indutor de NO ainda carecem de
investigacdo. Dependendo do modelo experimental e a intensidade do estimulo o 6xido nitrico

pode ser analgésico ou pode induzir a dor.

1.3. DROGAS MODULADORAS DA PRODUCAO DE CITOCINAS HIPERALGESICAS

Como ja foi dito, vem se tornando cada vez mais evidente a participagdo de
citocinas na modulacdo da dor inflamatdria tanto aguda quanto cronica. Foi visto que nesse
processo multimediado hd a participagdo de citocinas modulando positivamente ou
negativamente o processo doloroso. Muitos estudos agora estdo voltados para o controle da
dor sob a otica das citocinas e vem se pesquisando drogas que inibem a produg¢ao de citocinas
pro-inflamatorias como os inibidores de fosfodiesterases, talidomida e analogos,
clorpromazina, corticoides, bioefetores dentre outros.

Atualmente um grupo de drogas chamadas em seu conjunto de estatinas, utilizadas
na prevencao de doengas coronarianas por inibirem o processo inflamatdrio nos vasos, vem
sendo testada também em diferentes modelos de doengas inflamatdrias, como por exemplo,

modelos de artrite reumatoide (AR).
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1.3.1 Estatinas e seus efeitos antiinflamatorios

Os inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG
CoA Redutase), também chamados estatinas ou vastatinas, constituem uma notavel classe de
medicamentos redutores de colesterol e t€ém sido associados com redugdo da incidéncia de
morte, infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (SHEPHERD et al., 1995;
DOWNS et al., 1998; SIMES et al., 2002; TOPOL, 2004).

As estatinas sdo substancias originarias de culturas de fungos, sendo a primeira
substancia dessa familia isolada em 1976, de uma cultura de Penicillium citrinum sendo
chamada compactina. Atualmente as principais estatinas utilizadas na pratica clinica sao as:
sinvastatina, atorvastatina, lovastatina e rosuvastatina. Existem varias diferencas entre elas em
sua poténcia redutora de colesterol, meia vida plasmatica, interagdo com outros farmacos,
ocorréncia de efeitos colaterais e na capacidade de redugdo de eventos cardiovasculares
(FONSECA, 2005).

Sua acdo ¢ proveniente da inibicdio da HMG-CoA redutase que catalisa a
conversao da HMG-CoA em acido mevalonico, etapa limitante na biossintese do colesterol.
Esta inibi¢do reduz a secrecao de lipoproteinas contendo apolipoproteina B (apo-B) e aumenta
a sintese do receptor de LDL diminuindo os seus niveis plasmaticos.

Varios estudos (VALGHAN et al., 1996; ROSENSON, 1999; KOH, 2000)
demonstram que as estatinas podem reduzir o risco cardiovascular por outros mecanismos,
além dos efeitos na redugdo do colesterol, pois estes farmacos possuem efeitos pleiotropicos,
dentre tais, imunomodulatorias (McCAREY et al., 2005; BARSANTE et al., 2005), aumento
da expressdo da sintase de oxido nitrico endotelial (MASSY et al., 1996; WAGNER et al.,
2000) e acdo antiinflamatéria, demonstrada pela redu¢do da Proteina C-Reativa (PCR), de
moléculas de adesdo e pela inibicdo da proliferagdo de células do musculo liso na placa
aterosclerotica. Além disso, foi observado que elas diminuem a sintese de metaloproteinases e
de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, TNF-a e a IL-1pB, na parede dos vasos, bem
como inibem a expressdo da COX-2 estimulada por citocinas (FERRO et al., 2000).

O tratamento com os inibidores de HMG-CoA redutase causa uma redugao dos
valores de PCR (de 30 a 89%), correlacionada com uma menor taxa de eventos

cardiovasculares (ROZENDO et al., 2007).
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1.3.1.1 Atorvastatina (ATV)

Atualmente, as estatinas sintéticas sdo as drogas mais prescritas no mundo, sendo
que 200 milhdes de pessoas apresentam critério para tratamento e somente 25 milhdes usam
estatinas, estando a atorvastatina ocupando o primeiro lugar nas prescri¢des (YOUSSEF et al.,
2002; TOPOL, 2004).

Embora as estatinas sejam utilizadas primariamente para reducdo dos niveis de
colesterol, varios estudos clinicos tém apontado que, mesmo sem diminuir os niveis deste, as
estatinas reduzem os riscos de aterosclerose. Em vista disso, foi sugerido que seu efeito
benéfico seria dependente de uma agao sobre fatores nao-lipidicos (VALGHAN et al., 1996;
ROSENSON, 1999; KOH, 2000).

Viarios trabalhos vém demonstrando que variantes genéticas de TLR-4 estdo
correlacionadas a uma imunidade inata deficiente e progressdo de aterosclerose coronariana
(AMEZIANE et al.,, 2003; KOLEK et al.,, 2004). Boekholdt e colaboradores (2003)
demonstraram adicionalmente, que a variante TLR-4 Asp299Gly modificou a eficacia das
estatinas na prevencdo dos eventos cardiovasculares e que tais variantes apresentaram efeitos
benéficos superiores ao tratamento com estatinas.

Methe e colaboradores (2005) demonstraram a influéncia direta da atorvastatina na
expressdo e sinalizacdo de TLR-4. A atorvastatina reduziu de maneira dose-dependente a
expressdo “in vitro” e “in vivo” em mondcitos humanos de TLR-4/CD14, causando um
“downregulation” na ativagdo de IRAK-1 cinase e conseqiiente reducdo da expressdo de
citocinas pro-inflamatérias. A mesma influéncia da atorvastatina foi demonstrada em
mondcitos humanos estimulados por LPS, ratificando assim a importancia da via
compartilhada do LPS e paclitaxel na indugdo de genes pro-inflamatérios. A pré-incubagao
com acido mevaldnico reverteu completamente o efeito inibitério mediado pela atorvastatina.
Com base nessas evidéncias a efetividade desta classe de drogas passou a ser testada também
em diferentes modelos experimentais de doencas inflamatdrias, como por exemplo, modelos
de artrite reumatoide. Foi verificado um efeito benéfico nos modelos de artrite induzida por
Adjuvante Completo de Freud em ratos e induzida por colageno em camundongos (AKTAS et
al., 2003; LEUNG et al., 2003; BARSANTE et al., 2005).

Na perspectiva clinica, McCarey e colaboradores (2004) publicaram o primeiro
estudo clinico do efeito da atorvastatina, realizado em 116 pacientes artriticos. Os pacientes
tratados com atorvastatina apresentavam uma diminui¢do nos marcadores inflamatorios bem

como diminui¢cdo na inflamagdo articular. Outro fato extremamente importante e digno de
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nota ¢ o efeito que a atorvastatina teve sobre os fatores de risco vasculares, os quais se
apresentam aumentados em pacientes acometidos por doengas inflamatdrias cronicas.
Portanto, atualmente considera-se que as estatinas apresentam um efeito benéfico bifasico no
tratamento da Artrite Reumatdide, atuando tanto sobre os parametros inflamatdrios quanto
modificando os riscos de ocorréncia de eventos vasculares.

Recentemente, um grupo de pesquisadores passou a estudar o efeito anti-
hipernociceptivo da atorvastatina em modelos experimentais der dor. Os pesquisadores
avaliaram o efeito da atorvastatina na hipernocicepcdo mecénica inflamatoria induzida por
LPS e albumina bovina metilada intraplantar ¢ demonstram que o efeito antinociceptivo da
ATV deve-se a inibi¢do da produgdo de IL-1B ¢ PGE2, bem como a ativagdo da via L-
arginina/cNOS/NO, atuando assim, tanto na preven¢do quanto antagonizando diretamente a
sensibilizacdo do nociceptor. Para avaliar o mecanismo pelo qual ATV induz anti-
hipernocicepc¢ao, foi avaliada o efeito desta sobre a hipernocicep¢do induzida pela cascata de
mediadores inflamatorios liberados pelo LPS. A ATV inibiu significativamente a
hipernocicepcdo mecanica induzida por bradicinina, TNF-a, IL-1B, KC e PGE2. O pré-
tratamento com L-NAME ou L-NMMA, mas ndo 1400W, inibidor seletivo do 6xido nitrico
sintase induzivel, ou animais deficientes para iNOS, reverteram o efeito anti-hipernociceptivo
da ATV em camundongos estimulados com PGE2 ou LPS. Adicionalmente ATV reduziu a
liberagdo de IL-1PB e PGE2 (50% e 85%, respectivamente) no tecido subcutidneo plantar dos
animais injetados com LPS. Os autores também demonstraram que o efeito anti-
hipernociceptivo da ATV ¢ independente da redugdo da sintese colesterol ou de

intermediarios isoprendides (SANTODOMINGO-GAZON et al., 2006).

1.4. JUSTIFICATIVAS

Historicamente, o PCX foi considerado o mais promissor antineoplasico pela sua
elevada taxa de resposta terapfutica contra uma variedade de canceres refratarios a
quimioterapia convencional. Mas como todo antineoplédsico, possui atividade biologica
antiproliferativa, que envolve baixa seletividade e alta citotoxicidade, resultando em
sindromes algicas. Estudo multicéntrico revelou que 92,5% dos doentes com dor oncologica
tinham uma ou mais dores associadas, sendo 20,8% (CARACENI et al., 1999) em decorréncia
do tratamento antineoplasico e seus eventos adversos. Recentemente, um estudo registrou o
aumento desta incidéncia para 48%, revelando uma grande desconexdo entre a ciéncia e a

préatica clinica relacionada ao tratamento da dor oncologica (JANJAN & CLEELAND, 2008).
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A artralgia e mialgias descritas por pacientes em uso de PCX tém sido denominada
na literatura como “sindrome de dor aguda associada ao PCX”, sendo provavelmente
resultante da sensibilizacdo dos nociceptores (LOPRINZI et al., 2007). Estes sintomas
iniciam-se, em média, um a dois dias ap6és o término da administracdo e duram quatro a seis
dias em cada ciclo do tratamento. A dor ¢ localizada no dorso, costelas, coxas, joelhos e pés,
sendo descrita, como uma dor profunda em peso, pulsante, pontada, muitas vezes de carater
incapacitante que comprometem a qualidade de vida e limitam o tempo de tratamento
antitumoral, chegando a acometer até 57% dos pacientes oncolégicos em tratamento com este
antineoplasico (CONNELLY et al., 1996; ROWINSKY & DONEHOWER, 1995;
DOUILLARD et al., 2001; VARSEY, 2002).

Antiinflamatorios ndo hormonais, corticosterdides, glutamina, anticonvulsivantes e
anti-histaminicos podem ser usados na tentativa de prevencdo e/ou tratamento das mialgias e
artralgias. Entretanto, os pacientes na sua maioria respondem parcialmente ou se tornam nao
responsivos a essas classes de medicamentos, principalmente quando usados como terapia
analgésica tnica (GARRISON et al., 2003).

Apesar do impacto destas manifestacdes clinicas que constituem um fator
importante de sofrimento relacionado a doenga, mesmo quando comparado a expectativa de
morte para estes doentes, nada foi descrito at¢é o momento, visando elucidar o envolvimento
de citocinas pro-inflamatdrias, na génese da atividade hipernocicptiva do PCX. E sabido, que
a droga compartilha com o LPS uma via de sinalizagdo intracelular na geragdo de genes que
codificam TNF-a, interleucinas, NOSi ¢ COX-2 (KAWAZAKI et al., 2000, 2001; BYRD-
LEIFER et al., 2001). Esta sinaliza¢ao ¢ desencadeada quando TLR-4 ¢ TLR-2 reconhecem o
LPS ou PCX e zymosan respectivamente, como seu PAMP. Dados da literatura sugerem que
ocorra um “cross-talk” entre esses dois membros da familia Toll e, que agonistas diferentes de
TLR-2 e TLR-4 sdo capazes de induzir a ativacdo de NF-xB, AP1 ¢ MAPK e a geracao de
citocinas pré-inflamatérias com o TNF-a (JONES et al., 2001; VOGEL et al., 2001; BO
ZHONG et al., 2006), que atualmente, ¢ considerada a citocina chave para liberagao de
mediadores inflamatorios finais que atuam diretamente no nociceptor.

E valido ressaltar que tal estudo é inédito, e faz-se necessario para auxiliar na
identificagcdo dos fatores de risco e na determinacdo de terapias preventivas. Durante nosso
mestrado esse efeito amplificador do PCX foi avaliado por meio de modulacao farmacologica

com inibidores da sintese de TNF-a, inibidores da COX, bloqueador simpatico e um
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corticosterdide nos modelos de contor¢ao abdominal e incapacitagdo articular, tendo como

estimulo padrao o zymosan (Ilustragdes 1.5 e 1.6).
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Tlustrag@o 1.5. Inibicdo do efeito hipernociceptivo do paclitaxel sobre as contor¢des abdominais induzidas por
zymosan de forma significativa e dose-dependente pelo pré-tratamento dos animais com dexametasona,
talidomida, pentoxifilina, indometacina, celecoxib e atenolol. Figura retirada de Cardoso, MGM. Dissertacao de
Mestrado. 112p (2003)
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Ilustragdo 1.6. Inibi¢do do efeito hipernociceptivo do paclitaxel sobre a incapacitagdo articular na artrite
experimental induzida por zymosan de forma significativa pelo pré-tratamento dos animais com dexametasona,
talidomida e pentoxifilina. Figura retirada de Cardoso, MGM. Dissertagdo de Mestrado. 112p (2003).
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Nossos resultados iniciais sugeriram que o PCX deveria estar causando uma
amplificacdo da hipernocicep¢ao por: (A) induzir a sintese de citocinas hiperalgésicas,
provavelmente o TNF-a, visto que TLD, PTX e DEXA inibiram de forma significativa o
efeito; (B) induzir a geracdo de prostanodides visto que INDO, CEL e DEXA também
inibiram, (C) por estar induzindo a geragdo de aminas simpatomimética, visto que ATL

também exerceu efeito inibitdrio sobre a atividade de PCX (CARDOSO, 2003).

1.5. OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagdo do fator de
necrose tumoral (TNF-a) e dos receptores Toll tipo 4 (TLR-4) e na génese do efeito
potencializador do PCX na artralgia experimental induzida por zymosan avaliado por meio do

teste de incapacitagdo articular.

1.5.2 Objetivos especificos

- Avaliar o envolvimento de citocinas pro-inflamatdrias no efeito potencializador
do PCX por meio da dosagem de citocinas, da detec¢do por imunohistoquimica e do pré-

tratamento com inibidores da sua sintese e liberacao.

- Avaliar o papel de células residentes na producdo dos mediadores inflamatdrios
envolvidos no efeito potencializador do PCX sobre a atividade hipernociceptiva induzida por

Zymosan.

- Avaliar a participagdo dos receptores Toll tipo 4 (TLR-4) na génese do efeito

potencializador do PCX sobre a incapacitacdo articular induzida por zymosan em ratos.

- Avaliar o efeito modulador da atorvastatina e seu provavel mecanismo sobre a

resposta potencializadora do PCX na incapacitagdo articular induzida por zymosan em ratos.
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Materiais e Métodos
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2.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Os experimentos realizados seguiram o Manual sobre Cuidados e Usos de Animais
de Laboratorio estipulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), que

segue as normas da “National Research Council, USA, Portuguese Edition” (1996).

2.1.1 Ratos

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus), machos, pesando entre 170 ¢
200g, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — Universidade Federal do Ceara e
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia dessa mesma universidade e
do Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP. Os animais foram mantidos em caixas de plastico com livre acesso a ragdo ¢ agua e
foram mantidos nas mesmas condigdes ambientais durante os experimentos. Apds o término
dos experimentos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou na cdmara de

éter.

2.1.2 Camundongos

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus muscullus), machos, pesando entre 25
e 30g, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — Universidade Federal do Ceara e
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia dessa mesma universidade e
do Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP. Os animais foram mantidos em caixas de plastico com livre acesso a ra¢do e agua e
foram mantidos nas mesmas condi¢des ambientais durante os experimentos. Apds o término
dos experimentos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou na camara de

éter.

2.2 APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Durante o decorrer dos experimentos foram utilizados diversos aparelhos e
instrumentos nomeados a seguir:
- Aparelho para medir a incapacitagao articular.

- Aparelho utilizado no teste da placa quente.
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- Aparelho de ultracentrifugacao (Amicon Corporation)

- Autoclave (FABE)

- Balanca para pesagem de animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA)

- Balanga analitica mod. AL200 e Ohaus, mod. AS260D (MARTE)

- Béqueres (SIMAX)

- Bastao de vidro.

- Camara de Neubauer 0,100/0,0025mm2 .

- Capela de fluxo laminar, vertical (Mod. VLFS-12, Veco do Brasil Ind. Com. Equip. Ltda.,
Campinas, SP, Brasil).

- Centrifuga Eppendorf (Mod. 5804R).

- CronOmetro.

- Estufa de CO; para cultura (Nuaire TS Autoflow).

- Funis de vidro grandes.

- Forno microondas.

- Material cirargico (tesouras delicadas, pinca anatomica e dente de rato).
- Membranas de ultrafiltracdo diaflo RYM-10 (Amicon Corporation).
- Microscopio optico binocular (NIKON).

- Microscépio invertido (NIKON).

- Micropipetas automaticas (GILSON).

- Micrétomo.

- Ponteiras para pipetas automaticas de 20, 200ul e 1ml (SIGMA).

- Seringas descartaveis de 1, 3, 5, 10ml.

- Sonicador (Sonics & Materials Inc. Danbury, Connecticut, USA).

- Tubos Eppendorf de 1,5ml (GIBCO).

- Tubos de ensaio de vidro (PIREX).

- Tubos plasticos de 15ml (FALCON).

- Laminas para microscopia “probe on plus” (FISCHER).

2.3 DROGAS, SOLUCOES, CITOCINAS E ANTICORPOS

2.3.1 Drogas

- Acetado de Dexametasona — Decadron (Merck, Sharp and Dohme-MSD, USA), frasco

ampola de 2,5ml/10mg — diluida em salina.
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- Alcool a 70%.

- Alcool absoluto.

- Atorvastatina calcica (Lipitor”™: comprimido 10mg, Pfizer, Brasil).

- Celecoxibe (Celebra®: capsulas de 100mg, Searle, Sdo Paulo, Brasil).

- Entelan.

- Eter Etilico (Synth).

- Heparina (Laboratorio Cristélia, Brasil).

- Hidrato de Cloral (Reagen, Brasil).

- Indometacina (Merck, Sharp and Dohme-MSD, USA) — dissolvida em solucdo de
bicarbonato de sodio a 5%.

- Paclitaxel (Taxol®) da “Bristol-Myers-Squibb”, Paris, Franc¢a (Frasco com 30mg/5ml).

- Pentoxifilina (Trental®: ampolas de 100mg/5ml, Hoechst, Sdo Paulo, Brasil).

- Peroxido de hidrogénio (Smith).

- Reagentes do kit ABC para imunohistoquimica (Santa Cruz Biotechnology).

- Talidomida (comprimido de 100mg, CEME, Brasil).

- Veiculo: Cremophor EL da Sigma, L’Isle-d’Abeau, France. Etanol absoluto da Merck,
Darmstadt, Germany.

- Xilol (Reagen)

- Zymosan (obtido de Saccharamyces cerevisiae, Sigma Chemical Co., St Louis, USA),

dissolvido em salina.

2.3.2 Solucoes

- Solugao de bicarbonato de sédio:
Bicarbonato de sodio (Merck, Sharp and Dohme-MSD, USA) utilizado a 5% (p/v)
dissolvido em agua destilada.

- Solucao Salina 0,9% estéril (Endogen).

- Solugao de H,SO4 a 1M.

- Albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem (Sigma).

- Solucao de Turk:
Violeta de genciana (REAZEN)........couevuiiiiiriiniiiiiiieiecieeit ettt 2ml
AGUA AESHIAAA. ..o 1000ml
- PBS pH 7,4.

- Peroxido de Hidrogénio 3%.
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2.3.3 Tampoes, solucoes e reagentes utilizados para o ensaio de imunohistoquimica

- Tampao Citrato 0,1M pH 6,0:
Citrato de s0dio monohidratado..........c.eeevieiiieriieiiieeiieeeee e e 2lg
HoO dESTIIAAA. ..o e e e et e e e e e e e e e e e eaaeeeeeeneaanaaas 1L
A solugdo mae (1M) foi diluida 10 vezes (concentragao final 0,1M).

- Solugao PBS-BSA 5%:
PBS (DH 7,3) ettt ettt ettt ettt ettt e te e st e e estaeebaentaeenbeensaeeseennnean 10ml
AIDUMING BOVING....ccciiiiiiiiiciiiecie et e e e e e e e e staeeenaeeennneas 0,5mg

- Complexo ABC Kit (Santa Cruz Biotechnology):

Reagente A (avidina DH)....cc.oooiiiiiiiie et 10ul
Reagente B (peroxidase biotinilada H) ........cccooiiiiiiiiiiiiiiieeee, 10ul
P B Sttt ettt sttt et st 1,6ml

- Solugao peroxido de hidrogénio 3%.

- Solugao DAB/peréxido (Dako):

HoO deSTIIAAA. ... e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeanaan 2,5ml
H202 ................................................................................................................................... 50}11
TTIS HCT PHT,0. ettt et e et e et e e et e e esaeeenbaeesnseaennsaaenns 50ul

DAB ... e, SO

2.3.4 Meio de cultura

- RPMI simples:
Meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA; lote HO763)......ccooeviiiiiiiiiiiiieieeees 10,4g
Hepes (Sigma Chemical Co., USA)......ccoiiiiiiiiiieiieciee ettt e 2,38¢g
Bicarbonato de sodio (Merck, Sharp and Dohme-MSD, USA)......c.cccovevviieniieriienieennene 2,20g
Agua deionizada Milli-Q aUtOCIaVAda............oo.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1L

- RPMI completo:
SOTO fRLAl DOVINO. ... .ttt ettt et aee et e st esaee e 10ml
Gentamicina (Gentamicin sulfate solution; Sigma G-1522)......cccccccevvieniininiicnienennne. 500l
Penicilina-Estreptomicina (Sigma P-3539)........cooiiiiiiiiee e 500ul
MeEi0 RPMI STMPIES GuS.Puwvieuvieeiiieiieiiieiie ettt ettt ettt siee et e ssaeeteesaaeenbeessneeneeas 100ml

O meio de cultura foi filtrado em filtro Durapore (0,22umGV) com membranas estéreis

(Millipore) de modo que apos preparado o meio estava asséptico e apirogénico.
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2.3.5 Citocinas e anticorpos

- Fator de Necrose Tumoral (TNF) 40.000 UI 1mg/ampola (National Institute for Biological
Standards and Control/NIBSC, England).

- Interleucina 1 beta (IL-18) 100.000 UI Img/ampola (National Institute for Biological
Standards and Control/NIBSC, England).

- Anticorpo primdrio policlonal de carneiro anti-TNF-o de rato (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

- Anticorpo primario policlonal de coelho anti-IL-1p de rato (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

- Anticorpo primario policlonal de carneiro anti-TLR-4 de rato (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

- Anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de carneiro (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

- Anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de coelho (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)

2.4 TESTES NOCICEPTIVOS

2.4.1 Teste de incapacitacio articular

O modelo foi descrito anteriormente por Tonussi ¢ Ferreira (1992), posteriormente
modificado (VIANA et al., 1998; ROCHA et al., 1999) e adaptado para o nosso laboratorio.
Ratos Wistar machos, pesando entre 170 a 200g receberam a inje¢do intrarticular, no joelho
posterior direito, de uma subdose de zymosan (250ug/50ul) e foram postos para deambular
forcadamente em um carrossel de piso metélico (cilindro de aluminio, 30cm de didmetro x
50cm de largura, coberto por uma tela de aluminio nas mesmas proporgdes), giratoério, com
capacidade para 3 animais. A velocidade utilizada foi de 3 RPM. As patas traseiras foram
calgadas com sapatilhas metélicas, onde a sapatilha da pata direita ¢ conectada a porta de
dados de um microcomputador (Figura 2A). Ao tocar com a sapatilha no piso metélico fecha-
se um circuito e ao final de 1 min. o computador registra o tempo de suspensdo da pata (TSP),
isto ¢, o tempo que o animal permaneceu com a pata levantada sem encosta-la ao piso (Figura
2B). O TSP ¢ medido antes da injecdo do estimulo (tempo zero) e de hora em hora até a 4°

hora. Dessa forma, um aumento do TSP indica nocicepg¢do (incapacitacdo articular), isto ¢, a
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incapacidade do animal deambular normalmente sobre o carrossel. Vale ressaltar, que antes
da realizagdo dos ensaios os animais foram treinados, permitindo-se um periodo de

deambulacdo e adaptacdo ao ambiente.

2.4.2 Teste de contorcdo abdominal induzido por acido acético ou zymosan

O modelo utilizado foi descrito anteriormente por Collier e colaboradores (1968).
Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25 e 30g. O estimulo utilizado
foi o zymosan (Img/animal; 250ul) que foi injetado por via ip e a intensidade de nocicepg¢ao
foi quantificada pelo nimero total de contor¢des abdominais ocorridas nos primeiros 30 min.
ap6s administracao do estimulo (Figura 1A). Uma contorgao foi identificada como a extensao

das patas traseiras acompanhada por contri¢do do abdémen (Figura 1B).

2.4.3 Teste da placa quente

O modelo utilizado foi de Eddy e Leibach (1953) com pequenas modificagdes. Os
animais foram postos em uma placa quente mantida a 45 + 1°C e foram retirados quando
observada a reagdo de saltar ou lamber as patas traseiras. Foram feitas duas triagens separadas
por um intervalo de 30 min., onde a primeira familiarizou o animal com o teste e serviu como
uma pré-selecdo. A segunda serviu como o registro do tempo zero (tempo medido antes da
administracdo das substancias a serem testadas). Além do tempo zero os animais foram
testados com 2 horas e a cada dia até o 4° dia ap6s a administragdo das drogas. Quarenta
segundos foi considerado o tempo maximo de reacdo para prevenir danos nas patas dos
camundongos e cento e dez segundos para reacao dos ratos com objetivo de prevenir danos

nas patas dos animais.
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Figura 1. Fotografia representativa do Teste de incapacitagdo articular (A). Animal incapacitado (B).




Figura 2. Fotografia representativa do Teste de contor¢do abdominal (A). Animal no momento de uma contragio
abdominal (B).
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2.5 METODOS UTILIZADOS NA OBTENCAO DE FLUIDOS E TECIDOS PARA ANALISE

2.5.1 Coleta do lavado articular de joelho de rato

Os animais receberam a inje¢ao intrarticular de zymosan (250ug/50ul/animal) no
joelho posterior direito, ap6és 3 horas foram anestesiados com éter e sacrificados por
decaptacdo seguida de exsanguinag¢do. A pele e os ligamentos articulares do joelho injetado
foram removidos e procederam-se duas lavagens da cavidade articular pela injecdo de 200pul
de salina heparinizada (40 Ul/ml) através da membrana sinovial recolhendo-se o exsudato
articular. As aliquotas foram colocadas em tubos ependorfs e centrifugadas. O sobrenadante

foi estocado a -70°C para posterior andlise.

2.5.2 Obtencao do sobrenadante de cultura de macrofagos

Os macrofagos foram estimulados “in vivo”. Para isso, em camundongos foram
injetados por via ip salina ou zymosan (1mg/animal) e ap6s 15 minutos foram sacrificados em
camara de éter. A cavidade peritoneal foi lavada com 2ml de meio de cultura RPMI completo
em ambiente asséptico (Fluxo laminar). Colheu-se o exsudado e este foi colocado em uma
placa de cultura (1 poco por animal). Foram encubadas por 12 horas em estufa de CO, a
37°C, numa atmosfera de 5%. Apds a adesdo dos macrofagos os sobrenadantes foram
colhidos e estocados a -70°C para posterior analise. Todo o procedimento foi cuidadosamente
elaborado de forma apirogénica. Apds o periodo de incubagdo foi verificada a possibilidade

de contaminag¢do por bactérias, sendo esta descartada.

2.6. DOSAGEM E IMUNOHISTOQUIMICA PARA A DETECCAO DE CITOCINAS

2.6.1 Dosagem de citocinas em sobrenadante de lavado articular de joelho de rato e de

cultura de macrofagos de camundongos.

O sobrenadante estocado foi descongelado para a quantificacdo de citocinas como
TNF, IL-1B, IL-6 , CINC-1 e KC. O material foi dosado pelo protocolo de ELISA descrito a

seguir:
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- Incubagdo com 2ug/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluido em tampao de
bicarbonato (pH 8,2) — 100ul/pogo (placa de 96 pogos) por 16-24h a 4°C.

- Lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v.

- Bloqueio com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100ul/poco por 2h a
temperatura ambiente. Seguida da lavagem da placa (3x).

- Incubagdo com a curva padrao das citocinas diluidas em tampao de lavagem e das amostras
a serem dosadas (100ul/pogo por 16-24h a 4°C). Seguida da lavagem da placa (3x).

- Incubagdo com anticorpo biotinilado diluido a 1:1000 em tampao de lavagem contendo 1%
de soro normal de carneiro por lh a temperatura ambiente. Seguida da lavagem da placa (3x).
- Incubacdo com avidina-peroxidase (Dako) diluida 1:5000 em tampao de lavagem,
100ul/pogo por 15 min. a temperatura ambiente. Seguida da lavagem da placa (3x).

- Incubacdo com diidrocloreto de o-fenilenodiamina (OPD) em tampao substrato, 100ul/poco,
cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min. a temperatura ambiente.

- A reacdo foi parada com 150ul/poco de H,SO4 1M.

- A leitura foi feita em espectrofotdometro a 490nm.

- Os resultados sdo expressos em pg/ml como a curva padrao.

2.6.2 Imunohistoquimica em tecido sinovial de joelho de rato para a deteccio de TNF,

IL-1, TLR-4

As pecas histologicas foram desparafinizadas e em seguida hidratadas. O ensaio
imunohistoquimico foi realizado seguindo o protocolo a seguir:
- Apo6s a hidratagdo as pecas foram imersas em tampao citrato 0,1M (pH 6,0) e aquecidas a
~100°C durante 15 min.
- Resfriamento em temperatura ambiente durante 20 min.
- Lavagem em PBS (5 min.)
- Bloqueio da peroxidase endogena com solugdo peroxido de hidrogénio 3% durante 15 min.
- Lavagem com PBS.
- Diluigdo do anticorpo primario em PBS-BSA 5% (vide reagentes e solugdes)
- Incubag¢dao com anticorpo primario especifico anti-TNF, anti-IL-1 ou anti-TLR-4 de rato
(Santa Cruz Biotechnology), overnight.
- Lavagem com PBS.

- Diluigdo do anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de coelho ou carneiro.
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- Incubagao com anticorpo secundario (30 min.).

- Preparo do complexo ABC (vide reagentes e solucoes).
- Lavagem das pegas em PBS.

- Incubagdo com o complexo ABC.

- Lavagem com PBS.

- Incubagao com DAB/perédxido (2 min.).

- Lavagem com H,O destilada.

- Contra-coloragdo com hematoxilina de Harry’s.

- Desidratacdo e montagem das laminas.

2.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.7.1 Efeito do pré-tratamento com talidomida (TLD), pentoxifilina (PTX) e
dexametasona (DEXA) sobre o pico da incapacitacido articular (tempo de suspensido da

pata) induzida por paclitaxel e zymosan em joelho de rato

TLD (45mg/kg), PTX (45mg/kg) ou DEXA (2mg/kg) foram injetadas nos animal
por via subcutanea associado a injecdo intrarticular de zymosan (250pg/animal; 50ul). Apds 1
hora os ratos foram tratados por via ip com salina (controle), Cremophor EL (v/v) ou PCX
(8mg/kg). O tempo de suspensdo da pata foi medido durante 60 segundos de hora em hora até

a 4* hora ap0s a inje¢do do ZY (Ilustragao 2.1).

2.7.2 Efeito do pré-tratamento com celecoxibe (CEL) e indometacina (INDQO) sobre o
pico da incapacitacido articular (tempo de suspensio da pata) induzida por paclitaxel e

zymosan em joelho de rato

INDO (2mg/kg) e CEL (60mg/kg) injetadas nos animal por via subcutinea
associado a injecdo intrarticular de ZY (250ug/animal; 50ul). Apés 1 hora os ratos foram
tratados por via ip com salina (controle), Cremophor EL (v/v) ou PCX (8mg/kg) O tempo de
suspensdo da pata foi medido durante 60 segundos de hora em hora até¢ a 4* hora apos a

injecdo do estimulo (Ilustracdo 2.1).



Medida do tempo de suspensio da pata
(incapacitacdo) — 1 min. a cadahora

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg)

-~

o
\ 4

' ’ - 1 hora
% Pré-tratamento Sc:
Talidomida (45mg/kg)
Pentoxifilina (45mg/kg)
Dexametasona (2mg/kg)

Indometacina (2mg/kg)
Celecoxibe (60mg/kg)

[Incapacitacad
Articular

Injecio i-art. “in vivo”
do estimulo: Zymosan
(250ug/50pul)
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Ilustragdo 2.1. Desenho esquematico do teste de incapacitagdo articular induzida por paclitaxel e zymosan em
joelhos de ratos pré-tratados com talidomida, pentoxifilina, dexametasona, indometacina e celecoxibe.
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2.7.3 Efeito do paclitaxel sobre os niveis de citocinas (TNF, IL-1, IL-6 e CINC-1)
presentes no lavado articular do joelho de ratos submetidos a artrite experimental por

Zymosan

PCX (8mg/kg), salina (controle) ou Cremophor EL (v/v) foram injetados por via
intraperitoneal 1 hora depois do zymosan (250ug/kg) administrado intrarticular no joelho dos
ratos. A lavagem da cavidade articular para a coleta do exsudato foi feita 3 horas apos a
injecdo do zymosan. O exsudato foi centrifugado e o sobrenadante estocado para posterior

dosagem de citocinas pelo protocolo descrito anteriormente (Ilustracao 2.2).

Coleta do exsudato
da cavidade
articular

o
)

2 horas

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg)

<
TES L

% : NSl
T 1 hora

. Injecio i-art. “in
% Pré-tratamento Sc: ql vivo” do estimulo:

Talidomida (45mg/kg) Zymosan
(250ug/50ul)

Ilustragdo 2.2. Desenho esquematico do protocolo para obtengcdo do lavado articular de joelho de ratos
estimulados “in vivo” com paclitaxel e zymosan e pré-tratados com talidomida.
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2.7.4 Efeito do paclitaxel sobre a deteccio de TNF por imunohistoquimica em tecido

sinovial de joelho de ratos estimulados “in vivo” com zymosan

Os animais receberam inje¢do intrarticular de zymosan (250pg/animal; 50ul).
Apds 1 hora os ratos foram tratados por via intraperitoneal com PCX (8mg/kg), salina ou
Cremophor EL (v/v). Ap6s 3 horas da inje¢do do estimulo as membranas sinoviais foram
removidas para a realizacdo de imunohistoquimica de acordo com o protocolo supracitado

(Ilustragao 2.3).

2.7.5 Efeito do pré-tratamento com talidomida sobre a deteccio de TNF por
imunohistoquimica em tecido sinovial de joelho de rato tratados com paclitaxel e

estimulados com zymosan

Os animais foram pré-tratados com talidomida (45mg/kg; Sc) por via subcutanea
associado a injecdo intrarticular de zymosan (250ug/animal; 50ul). Apés 1 hora os ratos
foram tratados por via ip com salina (controle), Cremophor EL (v/v) ou PCX (8mg/kg). Apo6s
3 horas da injecao do estimulo as membranas sinoviais foram removidas para a realizacao de

imunohistoquimica de acordo com o protocolo supracitado (Ilustracdo 2.3).
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24 h

7

Remocgao do
tecido sinovial

Desidratacdo, Parafinizacdo

' e cort
Fixacao =\ E

(formol tamponado 10%)

o

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg)

7&% o ;
- 1 hora

Pré-tratamento Sc: I.njtz,g:ﬁo i-al:t- “in

Talidomida (45mg/kg) vivo” do estimulo:

Zymosan

(250ug/50ul)

Tustracdo 2.3. Desenho esquematico do protocolo para obtencdo de pegas histoldgicas para realizagdo do ensaio
de imunohistoquimica de membrana sinovial de ratos pré-tratados com talidomida e estimulados “in vivo” com
paclitaxel e zymosan.
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2.7.6 Efeito da administracio de sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados “in

vivoe” com zymosan e paclitaxel nas contorcées abdominais

Sobrenadante de cultura de macréfagos murinos estimulados “in vivo” com
zymosan (1mg/cav) e PCX (8mg/kg) apds 2 horas de incubagao foi administrado um volume
de 0,5ml por via intraperitoneal em camundongos Swiss. As contor¢des abdominais foram

computadas durante 30 min. apos a administragdo do mesmo (Ilustracdo 2.4).

Tratamentoin: Injegio do estimulo: Coleta do fluido
Salina veiculc? (.V/V) ou Zymosan peritoneal com

i (1mg/cav-ip) meio de cultura
Paclitaxel (8mg/kg) —

7&
f

15 min.
SACRIFIiCIO

Contagem das Centrifugacio e
contor¢des abdominais Iniccio in d ressuspensao com novo
durante 30 minutos JeaoIp €o meio
sobrenadante/

meio de cultura

Centrifugacdo do sobrenadante da
cultura

Cultura em estufa de
CO, a 37°C por 2 horas

Ilustragdo 2.4. Desenho esquematico do teste de contor¢do abdominal em camundongos estimulados por
sobrenadante de cultura de macréfagos murinos (2 horas) estimulados “in vivo” com zymosan e paclitaxel.
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2.7.7 Efeito do paclitaxel sobre a liberacio de citocinas (TNF e KC) por macrofagos
peritoneais de camundongos estimulados “in vivo” com zymosan submetidos ao teste de

contor¢oes abdominais

Os camundongos foram tratados via intraperitoneal com PCX (8mg/kg) 2 horas
antes da inje¢do ip de zymosan (Img/animal). Quinze minutos depois, os animais foram
sacrificados e o exsudato peritoneal foi colhido e posto em cultura por 12 horas. O
sobrenadante foi retirado para a realizacdo da dosagem de citocinas pelo protocolo de ELISA

descrito anteriormente (Ilustragado 2.5).

Tratamento 1p: Injecao do estimulo: Coleta do fluido
Salina, veiculo (v/v) ou Zymosan peritoneal com
Paclitaxel (8mg/kg) (1mg/cav-ip) meio de cultura

S
k} “ k)

o 2 horas 15 min.
SACRIFICIO

Estocagem do sobrenadante a -70°C

Centrifugacdo e
ressuspensao com
novo meio

Cultura em estufa de CO, a 37°C pge
por 12 horas

Plaqueia 10° células/pogo

e

2.7.8 Efeito sistémico do paclltaxel em dose unica ou cumulatlva no teste da placa quente

em camundongos
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Apo6s a tomada do tempo zero, PCX em dose tnica (8mg/kg) ou dose cumulativa
de 2mg/kg/dia por 4 dias consecutivos, foram injetadas por via intraperitoneal e 2h, 24h, 48h,
72 e 96h depois foi registrado o tempo de reacdo (s) na placa quente (45 + 1°C) (Ilustragdo
2.6).

Tratamento ip DOSE UNICA:

. Tratamento ip DOSE CUMULATIVA:
Salina, veiculo (v/v)

. Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg) Paclitaxel (2mg/kg)/dia

2h
24h

Contagem do
tempo de reacao

[lustragdo 2.6. Desenho esquematico do teste da placa quente em camundongos tratados com paclitaxel.

2.7.9 Efeito sistémico do paclitaxel em dose tnica no teste da placa quente em ratos
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Apo6s a tomada do tempo zero, PCX (8mg/kg) foram injetadas por via
intraperitoneal e 2h, 24h, 48h, 72h e 96h depois foi registrado o tempo de reagdo (s) na placa
quente (45 + 1°C) (Ilustragao 2.7).

Tratamento ip DOSE UNICA:
Salina, veiculo (v/v) ou
Paclitaxel (8mg/kg)

2h

24h
48h
72h
96h

Contagem do
empo de reacio

Ilustragdo 2.7. Desenho esquematico do teste da placa quente em ratos tratados com paclitaxel

2.7.10 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina sobre o pico da incapacitaciao

articular (tempo de suspensao da pata) induzida por paclitaxel e zymosan em ratos
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Atorvastatina (3, 10, 30mg/kg) foi administrada por via oral por 3 dias
consecutivos. No terceiro dia apos 2 horas da administragdo da atorvastatina os animais
receberam injecdo intrarticular de zymosan (250pug/animal; 50ul) e 1 hora depois foram
tratados por via intraperitoneal com PCX (8mg/kg), salina ou Cremophor EL (v/v). O tempo
de suspensao da pata foi medido durante 60 segundos de hora em hora até a 4* hora apos a

injecdo do estimulo (Ilustracao 2.8).

Medida do tempo de suspensio da pata
(incapacitagdo) — 1 min. a cada hora

Articular

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg)

g

75)

Inje¢do i-art. “in vive”
do estimulo: Zymosan
(250pg/50ul)

Pré-tratamento VO/3 dias:
Atorvastatina (3mg/kg)
Atorvastatina (10mg/kg)
Atorvastatina (30mg/kg)

Iustracdo 2.8. Desenho esquematico do teste de incapacitacdo articular em ratos pré-tratados com atorvastatina e
estimulados com paclitaxel e zymosan.
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2.7.11 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina sobre a deteccio de TNF, IL-1 e
TLR-4 por imunohistoquimica em tecido sinovial de joelho de ratos estimulados “in

vivo” com paclitaxel e zymosan

Atorvastatina (3, 10, 30mg/kg) foi administrada por via oral por 3 dias
consecutivos. No terceiro dia apos 2 horas da administracdo da atorvastatina os animais
receberam injecdo intrarticular de zymosan (250ug/animal; 50ul) e 1 hora depois foram
tratados por via intraperitoneal com PCX (8mg/kg), salina ou Cremophor EL (v/v). Apds 3
horas da inje¢dao do estimulo o tecido sinovial foi removido para a realizacdo de

imunohistoquimica de acordo com o protocolo ja descrito (Ilustracao 2.9).

7 L

Remogio do Desidratagdo, Parafinizagdo

tecido sinovial = v
\’l . Fixacao

(formol tamponado 10%)

24h

FF

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)
Paclitaxel (8mg/kg)

<
$7
——

Iniccao i-art. “in vivo” Pré-tratalpento VO/3 dias:
% Jegao l-art. “in vivo Atorvastatina (3mg/kg)
do estimulo: Zymosan Atorvastatina (10mg/kg)
(250ug/50ul) Atorvastatina (30mg/kg)

Iustragdo 2.9. Desenho esquematico do protocolo para obtengdo de membrana sinovial de joelhos de ratos pré-
tratados com atorvastatina e estimulados com paclitaxel e zymosan “in vivo” para realizacdo do ensaio de
imunohistoquimica.
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2.7.12 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina sobre os niveis de citocinas (TNF e
IL-1) presentes no lavado articular do joelho de ratos estimulados “in vivo” com

paclitaxel e zymosan

Atorvastatina (3, 10, 30mg/kg) foi administrada por via oral por 3 dias
consecutivos. No terceiro dia apos 2 horas da administracdo da atorvastatina os animais
receberam injecdo intrarticular de zymosan (250ug/animal; 50ul) e 1 hora depois foram
tratados por via intraperitoneal com PCX (8mg/kg), salina ou Cremophor EL (v/v). A
lavagem da cavidade articular para a coleta do exsudato foi feita 3 horas apds a injecao do
estimulo. O exsudato foi centrifugado e o sobrenadante estocado para posterior dosagem de

citocina pelo protocolo descrito anteriormente (Ilustragdo 2.10).

Coleta do exsudato
da cavidade
articular

Estoeigemdo
ébprehadhpfe;]

¥ a § -4 e T ey I".\ .J-'I
b- W‘!. “‘ v

ﬁz horas '%sagﬁm d& eifpﬂﬁfsq

Tratamento ip:
Salina, veiculo (v/v)

Paclitaxel (8mg/kg)
5/ %
e
T | hora
Injeciio i-art. “in vivo” Pré-tratamento VO/3 dias:
ﬁ do estimulo: Zymosan %I Atorvastaqm (3mg/kg)

(250pug/50ul) Atorvastatina (10mg/kg)

Atorvastatina (30mg/kg)

Tlustragdo 2.10. Desenho esquematico do protocolo para obtengdo do lavado articular de joelho de ratos pré-
tratados com atorvastatina e estimulados “in vivo” com paclitaxel e zymosan.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prisma. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). As médias dos varios
procedimentos experimentais foram comparadas utilizando a anélise de varidncia (ANOVA),
e a significancia entre os grupos estabelecida pelo teste Bonferroni. A significincia minima

foi aceita ao nivel de p<0,05.
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Resultados
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3.1 Inibicdo do efeito potencializador do paclitaxel na artralgia experimental induzida
por zymosan em ratos, pela talidomida, pentoxifilina e dexametasona no teste de

incapacitacio articular

A injecdo subcutinea de talidomida (45mg/kg), pentoxifilina (45mg/kg) e
dexametasona (2mg/kg), 60 minutos antes da injecdo intraperitoneal de paclitaxel (8mg/kg),
foi capaz de inibir de maneira estatisticamente significativa (p<0,001) o efeito potenciador
hipernociceptivo do paclitaxel na artralgia experimental induzida por subdose de zymosan
através da diminui¢do de 62,9% (TLD), 57,5% (PTX) e 71,5% (DEXA) do tempo de

suspensdo da pata na quarta hora, que corresponde ao pico de incapacitagao (Figura 3).

3.2 Inibicao do efeito potencializador do paclitaxel na artralgia experimental induzida

por zymosan em ratos pela indometacina e celecoxibe no teste de incapacitacio articular

A injecdo subcutanea de indometacina (2mg/kg) e celecoxibe (60mg/kg), 60
minutos antes da injecdo intraperitoneal de paclitaxel (8mg/kg), foi capaz de inibir de maneira
estatisticamente significativa (p<0,001) o efeito potenciador hipernociceptivo do paclitaxel na
artralgia induzida por subdose de zymosan através da diminuig¢do de 74,9% (INDO) e 57,2%
(CEL) do tempo de suspensdo da pata na quarta hora, que corresponde ao pico de

incapacitacao (Figura 4).
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Figura 3. Efeito da administracio sistémica de talidomida (TLD), pentoxifilina (PTX) e dexametasona
(DEXA) sobre o pico da incapacita¢do articular induzida por zymosan (ZY) em joelho de ratos tratados
com paclitaxel. Zymosan (250pg/animal) foi administrado por via intrarticular concomitante a administragdo do
pré-tratamento com TLD (45mg/kg), PTX (45mg/kg) e DEXA (2mg/kg) por via subcutdnea. Apds 1 hora os
ratos foram tratados por via intraperitoneal com salina (controle;S) veiculo (Cremophor EL; V) ou paclitaxel
(8mg/kg). A intensidade da incapacitagdo articular foi medida antes (tempo zero) ¢ a cada hora até a 4* hora apds
a administra¢do do estimulo nociceptivo. As colunas representam a media = EPM do tempo de suspensdo da pata
realizada na 3% hora (pico da incapacitagdo) nos 6 animais de cada grupo. Os asteriscos indicam a diferenca
estatistica em relagdo aos respectivos grupos controle (¥***p<0,001; ###p<0,001: Bonferroni/ANOVA).
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Figura 4. Efeito da administracio sistémica de celecoxibe (CEL) e indometacina (INDO) sobre o pico da
incapacitagao articular induzida por zymosan (ZY) em joelho de ratos tratados com paclitaxel. Zymosan
(250pg/animal) foi administrado por via intrarticular concomitante a administragdo do pré-tratamento com CEL
(60mg/kg) e INDO (2mg/kg) por via subcutidnea. Apos 1 hora os ratos foram tratados por via intraperitoneal com
salina (controle;S) veiculo (Cremophor EL; V) ou paclitaxel (8mg/kg). A intensidade da incapacitagdo articular
foi medida antes (tempo zero) e a cada hora até a 4 hora apds a administragcdo do estimulo nociceptivo. As
colunas representam a media = EPM do tempo de suspensdo da pata realizada na 3" hora (pico da incapacitagao)
nos 6 animais de cada grupo. Os asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagdo aos respectivos grupos
controle (***p<0,001; ###p<0,001: Bonferroni/ANOVA).
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3.3 Efeito do pré-tratamento com talidomida sobre a liberacio de citocinas (IL-1p, IL-6,
TNF e CINC-1) para cavidade articular de joelho de ratos tratados com paclitaxel e

submetidos a artrite experimental por zymosan

Talidomida na dose que induziu o maior efeito antinociceptivo no bloqueio da
incapacitagdo articular (45mg/kg) foi capaz de inibir de maneira estatisticamente significativa
(p<0,001) em 60,1% a liberagdo de TNF (Figura 5, painel A), mas ndo a liberacdo de CINC-1
(Figura 5, painel B), IL-13 e IL-6 (Figura 6, painel A e B) para a cavidade articular de joelhos
de ratos tratados com paclitaxel (8mg/kg) 1 hora depois da administracdo de 2 da dose de
zymosan, capaz de induzir usualmente incapacitagao articular (250ug/animal). A inibicdo da
liberagdo de TNF por talidomida foi constatada pela dosagem da mesma no sobrenadante do
fluido coletado através da lavagem da cavidade articular de joelhos de ratos estimulados com
uma subdose de zymosan e paclitaxel. Para tal utilizou-se imunoensaios especificos para as

citocinas, como descrito anteriormente.

3.4 Efeito do pré-tratamento com talidomida sobre a producio do fator de necrose
tumoral (TNF) por células da membrana sinovial de joelhos de ratos tratados com
paclitaxel e submetidos a artrite experimental por zymosan, demonstrado por reacgio

imunohistoquimica

Talidomida (45mg/kg) foi administrada previamente ao zymosan (250pg/animal)
na dose em que demonstrou antinocicepcdo maxima no teste da incapacita¢do articular em
pata de ratos tratados com paclitaxel (8mg/kg). Os protocolos de tratamento e indugdo foram
os mesmos utilizados na artrite experimental. Foi observado que paclitaxel induziu a produgao
de TNF por células residentes da membrana sinovial demonstrado por uma intensa marcagao
por imunohistoquimica (Figura 7, painel E). O pré-tratamento com talidomida diminuiu

visivelmente essa marcagdo por imunohistoquimica (Figura 7, painel F).
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento com talidomida sobre a liberacio do fator de necrose tumoral (TNF) e
CINC-1 na cavidade articular de joelho de ratos estimulados com zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX).
Zymosan (250pg/animal) foi administrado por via intrarticular concomitante a administragdo do pré-tratamento
com TLD (45mg/kg) por via subcutdnea. Apos 1 hora os ratos foram tratados por via intraperitoneal com salina
(controle;S) veiculo (Cremophor EL; V) ou paclitaxel (8mg/kg).Trés horas apds a injecdo do ZY a cavidade
articular foi lavada e do sobrenadante obtido foram dosados os niveis de TNF (painel A) e CINC-1 (painel B)
por espectrofotometria (ELISA). As colunas representam a media + EPM da quantidade dosada de TNF e CINC-
1 dos cinco animais de cada grupo. Os asteriscos indicam a diferenga estatistica em relagdo aos respectivos
grupos controle (***p<0,001; ###p<0,001: Bonferroni/ANOVA).
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento com talidomida sobre a liberacio da interleucina-1 beta (IL-1P) e
interleucina-6 (IL-6) na cavidade articular de joelho de ratos estimulados com zymosan (ZY) e paclitaxel
(PCX). Zymosan (250pg/animal) foi administrado por via intrarticular concomitante & administragdo do pré-
tratamento com TLD (45mg/kg) por via subcutdnea. Apds 1 hora os ratos foram tratados por via intraperitoneal
com salina (controle;S) veiculo (Cremophor EL; V) ou paclitaxel (8mg/kg).Trés horas apos a inje¢do do ZY a
cavidade articular foi lavada e do sobrenadante obtido foram dosados os niveis de IL-1p (painel A) e IL-6 (painel
B) por espectrofotometria (ELISA). As colunas representam a media + EPM da quantidade dosada de IL-1f e
IL-6 dos cinco animais de cada grupo (Bonferroni/ANOVA). Os asteriscos indicam a diferenga estatistica em
relagdo aos respectivos grupos controle (***p<0,001; ##p<0,01: Bonferroni/ ANOVA).
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Figura 7. Fotomicrografias da marcacio por imunohistoquimica do fator de necrose tumoral (TNF) no
tecido sinovial de joelho de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX), e
pré-tratados com talidomida (TLD). Os animais foram pré-tratados com salina ou TLD (45mg/kg; Sc). Uma
hora depois receberam injecdo intrarticular de uma subdose de ZY (250ug/animal) e 2 horas depois do pré-
tratamento receberam injecdo intraperitoneal de PCX (8mg/kg). As sindvias foram retiradas apos 3 horas da
injecdo de ZY para detec¢do de TNF por imunohistoquimica (aumento de 400X). Controle negativo, sindvia
submetida a artrite por ZY e PCX na auséncia do anticorpo primario anti-TNF (A); Sindvia de um animal tratado
com salina mostrando auséncia de marcagdo para TNF (B); sindvia de animal estimulada somente com ZY,
mostrando discreta marcag@o para TNF (C); sindvia de animal estimulada com ZY e veiculo com discretissima
marcacdo para TNF (D); sinovia de animal estimulada com ZY e PCX, mostrando intensa marcagdo para TNF
(E); sindvia de animal pré-tratado com TLD, mostrando redugao relevante da marcag@o para TNF (F).
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3.5 Efeito do paclitaxel sobre a liberacido de citocinas (TNF e KC) por macrofagos
residentes peritoneais de camundongos estimulados “in vivo” com zymosan submetidos

ao teste de contor¢oes abdominais

Paclitaxel (8mg/kg) administrado por via intraperitoneal duas horas antes da
injecdo ip de zymosan (Img/animal) foi capaz de aumentar de maneira estatisticamente
significativa em 316,4 % (p<0,001) a liberacdo de TNF (Figura 8, painel A), mas ndo a
liberacdo de KC (Figura 8, painel B) por macréfagos peritoneais. O aumento da liberagdo de
TNF foi constatado pela dosagem da mesma no sobrenadante de cultura dos macrofagos
obtidos das cavidades previamente tratadas com paclitaxel e estimuladas com zymosan. Para

tal utilizaram imunoensaios especificos para as citocinas, como descrito anteriormente.

3.6 Efeito da administracio de sobrenadante de cultura de macrofagos murinos

estimulados “in vivo” com zymosan e paclitaxel no modelo das contor¢des abdominais

A injecdo intraperitoneal do sobrenadante de cultura de macréfagos murinos
estimulados “in vivo” com zymosan (1mg/cav) e paclitaxel (8mg/kg) apos duas horas de
incubacdo, foi capaz de induzir de maneira estatisticamente significativa o aumento de 257%

% (p<0,001) das contor¢des abdominais quando comparado com o grupo controle (Figura 9).

3.7 Efeito sistémico do paclitaxel em dose unica ou cumulativa sobre o tempo de reacao

no teste da placa quente em camundongos

Paclitaxel administrado intraperitoneal em dose unica (8mg/kg) ou em dose
cumulativa de (2mg/kg/dia) por quatro dias consecutivos, a exemplo do observado com
veiculo ou salina, quando administrado intraperitoneal, ndo foi capaz de modificar de forma
significativa o tempo de reacdo dos camundongos no teste da placa quente ao longo de
noventa e seis horas de avaliacdo (quatro dias), tanto em esquema de administracdo em dose

unica como em doses cumulativas (Figura 10).
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Figura 8. Efeito do paclitaxel (PCX) na liberacio do fator de necrose tumoral (TNF) e KC por macréfagos
peritoneais residentes de camundongo estimulados “in vive” com zymosan (ZY) e tratados com paclitaxel
(PCX). Zymosan (lmg/cavidade) foi administrado em camundongos Swiss previamente tratados via
intraperitoneal com Cremophor EL (veiculo- v/v) e PCX (8mg/kg). Quinze minutos apos a injecdo do estimulo
(ZY) as células peritoneais foram coletadas e postas em cultura por 12 horas. O sobrenadante foi coletado e TNF
(painel A) e KC (painel B) foram dosados por espectrofotometria (ELISA). As colunas representam a media +
EPM da quantidade dosada de TNF e KC dos cinco animais de cada grupo. Os asteriscos indicam a diferenga

estatistica em relagdo ao grupo controle (***p<0,001: Bonferroni/ ANOVA).
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Figura 9. Efeito hipernociceptivo da administracido de sobrenadante de cultura de macréfagos murinos
estimulados “in vive” com zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX) no modelo de contor¢cdes abdominais. O
sobrenadante de cultura de macréfagos murinos estimulados “in vivo” com ZY (1mg/cav) + Veiculo (V), ZY
(1mg/cav) + PCX (8mg/kg), ou salina (S) + PCX (8mg/kg), apos 2 horas de incubacdo foi administrado por via
intraperitoneal (0,5ml) em camundongos. As colunas representam a média = EPM do nimero de contor¢des
abdominais ocorridos durante 30 minutos apés a inje¢do do sobrenadante nos 6 animais de cada grupo.Os
asteriscos indicam a diferenga estatistica em relagdo ao grupo que recebeu o sobrenadante do grupo PCX+ZY
(***p<0,001; **p<0,01: Bonferroni/ ANOVA).
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Figura 10. Efeito do paclitaxel (PCX) em dose tinica (DU) e dose cumulativa (DC) sobre o tempo de reacio
no teste da placa quente em camundongos. Salina (S), Cremophor- veiculo (V) e PCX (8mg/kg- DU) ou PCX
durante 4 dias consecutivos (2mg/kg/dia- DC) foram administrados por via intraperitoneal imediatamente apos a
determinagdo do tempo zero. O tempo de reagdo foi determinado com 2, 24, 48, 72 e 96 horas apds o tratamento
dos camundongos . As colunas cheias (vermelha e amarela) identificam o esquema de administracdo em dose
unica e as colunas vazadas (vermelha e amarela) identificam o esquema de administragdo em dose cumulativa.

As colunas representam a média = EPM do tempo em segundos dos 6 animais de cada grupo
(Bonferroni/ANOVA).
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3.8 Efeito sistémico do paclitaxel em dose uinica sobre o tempo de reac¢io no teste da

placa quente em ratos

Paclitaxel em dose tnica (8mg/kg), a exemplo do observado com veiculo ou
salina, quando administrado intraperitoneal, nao foi capaz de modificar de forma significativa
o tempo de reacdo dos ratos no teste da placa quente ao longo de 96 horas de avaliagao

(Figura 11).

3.9 Inibicdo do efeito potencializador do paclitaxel na artralgia experimental induzida

por zymosan em ratos, pela atorvastatina no modelo de incapacitagio articular em ratos

A administra¢do de atorvastatina (3, 10, 30mg/kg) por via oral durante trés dias
consecutivos, foi capaz de inibir de maneira estatisticamente significativa o efeito potenciador
hipernociceptivo do paclitaxel na artralgia experimental induzida por subdose de zymosan,
através da diminui¢do de 53,4 % (p<0,001), 53,6% (p<0,001) e 33,2% (p<0,01) do tempo de
suspensao da pata no teste de incapacitagdo articular na quarta hora, que corresponde ao pico
de incapacitacdo. Atorvastatina no terceiro dia foi administrada previamente ao zymosan

(250pg/animal) e ao paclitaxel (8mg/kg) (Figura 12).

3.10 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina (ATV) na producio do fator de necrose
tumoral por células da membrana sinovial de joelhos de ratos tratados com paclitaxel e
submetidos a artrite experimental induzida por zymosan, demonstrado por reacio de

imunohistoquimica

Atorvastatina foi administrada nas trés doses que demonstraram antinocicep¢ao no
teste de incapacitagdo articular (3, 10, 30mg/kg), por via oral durante trés dias consecutivos.
No terceiro dia ATV foi administrada previamente ao zymosan (250pg/animal) e ao paclitaxel
(8mg/kg). Os protocolos de tratamento e inducdo foram os mesmos utilizados na artrite
experimental. Foi observado que paclitaxel induziu a produgdo de TNF por células residentes
da membrana sinovial demonstrado por uma intensa marcacao por imunohistoquimica (Figura
13, painel D). O pré-tratamento com ATV diminuiu visivelmente a marcagdo por

imunohistoquimica nas trés doses (Figura 13, painel E,F,G).
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Figura 11. Efeito do paclitaxel (PCX) em dose tinica (DU) sobre o tempo de reacio no teste da placa
quente em camundongos. Salina (S), Cremophor- veiculo (V) e PCX (8mg/kg- DU) foram administrados por
via intraperitoneal imediatamente apds a determinagdo do tempo zero. O tempo de reagdo foi determinado com
2,24, 48, 72 e 96 horas apos o tratamento dos camundongos . As colunas representam a média = EPM do tempo
em segundos dos 6 animais de cada grupo (Bonferroni/ANOVA).
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Figura 12. Efeito da administraciao sistémica da atorvastatina (ATV) sobre o pico da incapacitacio
articular induzida por zymosan (ZY) em joelho de ratos tratados com paclitaxel (PCX). Atorvastatina nas
doses de 3, 10, 30mg/kg foi administrada por via oral durante 3 dias consecutivos. No terceiro dia, apds 2 horas
da dose diaria de atorvastatina os ratos receberam ZY (250pg/animal) administrado por via intrarticular e 3 horas
depois foram tratados via intraperitoneal com PCX (8mg/kg). A intensidade da incapacitagdo articular foi
medida antes (tempo zero) e a cada hora até a 4 hora apds a administracdo do estimulo nociceptivo. As colunas
representam a media + EPM do tempo de suspensdo da pata realizada na 3* hora (pico da incapacitagdo) nos 6
animais de cada grupo. Os asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagdo aos respectivos grupos controle
(***p<0,001; ####p<0,001: Bonferroni/ ANOVA).
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Figura 13. Fotomicrografias da marca¢do por imunohistoquimica do fator de necrose tumoral (TNF) no
tecido sinovial de joelho de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX), e
pré-tratados com atorvastatina (ATV). Os animais foram pré-tratados com salina ou ATV (3, 10, 30mg/kg;
VO) por 3 dias consecutivos. No 3°dia receberam inje¢ao intrarticular de uma subdose de ZY (250pg/animal) e 2
horas depois do pré-tratamento receberam injegdo intraperitoneal de PCX (8mg/kg). As sindvias foram retiradas
apos 3 horas da injecdo de ZY para deteccdo de TNF por imunohistoquimica (aumento de 400X). Controle
negativo, sinévia submetida a artrite por ZY e PCX na auséncia do anticorpo primario anti-TNF (A); Sindvia de
um animal tratado com salina mostrando auséncia de marcagdo para TNF (B); sinovia de animal estimulada com
veiculo e ZY, mostrando moderada marcagdo para TNF (C); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX com
marcagdo intensa (D); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX, e pré-tratado com doses crescentes de ATV
3mg/kg (E), 10mg/kg (F) e de 30mg/kg (G) mostrando acentuada reducdo da marcacdo para TNF (F).
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3.11 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina (ATV) na producio de interleucina 1
(IL-1B) por células da membrana sinovial de joelhos de ratos tratados com paclitaxel e
submetidos a artrite experimental por zymosan, demonstrado por reacido de

imunohistoquimica

Atorvastatina foi administrada nas trés doses que demonstraram antinocicep¢ao no
teste de incapacitagdo articular (3, 10, 30mg/kg), por via oral durante trés dias consecutivos.
No terceiro dia ATV foi administrada previamente ao zymosan (250pg/animal) e ao paclitaxel
(8mg/kg). Os protocolos de tratamento e inducdo foram os mesmos utilizados na artrite
experimental. Foi observado que paclitaxel induziu a produgdo de IL-1p por células residentes
da membrana sinovial demonstrado por uma intensa marcacao por imunohistoquimica (Figura
14, painel D). O pré-tratamento com ATV diminuiu visivelmente a marcacdo por

imunohistoquimica nas trés doses (Figura 14, painel E, F, G).

3.12 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina (ATV) na expressido de receptores Toll
tipo 4 (TLR-4) na membrana sinovial de joelhos de ratos tratados com paclitaxel e
submetidos a artrite experimental por zymosan, demonstrado por reacio de

imunohistoquimica

Atorvastatina foi administrada nas trés doses que demonstraram antinocicep¢ao no
teste de incapacitagdo articular (3, 10, 30mg/kg), por via oral durante trés dias consecutivos.
No terceiro dia ATV foi administrada previamente ao zymosan (250pg/animal) e ao paclitaxel
(8mg/kg). Os protocolos de tratamento e inducdo foram os mesmos utilizados na artrite
experimental. Foi observado que paclitaxel induziu a expressdo de TLR-4 na membrana
sinovial demonstrado por uma intensa marcagao por imunohistoquimica (Figura 15, painel D).
O pré-tratamento com ATV diminuiu visivelmente a marca¢do por imunohistoquimica nas

trés doses (Figura 15, painel E, F, G).
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Figura 14. Fotomicrografias da marcacio por imunohistoquimica da Interleucina-1 beta (IL-1p) no tecido
sinovial de joelho de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX), e pré-
tratados com atorvastatina (ATV). Os animais foram pré-tratados com salina ou ATV (3, 10, 30mg/kg; VO)
por 3 dias consecutivos. No 3°dia receberam injecdo intrarticular de uma subdose de ZY (250pg/animal) e 2
horas depois do pré-tratamento receberam injecdo intraperitoneal de PCX (8mg/kg). As sinovias foram retiradas
apo6s 3 horas da inje¢do de ZY para detec¢do de IL-1P por imunohistoquimica (aumento de 400X). Controle
negativo, sinévia submetida a artrite por ZY e PCX na auséncia do anticorpo primario anti-IL-1 (A); Sindvia de
um animal tratado com salina mostrando auséncia de marcagdo para IL-1 (B); sindvia de animal estimulada com
veiculo e ZY, mostrando moderada marcagdo para IL-1 (C); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX com
marcagdo intensa (D); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX, e pré-tratado com doses crescentes de ATV
3mg/kg (E), 10mg/kg (F) e de 30mg/kg (G) mostrando acentuada redug@o da marcagdo para IL-1.



95

r gL

[

.:' o t,.m-.-L
Figura 15. Fotomicrografias da marcacio por imunohistoquimica do receptor Toll tipo 4 (TLR-4) no
tecido sinovial de joelho de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX), e
pré-tratados com atorvastatina (ATV). Os animais foram pré-tratados com salina ou ATV (3, 10, 30mg/kg;
VO) por 3 dias consecutivos. No 3°dia receberam injegdo intrarticular de ZY (250pg/animal) e 2 horas depois do
pré-tratamento receberam injegdo intraperitoneal de PCX (8mg/kg). As sinovias foram retiradas ap6s 3 horas da
inje¢do de ZY para deteccdo de receptor Toll-4 por imunohistoquimica (aumento de 400X). Controle negativo,
sindvia submetida a artrite por ZY e PCX na auséncia do anticorpo primario anti-TLR-4 (A); Sindvia de um
animal tratado com salina mostrando auséncia de marcagdo para IL-1 (B); sindvia de animal estimulada com
veiculo e ZY, mostrando moderada marcag@o para TLR-4 (C); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX com
marcagdo intensa (D); sindvia de animal estimulada com ZY e PCX, e pré-tratado com doses crescentes de ATV
3mg/kg (E), 10mg/kg (F) e de 30mg/kg (G) mostrando acentuada reduc¢ao da marcacio para TLR-4.
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3.13 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina sobre a liberacdo de citocinas (TNF)
para cavidade articular de joelho de ratos tratados com paclitaxel e submetidos a artrite

experimental por zymosan

A administragdo por via oral durante trés dias consecutivos de atorvastatina nas
doses que demonstraram antinocicepcao (3, 10, 30mg/kg) no teste de incapacitagdo articular,
foi capaz de inibir de maneira estatisticamente significativa em 32,3%, 17,1% e 37,2%
respectivamente (p<0,001) a liberagdo de TNF para a cavidade articular de joelho de rato no
terceiro dia de pré-tratamento. Os protocolos de tratamento e indugdo foram os mesmos
utilizados na artrite experimental e a inibicdo da liberacdo de TNF pelas trés doses de ATV
foi constatada pela dosagem da mesma no sobrenadante do fluido coletado através da lavagem
da cavidade articular de juntas estimuladas com zymosan e paclitaxel. Para tal utilizou-se

imunoensaios especificos para as citocinas, como descrito anteriormente (Figura 16).

3.14 Efeito do pré-tratamento com atorvastatina sobre a liberacdo de citocinas (IL-1)
para cavidade articular de joelho de ratos tratados com paclitaxel e submetidos a artrite

experimental por zymosan

A administragdo por via oral durante trés dias consecutivos de atorvastatina nas
doses que demonstraram antinocicepcao (3, 10, 30mg/kg) no teste de incapacitagdo articular,
ndo foi capaz, em nenhuma das trés doses, de inibir a liberacdo de IL-1p para a cavidade
articular de joelho de rato no terceiro dia de pré-tratamento, que foi constatada pela dosagem
da mesma no sobrenadante do fluido coletado através da lavagem da cavidade articular de

juntas estimuladas com zymosan e paclitaxel (Figura 17).
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com atorvastatina (ATV) sobre a liberacio do fator de necrose
tumoral (TNF) na cavidade articular de joelho de ratos estimulados com zymosan (ZY) e paclitaxel
(PCX). Atorvastatina nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, ao dia, foi administrada por via oral durante 3 dias
consecutivos. No terceiro dia, apds 2 horas da dose diaria de atorvastatina os ratos receberam ZY (250pg/animal)
por via intrarticular e em seguida foram tratados com salina ou PCX (8mg/kg) por via intraperitoneal, a
semelhanga do protocolo utilizado para o modelo de incapacitagdo articular. Trés horas apods a injegdo do ZY a
cavidade articular foi lavada e do sobrenadante obtido, foram dosados os niveis de TNF por espectrofotometria
(ELISA). As colunas representam a media £+ EPM da quantidade de TNF dos seis animais de cada grupo. Os
asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagdo aos respectivos grupos controle (***p<0,001:
Bonferroni/ANOVA).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com atorvastatina (ATV) sobre a liberacio de interleucina 1p (IL-1p)
na cavidade articular de joelho de ratos estimulados com zymosan (ZY) e paclitaxel (PCX). Atorvastatina
nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, ao dia, foi administrada por via oral durante 3 dias consecutivos. No terceiro dia,
apos 2 horas da dose diaria de atorvastatina os ratos receberam ZY (250ug/animal) por via intrarticular e em
seguida foram tratados com salina ou PCX (8mg/kg) por via intraperitoneal, a semelhanca do protocolo utilizado
para o modelo de incapacitacdo articular. Trés horas apods a inje¢do do ZY a cavidade articular foi lavada e do
sobrenadante obtido, foram dosados os niveis de (IL-1B) por espectrofotometria (ELISA). As colunas
representam a media = EPM da quantidade de (IL-1P) dos seis animais de cada grupo (Bonferroni/ANOVA).



99

Discussao




100

O objetivo do presente trabalho foi investigar a participagdo dos receptores Toll
tipo 4 (TLR-4) e do fator de necrose tumoral (TNF-a) na génese do efeito potencializador
hipernociceptivo do PCX na artrite experimental induzida por zymosan em ratos.
Adicionalmente, o efeito modulador da ATV e seu provavel mecanismo sobre a resposta
potencializadora do PCX na artrite experimental induzida por zymosan também foi avaliado.

Estudos clinicos e experimentais apontam que o uso do PCX, um dos taxanes
antimitoticos disponiveis no mercado, associa-se a uma consideravel incidéncia de sintomas
musculos-esqueléticos “tipo influenza”, onde se destacam as artralgias e mialgias de carater
incapacitantes, que comprometem a qualidade de vida e limitam o tempo de tratamento
antitumoral. Isto chega a acometer até 57% dos pacientes oncoldgicos em tratamento com este
antineopldsico (CONNELLY et al., 1996; ROWINSKY et al., 1995; DOUILLARD et al.,
2001; VASEY, 2002).

Durante o mestrado, na nossa investigacdo inicial desses eventos de dor
inflamatoria associadas ao PCX, propusemos um modelo experimental onde o PCX na dose
de 8mg/kg, induzia uma amplificagdo da atividade hipernociceptiva do zymosan em dois
modelos experimentais de dor inflamatéria. No modelo de contor¢des abdominais em
camundongos, foi demonstrado que o PCX possui uma atividade amplificadora sobre a
hipernocicep¢ao induzida por zymosan de 183% em relagdo ao grupo controle. A atividade
potencializadora do PCX sobre a hipernocicep¢do induzida por zymosan também foi
demonstrada no teste de incapacitagdo articular, utilizando uma subdose de zymosan,
permitindo uma melhor visualizagdo do fendmeno de amplificacdo da resposta.

Pela modulacdo farmacologica com inibidores de citocinas, inibidores de
ciclooxigenase e bloqueador simpatico, foi sugerido que no mecanismo de a¢ao envolvido no
efeito potencializador hipernociceptivo do PCX, ha a participagdo de citocinas hiperalgésicas,
provavelmente o TNF-a liberado por células residentes, visto que talidomida, pentoxifilina,
dexametasona, indometacina, celecoxibe e atenolol inibiram de forma significativa e dose-
dependente a potencializacdo (CARDOSO, 2003).

E sabido que a dor inflamatéria é caracterizada pela sensibilizagio dos neurdnios
nociceptivos (hipernocicepcao), resultante da acdo dos mediadores inflamatorios por células
ndo neuronais no local da injuria.

Historicamente, foi demonstrado que a liberagdo dos mediadores finais da
hipernocicep¢ao inflamatoria, atuantes diretamente nos nociceptores, como as prostaglandinas
(FERREIRA et al., 1978) e aminas simpaticas (LEVINE, 1992; NAKAMURA &
FERREIRA, 1987) ¢ precedida, em ratos, pela liberagdo de uma cascata de citocinas.



101

Demonstrou-se que o TNF-a liberado pela bradicinina ¢ a citocina chave nesta cascata
(CUNHA et al.,, 1992; FERREIRA 1993), atuando via liberagdo de IL-1B induzindo a
producdo de prostaglandinas (FREIRE, 1988). Por outro lado, o TNF-a induz a liberagao de
CXCL-8/CINC-1 as quais por sua vez, liberam aminas simpaticas (CUNHA et al., 1991). As
mesmas evidéncias foram demonstradas por outros autores no modelo de contorgdes
abdominais em camundongos (DUARTE et al., 1988; RIBEIRO, 2000a).

A generalizacdo destes resultados, no entanto, depende da validagdo em outros
modelos de dor, procurando-se demonstrar a presenca da citocina envolvida (TNF-a nos
tecidos ou mesmos em liquidos orgéanicos ou lavados, onde o estimulo foi administrado.

Portanto, na presente investigagdo, inicialmente validamos nossos resultados
anteriores no que se refere a modulagdo farmacolédgica da artrite experimental avaliada pelo
teste de incapacitagdo articular.

Neste sentido, foi demonstrado que o PCX potencializa agudamente a
hipernocicep¢do inflamatéria induzida com uma subdose de zymosan no teste de
incapacitagdo articular em ratos, e que este efeito envolve TNF-o demonstrado pela sua
detecgdo significativamente aumentada no lavado articular desses animais. Da mesma forma,
foi demonstrado, através de estudo imunohistoquimico, um aumento relevante da expressao
de TNF-a pelas células do tecido sinovial de joelhos de ratos igualmente estimulados. Tais
efeitos foram inibidos pelo pré-tratamento dos animais com talidomida. Sabe-se que o efeito
inibitdrio significativo da talidomida € relacionado a sua capacidade de inibir a produgdo de
TNF-a, aumentando a degradacdo do seu RNAm (MOREIRA., 1993; RIBEIRO et al., 2000b;
VALE et al., 2006).

Secundariamente, demonstrou-se o envolvimento de receptores Toll,
particularmente de TLR-4, na génese desta producdo aumentada de TNF-a pelas células
sinoviais, através da inibi¢@o significativa da atividade potencializadora do PCX em animais
pré-tratados com ATV, um provavel antagonista de TLR-4. Tal inibi¢do foi associada a
diminui¢do significativa de TNF-a no lavado articular e visivel diminui¢do da marcagao de
TNF-a no tecido sinovial destes animais. A ATV ¢ uma representante do grupo das estatinas,
classe de drogas bem conhecidas por sua utilizacdo na prevencao de doengas coronarias
primdrias e secundarias, que recentemente vem chamando atencdo pelo seu potente efeito

antiinflamatdrio nas doengas cardiovasculares.
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Dessa forma, passamos na sequéncia a descrever nossas observagoes, resultados
obtidos e o seu significado diante da caréncia dos estudos ja publicados, visto que a nossa
demonstragao ¢ inédita.

Poucos agentes antineopldsicos possuem uma ampla aplicagdo clinica como o
PCX, que possui atividade significativa em uma variedade de tumores s6lidos, como o cancer
de ovario, cancer de mama avancado, cancer de pulmao de pequenas células e nao pequenas,
cancer de cabega e pescoco, de prostata, de bexiga e de es6fago, bem como o sarcoma de
Kaposi relacionado com a AIDS (KINGSTON et al., 2005). Além disto, exibe caracteristicas
farmacolodgicas favoraveis e atrativas quando comparados a outros antineoplasicos. Primeiro,
porque se ligam, principalmente, a B tubulina, modificando a dindmica de equilibrio entre os
dimeros de tubulina e os microtiibulos no sentido da polimerizagao e estabilizando-os contra a
despolimerizagdo. Essa estabilizacdo excessiva inibe a reorganizacdo da malha de
microtubulos, essencial ao desempenho das fungdes mitoticas. Isso acarreta parada da mitose
e apoptose “in vitro” mesmo em baixas concentragdes (JORDAN et al., 1993; CAPLOW et
al., 1994).

Segundo, o PCX age independentemente da via p53 supressor em ensaios
experimentais (WOODS et al., 1995; O’CONNOR et al., 1997; DEBERNARDIS et al., 1997;
FAN et al., 1998; VIKHANSKAYA et al., 1998) e clinicos (KING et al., 2000; GADDUCCI
et al., 2000; LAFRAMBOISE et al., 2000; LAVARINO et al., 2000).

Terceiro, PCX induz a expressdao do RNAm TNF-a (DING et al., 1990; BODGAN
etal., 1992; 1993; BURKHART et al., 1994; HWANG ¢ DING, 1995; KIRIKAE et al., 1996;
1998, 2000), de interleucinas como a IL-1p, CXCL-8, e IL-6 (BODGAN et al., 1992; LEE et
al., 1996; WHITE et al., 1998; WATSON et al., 1998; COLLINS et al., 2000) ¢ de enzimas
como iNOS e COX-2 que geram mediadores inflamatorios e algicos a partir de macrofagos e
mondcitos humanos (WHITE et al., 1998). Adicionalmente, ainda induz genes que codificam
fatores de transcricdo como NF-kB (MOOS et al., 1998).

Com intuito de investigar os mecanismos envolvidos no efeito potencializador do
PCX na artrite experimental ja demonstrada durante o mestrado, escolhemos o teste de
incapacitagdo articular em ratos, teste tradicionalmente utilizado no nosso laboratorio.

A incapacitagdo articular em joelho de rato ¢ um modelo experimental facil e
objetivo que permite o estudo de drogas analgésicas periféricas e de efeito central (TONUSSI
& FERREIRA, 1992; MAGALHAES et al., 1997; VIANA et al., 1998; ROCHA et al., 1999).

Originalmente, o modelo de incapacitacdo articular em joelho de ratos foi descrito por



103

Bustamante (1982) e posteriormente, modificado por TONUSSI & FERREIRA (1992), que
passaram a usar a carragenina como estimulo e agregaram ao modelo um sistema automatico
de aquisicdo de dados e conseguindo assim, eliminar a subjetividade do observador,
frequentemente apontado como importante fator de erros na analise dos dados.

O modelo foi ainda modificado em nosso laboratério, inserindo de forma pioneira,
0 zymosan como estimulo inflamatério no lugar da carragenina (MAGALHAES et al., 1997;
VIANA et al., 1998; ROCHA et al., 1999). De forma complementar, foi estudado por alguns
pesquisadores do laboratorio o efeito do zymosan sobre pardmetros inflamatorios, como
aumento de permeabilidade vascular, influxo neutrofilico, andlise histopatologica e dosagem
de mediadores inflamatorios (ROCHA et al., 1999; VALE et al., 2004).

Dados do nosso laboratério mostraram que a incapacitagdo articular induzida por
zymosan (1mg/animal) depende do sitio de inje¢do do estimulo, levando a sensibilizag¢do de
nociceptores localizados nos tecidos periarticulares e que a presenca de edema sinovial ou de
derrame articular, per se, ndo parecem ser responsaveis pela hipernocicep¢ao neste modelo
(ROCHA et al., 1999). Zymosan induz extravasamento de proteinas plasmaticas e infiltrado
de células inflamatorias, resultando numa cascata de eventos, incluindo ativagdo do sistema
do complemento, degranulagdo de mastocitos e geracdo dos produtos do metabolismo do
acido araquidonico (DOHERTY et al., 1985; RAO et al., 1994).

Esses achados estdo de acordo com a literatura, onde ja foi demonstrado que a
membrana sinovial possui poucos nociceptores e que a maioria deles participa da fungdo
vascular autonomica, ao contrario da inervacdo da cépsula fibrosa, ligamento articular e
periosteo, estruturas ricamente inervadas por fibras simpaticas e somaticas
(HASSELBACHER et al., 1981). Corroborando com estas observagdes, foi sugerido por
alguns autores que, além da presenca de mediadores liberados no local, a estrutura
periarticular é relevante, tornando o local da injecdo do estimulo crucial para o
desenvolvimento da incapacitacao articular (KENNEDY et al., 1982; GRONBLAD et al.,
1985).

Neste modelo, a incapacitagdo articular (hipernocicep¢do) ocorre de maneira
significante e dose-dependente com pico entre a 3* e 4* hora da artrite (VIANA, 1998;
ROCHA, 1999) e estd associada diretamente a migracao de neutrofilos a cavidade articular
que ¢ maxima na sexta hora apds a injecdo de estimulo. Esse fato foi corroborado pela
aboli¢cdo da incapacitagdo quando se bloqueou a migracdo de neutréfilos, quer usando agentes

inibidores de quimiotaxia dessas células, como inibidor da sintese de leucotrienos MK866,
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quer induzindo neutropenia nos animais através da administragdo de anticorpo antineutrofilos
(ROCHA et al., 2004).

Outra vantagem na utilizagdo do modelo ¢ que, na artrite experimental por
zymosan, onde ele ¢ injetado na cavidade articular, j4 foi demonstrado por dosagem de
citocina que ha producdo local de TNF-a, atingindo concentragdes méaximas em 1 a 2 horas
apos a inducao (PETTIPHER & SALTER, 1996).

De fato, o aumento na producdo de TNF-a vem sendo exaustivamente
documentado em trabalhos que destacam o seu envolvimento na mediag¢ao da hipernocicepgao
inflamatoria experimental. Varios autores ja demonstraram o papel fundamental do TNF-a no
desencadeamento de uma cascata de citocinas, culminando com a ativacdo dos dois
componentes da dor inflamatdria: eicosandide e simpatomimético (CUNHA et al., 1992;
THOMAZZI, 1996; DUARTE et al., 1998).

O TNF-a ¢ sintetizado como um pro-horménio que contém 233 residuos de
aminoacidos e seu gene estd localizado no cromossomo 6 (MULLER et al., 1987). A analise
da sua estrutura sob forma cristalizada ou em solugdo indica que ¢ uma proteina
homotrimérica que se dissocia lentamente e existe em concentragdes picomolares (SMITH,
1987; CORTI et al., 1992). Em baixas concentracdes (10"'°M), o TNF-a atua diretamente
sobre os tecidos ou células alvo como regulador da funcao de leucdcitos e células endoteliais,
influenciando os eventos da resposta inflamatoria aguda e o reparo tecidual, entre eles:
ativacdo de neutrofilos, producdo de IL-1f e CXCL-8 por células endoteliais e por
macrofagos, aumento da citotoxicidade para certos patogenos e aumento da atividade
fagocitica (KLEBANOFF et al., 1986; TSUJIMOTO et al., 1986) e da quimiotaxia de
neutréfilos e monocitos; estimulagdo da producao de PGE; e colagenase por células sinoviais
e condrocitos; proliferacdo de fibroblastos; aumento da reabsor¢do Ossea por osteoclastos;
diminui¢do da sintese O0ssea por osteoblastos; indu¢do de proteinas da fase aguda no figado;
produg¢do de GM-CSF e G-CSF por células endoteliais (BEUTLER & CERAMI, 1988;
LARRICK & KUNKEL, 1988).

A biossintese de TNF-a ¢ suprimida por alguns fatores, entre eles PGE-2, AMPc,
ativadores de proteina-quinase C, dexametasona, pentoxifilina (VALE et al.,, 2004)
ciclosporina (LEUDKE & CERAMI, 1990) e talidomida (VALE et al., 2006). Ja o LPS, virus
sendai, células tumorais, mycoplasma ou BCG, IFN-y, IL-1, enterotoxinas, C5a, virus,
antigenos fingicos (zymosan) ou parasitarios e o proprio TNF-a sdo considerados estimulos

para produc¢ao de TNF-a por mondcitos/macrofagos residentes.
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Em todas as células somaticas humanas, exceto nos eritrocitos, existem duas
formas de receptores para TNF-a (TNFRI e TNFRII), que diferem em tamanho e afinidade de
ligacdo, estando o TNFRI relacionado, predominantemente, como mediador da citotoxicidade
celular (TARTAGLIA et al., 1991) e toxicidade por LPS (PFEFFER, 1993). Como potente
hormoénio, o TNF-a possui uma atividade bioldgica maxima com a ocupacdo de pequeno
nimero de receptores, em torno de 5%. Depois de ligado, o TNF-a ¢ internalizado, mas o
sinal de transducdo pode ocorrer na auséncia de internalizacdo ou apos a ligagdo aos
receptores de um agonista (ENGERLMANN et al., 1990).

Diante da complexidade do processo doloroso envolvendo citocinas pro-
inflamatorias como o TNF-a, o qual, nesta tltima década tem sido demonstrado participar
ativamente do inicio e da manutencdo das dores inflamatorias, escolhemos o modelo de
incapacitacdo articular induzida por zymosan, por parecer-nos mais adequado para investigar
0 que ocorre com 0s pacientes que experimentam artralgias e mialgias durante o tratamento
quimioterapico com o PCX.

Neste estudo, a artrite foi induzida em ratos Wistar, seguindo-se o modelo
anteriormente proposto (VALE et al., 2003; CARDOSO, 2003). Interessante notar que a dose
de zymosan capaz de promover uma incapacitacdo articular verdadeira com pico nociceptivo
na 3 e 4* hora apds a injecdo ¢ de 1 mg/articulagdo (ROCHA et al., 2002; VALE et al., 2003).

Na presente investigacdo farmacologica, utilizamos " dessa dose
(250pg/articulacdo) nao promovendo uma incapacitagdo real, entretanto quando o PCX ¢
administrado por via sistémica, dose de 8 mg/kg, o animal desenvolve uma incapacitagao
verdadeira tdo intensa quanto se tivesse recebido a dose de 1mg de zymosan na articulagao.

Nossos resultados demonstraram que o efeito potencializador do PCX na
incapacitagdo articular ocorreu principalmente na quarta hora apés a injecdo do estimulo
(zymosan) e na terceira hora apds o tratamento sist€émico, ja que a droga ¢ administrada
somente na primeira hora de medi¢cdo do TSP, para coincidir o pico da incapacitagdo com a
maior expressdo de TNF-a conforme demonstrado em trabalhos anteriores (BOGDAN &
DING, 1992).

Demonstramos ainda, que tal amplificacdo foi inibida pelo pré-tratamento com
talidomida, pentoxifilina, dexametasona, indometacina e celecoxibe. Os resultados dessa
modulagdo ratificam os resultados demonstrados anteriormente por noés, reforcando as
evidéncias do envolvimento do TNF-a na génese do efeito potencializador do PCX neste

modelo, ja que talidomida leva a inibi¢cdo da produ¢ao de TNF-o por aumentar a degradacao
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do seu RNAm (MOREIRA et al., 1993; RIBEIRO et al., 2000b; VALE et al., 2006) ¢ da
pentoxifilina de inibir a transcrigdo de seu gene (SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996;
VALE et al., 2004).

A inibicdo do efeito pela indometacina e celecoxibe pode ser explicada pela
habilidade dessas drogas de inibirem a sintese de prostaglandina por bloquearem a COX-2, ou
ainda via inibi¢do da sintese e liberagdo de TNF-a, especificamente pela dexametasona
(BARNES & ADCOCK, 1993).

Com base nestes resultados e sabendo-se que a cavidade articular permite a
avaliacdo de parametros inflamatorios através da coleta do exsudato articular, para analise da
migragdo leucocitaria e dosagem de mediadores liberados diretamente no local da inflamacgao,
foi coletado lavado articular de joelhos de ratos tratados com PCX e zymosan que receberam
talidomida como pré-tratamento, para dosagem de TNF-o e outras citocinas pro-
inflamatorias.

Apesar da incapacitagdo articular estd associada a migracdo leucocitaria (ROCHA
et al., 2004), no presente estudo, ndo se detectou um aumento significativo destas células no
exsudato articular (dado ndo mostrado) de joelho de ratos estimulados com PCX e zymosan,
talvez porque o fenomeno investigado se estabelece agudamente (2h) e o pico da migragao sé
ocorre ap6s 6 horas do estimulo. Por outro lado, ainda hd muitas controvérsias na literatura
relacionadas a este assunto. Segundo Cunha e Verri (2006), o envolvimento dos neutréfilos na
génese da hipernocicepcao depende do tipo e intensidade do estimulo e dos diferentes estagios
da resposta inflamatoria.

Talidomida na dose de 45mg/kg foi utilizada para avaliar a producao de TNF-a e
de outras citocinas envolvidas na hipernocicepcao inflamatoria na cavidade articular, dentre
elas: IL-1, IL-6 e CINC-1. Para isso, os animais foram pré-tratados com talidomida e foi
induzida artrite com PCX e zymosan, seguindo o mesmo protocolo visto para o teste de
incapacitagdo articular. Nossos dados mostraram que PCX foi capaz de induzir a liberagao de
TNF-a e IL-1p, mas ndo, a liberacao de IL-6 ¢ CINC-1 no lavado articular e que talidomida
inibe a producao de TNF-a de modo significativo, mas ndo, a das outras citocinas.

E registrado na literatura que as citocinas ndo sio frequentemente estocadas nas
células produtoras e, portanto, a sintese ¢ requerida para serem secretadas e, uma vez
liberadas, tém uma vida média curta que limita a sua atividade biologica (LITCHTMAN,
2007). Evidéncias anteriores ja relacionavam a presen¢a de IL-6 no liquido sinovial de

portadores de artrite reumatoide e outras artrites inflamatdrias ndo s6 com sua produgdo por
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macrofagos e monocitos, mas destacavam a atuagdo dos sinovidcitos como fontes da sua
producdo adicional durante uma inflamagao local (HOUSSIAU et al., 1988; WAAGE et al.,
1989), porém, neste modelo, contrariamente, a sua presenga nao foi detectada.

Mais recentemente, alguns autores mostraram experimentalmente, que os niveis de
IL-6 no plasma apresentavam-se elevados a partir da terceira hora apo6s inje¢do do estimulo
inflamatorio (carragenina) em pata de ratos, enquanto de IL-1B e do TNF-a ndo foram
detectados na mesma hora. Desta forma, os autores sugerem que IL-6 participa da
hipernocicepcao inflamatoria s6 como mediadora da transmissdo do sinal inflamatério da
periferia para o SNC (OKA et al., 2007).

Viarios estudos vém sendo publicados explorando as propriedades farmacologicas
da talidomida. Estas propriedades incluem a inibi¢ao de liberagao de TNF-a, CXCL-8, IL-6, a
inibi¢do da COX-2, o aumento de producdo das interleucinas IL-10, IL-4, IL-5 e IL-12
(VEERAINDAR, 2007). Recentemente, seu efeito anti-TNF foi demonstrado
estrategicamente, na modulacdo da resposta hipernociceptiva induzida por formalina
administrada na regido orofacial de ratos (PEREIRA et al., 2008). A a¢do sobre esses fatores
participantes da génese da dor inflamatoéria tem sido fortemente explorada, no sentido da
melhor utilizagao desse efeito antihipernociceptivo da droga.

A observagdo do papel central desempenhado pelas células residentes
(sinoviocitos) na liberagdo de TNF-a que, por sua vez, ativariam os dois componentes da dor
inflamatoria, deflagrando a resposta amplificada associada ao PCX, foi por nos demonstrado
por meio de estudo imunohistoquimico.

Ao avaliar a imunoexpressao de TNF-a observamos uma intensa marcagdo na
sindvia retirada de animais tratados com PCX e estimulados com zymosan quando
comparadas visualmente com o grupo pré-tratado com salina e veiculo. A diminuigdo
acentuada da marcacao para TNF-a foi observada na sindvia de animais pré-tratados com
talidomida. Este dado somando aos demais sugere que TNF-a expresso no tecido sinovial ¢
essencial para deflagrar a resposta amplificadora do PCX na hipernocicep¢do induzida por
zymosan, ja que o efeito antihipernociceptivo da talidomida no presente modelo estd
associado a sua atividade inibitoria sobre a produ¢do de citocinas, principalmente TNF-a
(VALE et al., 2000).

Assim como no modelo de incapacitacdo articular em ratos, papel de TNF-a no
modelo de contor¢des abdominais em camundongos ja foi, anteriormente estudado. Neste

modelo foi demonstrado que células residentes da cavidade peritoneal de camundongos
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desempenham papel crucial no desenvolvimento da resposta hipernociceptiva do zymosan e
que talidomida atenua significativamente esta resposta por inibir a produ¢do de TNF-a
(RIBEIRO et al., 2000b).

Como ja discutido na introdugdo deste estudo, a presenca de macrofagos e
mastocitos residentes iniciam a resposta hipernociceptiva e a deple¢do destas células da
cavidade peritoneal inibe o desenvolvimento da hipernocicepgao. Tais células sdo capazes de
produzir e liberar diversos mediadores, dentre estes citocinas, como o TNF-a (THOMAZZI,
1996) ja descrito anteriormente como componente do sobrenadante de macrofagos
estimulados com LPS (RIBEIRO et al., 1993, 1995), agindo como iniciador da cascata de
mediadores responsaveis pela génese da dor inflamatoéria.

A liberagdo de TNF-a e IL-1B por células residentes peritoneais murinas
estimuladas, “in vivo”, com zymosan ja foi demonstrada pelo nosso grupo (VALE et al.,
2003) por meio do bloqueio da hipernocicepg¢do com anticorpos especificos para essas
citocinas, constatado pela diminuicdo do nimero de contor¢des abdominais induzidas por
zymosan (RIBEIRO et al., 2000a).

Diante das evidéncias acima registradas e os dados da literatura que descrevendo
que PCX apresenta efeitos semelhantes ao LPS no que diz respeito a ativacdo de macrofagos
(DING et al., 1992; BODGAN & DING, 1992; MANTHEY et al., 1993), procurou-se
investigar a atividade do PCX sobre a produg¢do de citocinas por células residentes na
cavidade peritoneal de camundongos, j& que, na cavidade articular de ratos, seria
tecnicamente dificil a coleta.

Para isso, os camundongos foram estimulados “in vivo” com PCX e zymosan ¢ as
c¢lulas foram colhidas e postas em cultura por 12 horas e, no sobrenadante da cultura foram
dosados os niveis das citocinas TNF-o. ¢ KC por ensaio imunoenzimatico. E importante
salientar que as células residentes postas em cultura foram obtidas reproduzindo o protocolo
utilizado para o tratamento e indugdo das contor¢des abdominais segundo o modelo descrito
anteriormente e, s6 apos tais procedimentos, as células foram para cultura. As citocinas nao
foram dosadas diretamente no sobrenadante do lavado peritoneal porque o “clearance”
elevado da cavidade peritoneal ndo permite um acumulo de niveis detectaveis pelo ensaio
imunoenzimatico.

Esse experimento ndo foi realizado em ratos e sim, em camundongos, devido a
facilidade da retirada de células residentes da cavidade peritoneal e do cultivo dessas células

em curto prazo. Em adigdo, a atividade potenciadora do PCX sobre as contor¢des abdominais
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induzidas por zymosan foi inicialmente demonstrada em camundongos onde o estimulo foi
injetado na cavidade peritoneal desses animais (CARDOSO, 2003).

Dessa forma, achamos que seria valido investigar se nesse modelo o PCX estaria
induzindo um aumento da producdo de TNF-a e se essa indugdo era importante para a sua
atividade potencializadora sobre a nocicepgdo induzida por zymosan. Os dados mostraram
que macrofagos obtidos de cavidades peritoneais de animais pré-tratados com zymosan e
PCX quando em cultura apresentavam um aumento significativo da liberacdo de TNF-a
quando comparado aos macréfagos de animais tratados com PCX, sem zymosan.

O PCX, portanto, neste modelo, exerceu uma atividade amplificadora sobre a
liberacao de TNF-a induzida por zymosan, observando-se um aumento significativo de
316,4% dos niveis desta citocina. O mesmo ndo foi observado com a dosagem dos niveis de
KC no mesmo sobrenadante. Dessa forma observamos que o PCX por si s6 ndo altera os
niveis de TNF-a produzido por células residentes. Na verdade, precisa haver uma indugao
inicial pelo zymosan, demonstrando uma interag¢do entre PCX e zymosan nesse sentido.

Com intuito de refor¢ar nossos dados de que essa atividade amplificadora do PCX
estaria ocorrendo por estimulagdo de células residentes e conseqiiente liberagao de substancias
algogénicas (principalmente o TNF), injetou-se o sobrenadante da cultura de macrofagos
peritoneais residentes em animais “naive” por via intraperitoneal.

Foi observado o comportamento de contor¢des abdominais onde o maior nimero
ocorreu em camundongos injetados com o sobrenadante de células estimuladas “in vivo” com
zymosan e PCX. Sugerimos, com esse experimento e os anteriores, onde dosamos os niveis de
citocinas que, possivelmente, o zymosan foi capaz de induzir contor¢cdes abdominais devido a
producdo e liberagdo, na cavidade peritoneal, de substincias algogénicas, dentre elas o TNF-a
e que o PCX aumenta acentuadamente essa producdo, aumentando por sua vez, o nimero de
contor¢des abdominais. Dados da literatura corroboram nossos achados indicando que, tanto
PCX tem essa capacidade de induzir a sintese de TNF-a, como o TNF-a ¢ importante na
génese da dor inflamatoria (CUNHA et al., 1991, 1992; RIBEIRO et al., 2000a; SACHS et
al., 2002; VALE et al., 2003).

Varios autores, ha mais de uma década, vém documentando e estudando uma
neuropatia periférica sensorial incapacitante induzida pelo PCX, contudo esta costuma
manifestarem-se tardiamente quando comparado ao aparecimento das artralgias e mialgias
relacionadas ao PCX, além de ter sintomas diferentes (KAPLAN et al., 1993; ROWINSKY et
al., 1993b; CHAUDHRY et al., 1994; HILKENS & VAN DEN BENT et al., 1997;
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POLOMANO et al., 1998; PACE et al., HELSING et al., 1999; AUTHIER et al., 2000).
Dessa forma, procuramos demonstrar que a manifestacdo nociceptiva observada no presente
estudo ndo ¢ de origem neuropatica e sim, de origem inflamatoria.

Com esse objetivo, procuramos utilizar um dos modelos normalmente usados para
avaliar dor neuropdtica, o teste térmico de baixa temperatura. Como estimulo térmico,
utilizamos uma placa aquecida a 45°C onde os animais foram colocados para registro do
tempo de reagdo na placa quente. Utilizamos dose Unica e dose cumulativa, sendo realizado o
teste durante 4 dias consecutivos.

Experimentalmente, ja foi demonstrado por outros autores que a administragdo
intraperitoneal de PCX na dose de 16mg/kg foi necessaria para produzir diminuicdo da
alodinia mecanica e térmica. Entretanto, doses acima de 32mg/kg, independente do esquema
de administragdo, se dose unica ou cumulativa, o PCX induziu neuropatia periférica em ratos,
agora associada a alteragdes eletrofisiologicas e histologicas registradas entre o 7° e 21° dia
apo6s a ultima injecao do PCX. Os sinais neuropaticos observados apos a injecao de PCX nos
ratos, segundo os autores, foram bem correlatos com as desordens observadas nos pacientes
em tratamento com a droga, como formigamento, “choque”, tremores, disestesias, alodinia
térmica e mecanica, caracteristica de dor neuropatica frequentemente associadas a neuropatia
sensorial periférica (AUTHIER et al., 2000, POLOMANO et al., 2001).

Nossos resultados mostraram que, independente do esquema de tratamento, o0 PCX
na dose de 8mg/kg nao foi capaz de modificar o tempo de reacdo dos animais no teste térmico
durante os 4 dias, indicando que provavelmente nesse periodo e com a dose utilizada, ndo ha
lesdao ou disfungdo de estruturas neurais periféricas, como o brotamento andémalo de fibras A-
B, responsaveis em parte, pela alodinia térmica da dor neuropatica (TEIXEIRA, 2003).
Achamos que nao seria necessario demonstrar a conclusdo de outros autores, ou seja,
continuar a administra¢do até o 7° dia para observar alguma manifestagdo neuropatica. Nossa
finalidade era apenas mostrar que, nos primeiros dias, a neuropatia ndo esta presente e que,
provavelmente o fendmeno amplificador do PCX parece ser mesmo de origem nociceptiva
inflamatoria.

Em uma abordagem geral, recapitulando os achados ja obtidos, podemos sintetizar
que zymosan induz hipernocicep¢do por mecanismo indireto, possivelmente pela sua acao
sobre células residentes, como macrofagos e mastocitos da cavidade peritoneal de
camundongos Swiss e da cavidade articular de ratos Wistar, liberando mediadores
inflamatoérios, como TNF-a, que age como iniciador da cascata de mediadores responsaveis

pela sensibilizacdo das terminacdes nociceptivas presente na dor inflamatdria e que essa
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atividade hipernociceptiva induzida por zymosan ¢ amplificada significativamente pelo PCX
na dose de 8mg/kg. PCX administrado isoladamente neste modelo ndao apresenta qualquer
efeito hipernociceptivo.

E cada vez mais evidente, a partir de modelos animais e de estudos pré-clinicos,
que multiplos mecanismos operando em locais diferentes e com perfis temporais diferentes
induzem sindromes dolorosas. A identificacdo das causas da doenca primaria ¢ importante,
contudo ¢ também essencial diferencid-las dos mecanismos de dor, principalmente na doenga
oncologica, onde o mesmo sintoma pode ter varios mecanismos causais € um Unico
mecanismo pode induzir sintomas diferentes. Ademais diversos autores registram a
importancia das citocinas pro-inflamatdrias na génese das doencas articulares, onde a dor ¢
um fator limitante, demonstrando que as terapias mais promissoras neste sentido seriam as
direcionadas para o bloqueio da génese dessas citocinas, principalmente a nivel local
(MORELAND, 1999; REINOLD, 2002).

Até pouco tempo, considerava-se que os sistemas imune € nervoso funcionavam
de maneira independente um do outro, mas evidéncias recentes t€ém mostrado que estes
sistemas podem trabalhar juntos em diversas situacdes, inclusive, no desenvolvimento da
hipernocicep¢ao como foi registrado por um grupo de pesquisadores da Universidade de
Ontario/Canada ao demonstrar a participacao de linfécitos na modulagdo da dor visceral, onde
na auséncia de injuria, camundongos deficientes para linfécitos B e T apresentavam maior dor
visceral e a reposi¢do de células T CD4+, mas ndo células B, restabeleceram os limiares
nociceptivos (VERMA-GANDHU et al., 2006).

Nesta linha de raciocinio, varios autores, devido ao comportamento comparavel
entre PCX e o LPS em macrofagos murinos, vém sugerindo desde a década passada, que LPS
e PCX compartilham uma etapa inicial no processo de transducdo de sinais aumentando a
liberagdo de TNF-a por meio de um mecanismo receptor-dependente (DING et al., 1990;
BODGAN & DING, 1992; MANTHEY et al., 1992; ZAKS-ZILBERMAN et al., 2001.,
PERERA et al., 1997, 2001), e que antagonistas do receptor de LPS inibem a expressdo de
genes ¢ a fosforilacao de tirosina-proteina pelo PCX (MANTHEY et al., 1993).

Nesta via de sinalizagdo compartilhada entre LPS e PCX, segundo dados da
literatura, a participacdo de receptores Toll ¢ fundamental para desencadear a resposta imune
inata para geracdo de citocinas por estimulos inflamatorios, especialmente TLR-4 que é um
receptor chave para a maioria dos lipopolissacarideos bacterianos, embora o TLR-2 também
se ligue a algumas variedades dos referidos lipopolissacarideos (KAWAZAKI et al., 2000,
2001a; BYRD-LEIFER et al., 2001; JONES et al., 2001; HIRSCHFELD et al., 2001).
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Um dos mais importantes avangos na imunologia humana nas tltimas décadas foi
a caracterizacdo ¢ evolugdo dos mediadores moleculares, importantes no controle da
imunidade inata. O primeiro desses exemplos foi a descoberta da familia de receptores tipo
Toll. Em mamiferos, os receptores tipo Toll respondem a uma variedade de produtos de
microrganismos e serve de ponte entre a imunidade inata e adaptativa.

Esses receptores presentes em células residentes inflamatorias como macrofagos,
células dendriticas, queratindcitos, linfocitos T, quando reconhecem o seu PAMP (padrdes
moleculares associados a patdgenos), desencadeiam o processo de sinalizac¢do intracelular,
resultando na produgdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias ou IFN tipo 1.
Recentemente, a interrelagdo entre os mastdcitos e receptores tipo Toll na geracdo de
mediadores inflamatérios vem sendo investigada por alguns pesquisadores. Wojciech e
Marshal (2007) demonstraram que tanto mastdcitos humanos como de roedores podem
expressar receptores do tipo Toll, direcionando a resposta dependendo do tipo de patégeno.
Segundo os autores, existem multiplas vias diretas e indiretas de ativagdo seletiva dos
mastocitos por meio de patégenos, incluindo TLR-2 e TLR-4, co-receptores e receptores do
sistema complemento.

Foi demonstrado que TLR-4 estd associado fisicamente a MD-2, uma molécula
que confere ao LPS responsividade quando ligado ao TLR-4. Com a finalidade de determinar
se o complexo TLR-4/MD2 também ¢ o mediador do sinal induzido pelo PCX. Kawazaki e
colaboradores (2000) utilizaram uma linhagem de células pr6-B de camundongos Ba/F3,
expressando somente TLR-4, camundongos expressando TLR-4 + MD2 e camundongo
expressando TLR-4 + MD2 desprovidos de parte do citoplasma, com objetivo de avaliar se
PCX induzia, assim como LPS, a ativacdo da via NF-kB nesses animais. Visivelmente, a
ativacao da via NF-«B pelo PCX foi detectada em camundongos da linhagem Ba/F3 que
expressavam TLR-4 e MD2, mas ndo, nos outros animais. O PCX induziu a ativagao da NF-
kB via TLR-4/MD2 e foi bloqueado por antagonistas de LPS, que também bloquearam a
ativacdo desta mesma via (TLR-4/MD?2), s6 que induzida por LPS. Esses resultados sugerem
que a co-expressdao de TLR-4/MD2 em camundongos ¢ necessaria para que o PCX ative a via
NF-«B e que o complexo TLR-4/MD2 ¢ uma molécula que participa da transducdo de sinais
do PCX e LPS em camundongos € ndo, em humanos (KAWAZAKI et al., 2000, 2001b).

Posteriormente, estes mesmos autores, investigaram a base molecular para esta
acdo espécie-especifica do PCX em camundongos que expressavam TLR-4 com MD?2

mutante, ja que a expressdo de MD2 em camundongos confere a ambos responsividade em
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células renais humanas embriondrias 293, ao passo que a expressao de MD2 em humanos
confere responsividade somente ao LPS, sugerindo que MD2 ¢ associado a responsividade
espécie-especifica do PCX. Foi demonstrado ainda, que uma mudanga de aminoacido Gln na
molécula de MD?2 foi suficiente para causar uma reducdo drastica na capacidade de resposta
conferida ao PCX, embora essa capacidade de resposta permanecesse ao LPS. Estes
resultados indicaram que MD2 ¢ essencial para a sinalizagdo do PCX, mas nao do LPS em
camundongo mutante Gln (KAWAZAKI et al., 2001b).

Tendo em vista estas propriedades do PCX semelhantes ao do LPS e que seu efeito
potencializador no modelo de contor¢des abdominais e de incapacitagdo articular ¢
demonstrado apenas quando ocorre um estimulo prévio (zymosan), motivou-nos a estudar o
mecanismo através do qual a droga exerca esse efeito, além de constatar que o assunto até a
presente data ainda ndo foi discutido na literatura.

Inicialmente, a artrite associada a injecdo do zymosan foi atribuida a ativagao do
sistema complemento e liberagdo de prostaglandina, leucotrienos, fator de ativacao
plaquetaria, TNF e IL-1 (ROUBIN et al., 1982; PETTIPHER & SALTER, 1996) a partir de
células inflamatorias. Estudo recente, utilizando camundongos “knock-out” para receptor do
TLR-2, demonstrou reducgdo significativa da sinovite quando comparados a animais normais,
mais uma vez sugerindo a importancia do componente imunologico na fisiopatologia da
artrite induzida por zymosan (FRASNELLI et al., 2005).

Dados da literatura identificam o zymosan, um polissacarideo da parede celular do
fungo Saccharomyces cerevisiae, como um bom exemplo de PAMP que pode ser reconhecido
pelos TLR-2 (FRASNELLI et al., 2005), assim como o LPS ¢ um potente agonista bacteriano
de TLR-4 (KNAPP et al., 2003; KNAPP & VANDER POLL, 2004).

Em relagdo a ativagdo de receptores de superficie celular, a expressdao de TLR-2 e
TLR-4 em neutréfilos e monodcitos durante a sepse tem sido objeto de interesse crescente, ja
que esses receptores sao, respectivamente, os responsaveis pelo reconhecimento de produtos
de patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos, de tal forma que camundongos com
deficiéncia de TLR-2 sdo altamente suscetiveis a infec¢des por S. aureus (TAKEUCHI et al.,
1999). Por outro lado, camundongos deficientes de TLR-4, quando comparados com animais
TLR-4 normais, s3o mais susceptiveis a infec¢des por bactéria Gram-negativas induzidas por
S. typhimurium (O’BRIEN et al., 1980), N. meningites (WOODS et al., 1988), E. coli
(HAGBERG et al.,, 1984). Observou-se também, que em camundongos tolerantes a
endotoxina, existe diminuicdo da expressao de TLR-4 (AKASHI et al., 2000) e, mais
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recentemente, foi ainda demonstrado o envolvimento de TLR-4 no desenvolvimento do
choque séptico induzido por infecgdes polimicrobiais (ALVES-FILHO et al., 2006).

Estes achados da literatura sugerem a possibilidade que ocorra um “cross-talk”
entre os receptores Toll, especificamente entre TLR-2 e TLR-4 e que agonistas diferentes de
TLR-2 e TLR-4 sdo capazes de induzir a ativacdo das vias NF-kB, AP1 e MAP cinase e
geracgdo de citocinas e 6xido nitrico, importante mediadores da resposta inflamatodria sistémica
(JONES et al., 2001; HIRSCHFELD et al., 2001). Varios autores ja identificaram outros
PAMP que igualmente sdo reconhecidos pelo sistema TLR-2 e TLR-4, sdo eles: acido
lipoprotéico, produtos bacterianos, zymosan, mycobacterias, espiroquetas. Sendo o TLR-4
essencial para a sinalizagdo do LPS de bactérias Gram-negativas ¢ do antineoplasico PCX
(AHMAD-NEJAD et al., 2002; GOLDSBY et al., 2003; TRINCHIERI & SHER, 2007).

Registramos na introdugdo deste trabalho, que os TLR-4 sdo os Unicos receptores
da familia Toll que reconhecem seus agonistas (LPS e PCX) e desencadeiam as duas vias de
sinalizacdo de ativacdo do NF-kB para indugdo da expressdo de TNF-a: a via MyD88-
dependente e a MyD88-independente onde a ativagdo ¢ por meio da molécula adaptadora
TIRAP (TAKEUCHI et al., 2000; AKIRA et al., 2004; BARTO & MEDZHITOV, 2004).

Diferentemente de TLR-4, o TLR-2, ao reconhecer seu agonista (zymosan) ativa
NF-kB somente pela via MyD88 dependente, levando-nos a considerar que a interacao de
TLR-2/zymosan esteja produzindo um “priming” infeccioso para que, nestas condigdes,
ocorra a ativagdo das vias de sinalizagdo do NF-kB pelo antineoplasico PCX para indugdo da
expressdao de TNF-a. Este fato podera auxiliar na elucidacao do PCX, quando administrado
sozinho sem o estimulo prévio do zymosan, ndo ter demonstrado atividade hipernociceptiva
no modelo de artrite experimental.

Esta observagdo ¢ consistente com estudos recentes de Wadashi e Hargreaves
(2006) que demonstraram o papel importante de TLR-4 na periodontite infecciosa através da
descri¢do inédita da presenca destes receptores em nociceptores do ganglio trigeminal de
humanos. Isto significa que o neuronio aferente primario tem a capacidade de reconhecer
produtos bacterianos, portanto um efeito direto destes produtos sobre os nociceptores pode ser
importante na dor de dente de origem infecciosa. O papel destes receptores tipo Toll na dor
ainda esta por ser determinado. No entanto, esta descoberta ¢ muito importante por sugerir um
efeito direto de agentes infecciosos sobre o nociceptor.

As evidéncias de que os receptores TLR-4 sdo geralmente associados a células

imunocompetentes e que a sua expressao e sinalizagdo sofrem influéncia direta da ATV,
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propiciaram a investigacdo da real participagdo de TLR-4 na sinalizacdao intracelular para
indugdo de TNF-a..

Methe e colaboradores (2005) demonstraram que a ATV reduziu de maneira dose-
dependente a expressdo “in vitro” e “in vivo” em monocitos humanos de TLR-4/CD14,
causando um “downregulation” na ativa¢do de IRAK-1 quinase e conseqiiente redug¢do da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias. A mesma influéncia da ATV foi demonstrada em
mondcitos humanos estimulados por LPS, dado este que nos estimulou a investigar a
modulacdo da ATV na atividade amplificadora do PCX, ja que LPS e PCX compartilham a
via de sinalizag¢do para indugdo de genes pro-inflamatorios, ratificando a importancia desta via
para nossa investigacgao.

Além de seu efeito sobre a reducdo dos niveis de colesterol, as estatinas
apresentam efeitos pleiotropicos, dentre tais destacam-se as acdes antiinflamatorias
(HERNANDEZ-PRESA et al., 2002), imunomodulatérias (BARSANTE et al., 2005) e
aumento da expressdo da sintase de oxido nitrico endotelial/ NOSe (MASSY et al., 1996;
WAGNER et al., 2000).

A demonstracdo de um efeito benéfico bifasico da ATV sobre os parametros
inflamatorios com conseqiiente diminuicdo de riscos de doengas coronarianas em portadores
de artrite reumatoide vem estimulando alguns grupos de pesquisa a testarem esta classe de
drogas também em diferentes modelos experimentais de doencgas inflamatérias, como por
exemplo, modelos de artrite reumatoide. Foi verificado por alguns autores um efeito benéfico
demonstrado nos modelos de artrite induzida por Adjuvante Complexo de Freund em ratos e
induzida por coldgeno em camundongos (AKTAS et al., 2003; LEUNG et al., 2003;
BARSANTE et al., 2005).

Diante das escassas evidéncias identificadas na literatura sobre o uso da ATV em
modelos experimentais de dor, observamos que o modelo de incapacitagdo articular induzida
por zymosan seria de grande valia para o estudo da possivel atividade antihipernociceptiva da
ATV modulando o efeito hipernociceptivo do PCX, como antagonista de TLR-4 no nosso
modelo.

O pré-tratamento dos animais com ATV durante trés dias, semelhante ao modelo
proposto por Santodomingo-Gazon e colaboradores (2007), foi capaz de inibir, de maneira
significativa, o efeito potencializador hipernociceptivo do PCX na artralgia experimental
induzida por zymosan em ratos.

Estes resultados estdo de acordo com os publicados recentemente por

Santodomingo-Gazon e colaboradores (2007), onde seu efeito antihipernociceptivo foi
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demonstrado em modelos de hipernocicep¢ao mecanica induzida pelo LPS e albumina bovina
metilada intraplantar.

Utilizando os mesmos protocolos de pré-tratamento e indugdo usados na artralgia
experimental em nosso modelo, foi investigada a atividade da ATV sobre a produ¢ao de TNF-
a, IL-1B e a expressdo de TLR-4 por células sinoviais. Nossos resultados mostraram que a
ATV inibiu significativamente a producdo de TNF-o dosado por ensaio imunoenzimatico,
mas ndo, a de IL-1, dado que merece uma melhor investigacio. Ao mesmo tempo,
observamos que, no estudo imunohistoquimico, a expressao de TLR-4 estd aumentada em
animais que receberam PCX e zymosan e diminuido nos animais pré-tratados com ATV,
indicando que possivelmente, a ATV estd inibindo a expressdo desses receptores induzidos
pelo PCX. Entretanto, se prestarmos atencdo, a producao de IL-1f é pouco amplificada pelo
PCX, ndo chegando a ser significativa diante de uma analise estatistica. Desse modo,
podemos sugerir que a ATV inibe a producdo de TNF-a e a expressdo de TLR-4, mas ndo, a
produgdo de IL-1, talvez porque a producdo dessa citocina ndo seja tdo dependente da
ativacao de TLR4 como ¢ o TNF-a no modelo de artrite induzida por zymosan.

Nossos resultados fortalecem as recentes pesquisas que estabelecem uma relagdo
entre a funcao neuroimune e a nocicepgao focada na compreensao do papel das citocinas, pois
destaca o papel essencial do TNF-a e da via de sinalizagdo de TLR-4 na artralgia
experimental induzida por zymosan em ratos, avaliada pelo teste de incapacitagao articular,
utilizado como ferramenta farmacoldgica para tentar explicar a ocorréncia relevante de
artralgia e mialgias nos pacientes em tratamento com o PCX, atualmente representando a
droga antineoplasica mais comercializada mundialmente com vendas que representam 1/3 de
todo mercado farmacéutico de drogas quimioterapicas (KINGSTON et al., 2001; TOOGOOD,
2002).

Corroborando com nossos achados, foi demonstrado, recentemente por Amaral e
colaboradores (2008) que camundongos livres de germes apresentavam reducao da percepgao
da dor apds diferentes estimulos (carragenina, LPS, TNF-a, IL-1f ¢ CXCL1) e que essa
hiporesponsividade foi revertida pela reposicdo da microbiota ou pela ativagdo de TLR-4.
Neste sentido, os autores destacam a importdncia da microbiota comensal para o
desenvolvimento da hipernocicep¢do inflamatoria possivelmente dependente da ativagdo de
TLR-4.

Por fim, o presente estudo procurou avaliar, de forma inédita, o papel de TNF-a

no efeito potencializador do PCX, inicialmente validando nossos resultados anteriores, que
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utilizaram modulagdo farmacolégica com inibidores de citocinas, como talidomida,
sabidamente com sua atividade inibitoria da produgdo da referida citocina. O aumento na
producdo de TNF-a também foi demonstrado no lavado articular e nas células do tecido
sinovial de joelho de ratos tratados com zymosan e PCX. Tal aumento foi inibido por
talidomida e ATV tanto no lavado articular como no tecido sinovial, provavelmente pela
inibi¢do da liberacdo de TNF-a por estas cé¢lulas residentes.

Em adicdo, nossos resultados sinalizam para os efeitos antihipernociceptivo da
ATV e sugerem a participacdo de TLR-4 como receptor de reconhecimento essencial para
sinalizagdo do PCX e seu efeito amplificador na artrite experimental induzida por zymosan.
De fato, o pré-tratamento com ATV, um provavel antagonista de TLR-4, inibiu este efeito
provavelmente pela inibi¢do da sua expressdo pelas células do tecido sinovial, demonstrado
pela visivel diminui¢do da marcagdo para TLR-4 por meio de estudo imunohistoquimico neste
tecido.

Apesar do muito que falta ser esclarecido, os resultados obtidos neste trabalho
reforcam a necessidade de continuag¢do das pesquisas envolvendo as vias de sinaliza¢do dos
TLR-4, notadamente em condi¢cdes onde a dor inflamatéria é proeminente, pois nossos
resultados ilustram o potencial terapéutico das estatinas, um antagonista de TLR-4, como
nova estratégia para o tratamento das doengas inflamatorias que cursam com dores articulares,
como a artralgia de carater incapacitante, associada ao uso do antineoplasico PCX, que serviu
de tela e estimulo para a realizagdo deste trabalho.

Interessante destacar que o antineoplésico docetaxel, outro potente estabilizador de
microtibulos, experimentalmente ndo ativou as vias de sinalizagdo LPS-dependentes ou
induziu a producdo de TNF-a em macrofagos murinos, o que explicaria em parte, a menor
incidéncia de artralgias e mialgias associadas a esse taxane (GARRISON et al., 2003). Isto
reforca a idéia de que o mecanismo antitumoral do PCX no qual induz a estabilizacdo de
microtubulos ndo ¢ o mesmo da inducdo de citocinas pro-inflamatorias responsaveis pelos
eventos algicos, como registrado na introdugao deste trabalho.

Ao realizarmos a transferéncia dos nossos achados experimentais para a pratica
clinica, podemos sugerir que os pacientes oncoldgicos que experimentam artralgias durante os
ciclos de quimioterapia com PCX, provavelmente ja teriam algum processo articular
infeccioso subclinico por mais brando que seja, visto que ndo sdo todos os pacientes que
apresentam esse quadro de dor articular. Adicionalmente, percebemos que o PCX, por si s0,

em nenhuma das doses por nos estudadas, foi capaz de induzir um quadro de incapacitagao
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articular, sendo sempre necessario que se fizesse inicialmente uma indu¢ao com zymosan.
Nesse caso o zymosan numa subdose, mimetizaria um processo inflamatério subclinico que
entdo seria amplificado pelo tratamento com PCX, transformando-se em algo mensuravel
experimentalmente.

Deixamos aqui a nossa contribuicdo, a essa problematica clinica, sugerindo a ATV
e talidomida como possiveis ferramentas terapéuticas a serem exploradas, pois a necessidade
de desenvolvimento e aprimoramento das terapias para o tratamento da dor no cancer torna as
pesquisas nesta area relevantes para a promocao da satide e melhoria da qualidade de vida dos

pacientes oncologicos.
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Conclusoes
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Analisando em conjunto, nossos resultados obtidos na avaliagdo do efeito
potencializador do paclitaxel no modelo de artralgia experimental induzida por zymosan em
ratos, permite-nos concluir de maneira inédita que:

- O efeito do paclitaxel na artralgia experimental induzida por zymosan parece
envolver a producdo, via células residentes, de citocinas hiperalgésicas e prostaglandinas,
desde que foi inibido de forma significativa pelo pré-tratamento com talidomida,
pentoxifilina, dexametasona, indometacina e celecoxibe.

- TNF-a parece desempenhar um papel essencial na deflagragdo da resposta
amplificadora do paclitaxel, pois niveis elevados dessa citocina foram encontrados no lavado
articular e no tecido sinovial de joelho de ratos, associado ao fato da talidomida ter inibido
esse efeito

- TLR-4 parece participar da patogénese desse efeito do paclitaxel, pois a sua
expressdo estd aumentada no tecido sinovial de animais estimulados com paclitaxel e
Zymosan

- Atorvastatina inibe esse efeito do paclitaxel possivelmente via inibicdo de TNF-o

e da expressao de TLR-4.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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